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V. RESUMEN

Los estomas desempefian un papel fundamental en la regulacién del intercambio gaseoso y del
control del contenido hidrico de las plantas. Los complejos estomaticos se distribuyen en toda la
extension de la epidermis de los tejidos aéreos, aunque en hojas, el patron de distribucion en muy
variable entre las especies, pero altamente regulados por un mecanismo que mantienen una distancia
minima, y necesaria, para su correcto funcionamiento. Estudios realizados en Arabidopsis, han
permitido identificar una serie de componentes genéticos implicados en este mecanismo, incluyendo
ligandos proteicos y receptores de membrana involucrados en la activacion de una cascada de
sefializacion de MAP quinasas que actuan de manera negativa sobre los factores de transcripcion
maestros que controlan secuencialmente las etapas del desarrollo de estomas: SPCH, MUTE y FAMA.
Sin embargo, a la fecha, la ruta de desarrollo estomatico observada en Arabidopsis no ha sido
estudiada en otra especie de plantas.

Inicialmente se pensaba que el numero de estomas en la superficie de las hojas dependia
exclusivamente de factores genéticos, sin embargo, recientes resultados han mostrado que la
abundancia estomética varia en respuesta a sefiales fisiologicas y también frente a factores
ambientales, tales como la baja disponibilidad de agua; por lo que intervenir el desarrollo de estomas
con el objetivo de modular la densidad estomatica y de esta forma, controlar la tasa de pérdida de agua,
podria ser una promisoria herramienta para la generacion de plantas con un incremento en la tolerancia
frente al estrés por déficit hidrico.

Entre los genes descritos involucrados en el desarrollo de los complejos estomaticos, existe
evidencia de que el gen SDD1 de Arabidopsis thaliana, el cual codifica para una subtilisina, esta
involucrado en el control del nimero de estomas. Sin embargo, escaso es el conocimiento respecto de
su expresion bajo condiciones de estrés abiodtico y tratamiento con ABA. Por otra parte, se ha descrito
que en plantas de tomate silvestre (Solanum chilense) —especie tolerante a la sequia- bajo condiciones
de estrés salino, reducen el nimero de estomas en las hojas, y sobre-expresan un gen que codifica
para una subtilisina. Estos resultados abren la posibilidad de que un putativo gen homologo a AtSDD1
en tomate podria estar involucrado en el control del numero de estomas, aumentando su probabilidad

de supervivencia.
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Por lo anterior, en esta tesis se determin6 el comportamiento transcripcional de AtSDD1 y de los
‘genes maestros” implicados en el desarrollo estomatico en Arabidopsis bajo condiciones de sequia y
tratamiento con ABA. Asimismo, se aisl6 y caracterizd parcialmente al gen SchSDD1-like, el cual
comparte una alta homologia con secuencias de otros miembros de la familia de serino-proteasas de la
familia de las subtilisinas al igual que AtSDD1. El analisis de expresién de este gen en tomate silvestre,
indic6 que sus transcritos son mayormente acumulados en hojas en desarrollo, lo que estaria
relacionado con su funcién en la abundancia estomatica. Analisis experimentales demostraron que la
expresion de SchSDD1-like en hojas de tomate silvestre, es inducida en respuesta a estrés salino,
sequia y ABA. Asi, este gen es un candidato para controlar la frecuencia estomatica frente a
condiciones de estrés. Para determinar si SchSDD1-like cumple similares funciones que AtSDD1,
SDD1-like de S. chilense fue sobreexpresado en plantas mutantes sdd71-3 de Arabidopsis thaliana. Esta
mutante presenta un fenotipo que exhibe gran cantidad de estomas y agrupaciones de ellos en la
superficie de sus hojas. Sin embargo, las plantas mutantes que sobreexpresan SchSDD1-like, revierten
el fenotipo a la condicién silvestre de A. thaliana (Col-0), sin afectar ninguna otra caracteristica
fenotipica aparente. Por otra parte, la sobreexpresion de SchSDD1-like en plantas de A. thaliana (col-0)
produjo una significativa reduccion de la densidad estomatica en las hojas en comparacion a las plantas
silvestres. El analisis de los posibles genes afectados por la actividad de SchSDD1-like, mostré una
represion de los factores de transcripcidn maestros que controlan los pasos secuenciales de desarrollo
de estomas en Arabidopsis. Ademas, estas plantas fueron sometidas a deshidratacion y estrés por
sequia evidenciando un aumento en la tolerancia al estrés comparado con las plantas control (col-0).
Para validar la funcion de SchSDD1-like en la tolerancia a la pérdida de agua en un cultivo de interés
agro-economico, SchSDD1-like fue sobre-expresado en plantas de tomate cultivado (“Moneymaker”),
las que exhibieron una reduccién en la frecuencia estomatica en sus hojas y una menor tasa de
deshidratacion comparado con la planta control.

Estos resultados permiten concluir que SchSDD1-like es el ortdlogo a AtSDD1 y sugieren que
ambos controlan el numero de estomas en las hojas, en respuesta a sequia y ABA en sus respectivas
especies; que el modelo descrito para el desarrollo de estomas en Arabidopsis, también es valido para
tomate; y que la modulacién de la expresion génica de SchSDD1-like seria suficiente para aumentar la

tolerancia al déficit hidrico en especies cultivadas de tomate.
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VI. ABSTRACT

Stomata play a key role in the regulation of gas exchange and control of water content in plants.
Stomatal complexes are distributed throughout the extent of the epidermis of the aerial tissues, although
in leaves, the distribution pattern varies among species, but highly regulated by a mechanism that
maintains a minimum distance, and necessary for appropriate operation. Studies performed in
Arabidopsis have identified a set of genetic components involved in this mechanism, including protein
ligands and membrane receptors involved in the activation of a signaling cascade of MAP kinases which
act negatively on master transcription factors that control sequentially the stages of stomata
development: SPCH, MUTE and FAMA. However, the stomatal development pathway observed in
Arabidopsis has not been studied in other species of plants to date.

Initially it was thought that the number of stomata on the leaf surface depended exclusively on
genetic factors, however, recent results have shown that the stomatal abundance changes in response
to physiological signals and environmental factors, such as low water availability. In this sense, the
intervention of stomatal development in order to modulate their density; and thus control the water loss
rate, could be a promising tool to generate plants with increased water deficit stress tolerance.

Among the described genes involved in the development of stomatal complex, there is evidence that
the SDD1 gene of Arabidopsis thaliana, which encodes a subtilisin, is involved in the control of stomatal
number. However, few is the knowledge about its expression under abiotic stress conditions and
treatment with ABA. Moreover, it was reported that wild tomato plants (Solanum chilense) — a drought
tolerant specie- under salt stress conditions, reduce the stomatal number on the leaves, and
overexpress a gene encoding a subtilisin. These results open the possibility that a putative gene
homologous to AtSDD1 from tomato may be involved in the control of the stomatal number, increasing
its chance of survival.

Therefore, in this thesis the transcriptional behavior of AtSDD1 and “master genes” involved in
stomatal development in Arabidopsis under drought and ABA treatment conditions was determined.
Also, SchSDD1-like gene was isolated and partially characterized, which shares a high sequence
homology with other serine proteases members of subtilisin family, similar to AtSDD1. The analysis of
expression of this gene in wild tomato, indicated that its transcripts are mostly accumulated in

developing leaves, which would be related to its role in stomatal abundance. Experimental analysis
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showed that SchSDD1-like expression in of wild tomato leaves, is induced in response to salt stress,
drought and ABA. Thus, this gene is a candidate to control stomatal frequency to cope with stress
conditions. To determine whether SchSDD1-like performs a similar functions that AtSDD1, SDD1-like
from S. chilense was overexpressed in sdd7-3 mutant plants of Arabidopsis thaliana. This mutant has a
phenotype with lots of stomata and clusters of them on the surface of leaves. However, SchSDD1-like-
overexpressing mutant plants, reversed the phenotype to wild-type condition of A. thaliana (Col-0)
without affecting any other apparent phenotypic trait. Moreover, overexpression of SchSDD1-like in A.
thaliana plants (col-0), produced a significant reduction in stomatal density in leaves compared to wild-
type plants. The analysis of possible genes affected by SchSDD1-like activity showed a down-regulation
of master switch transcription factors that control the sequential steps of stomatal development in
Arabidopsis. Moreover, these plants were subjected to drought and dehydration stress showing
increased stress tolerance compared to control plants (Col-0). To validate the SchSDD1-like function in
tolerance to water loss in crops of agro-economic interest, SchSDD1-like was overexpressed in
cultivated tomato plants (‘Moneymaker'), which showed a reduction in stomatal frequency in its leaves
and a lower rate of dehydration compared to control plant.

These results allow to conclude that: SchSDD1-like is the orthologue gene to AtSDD1 and suggest
that both genes control the stomatal number in leaves in response to drought and ABA in their species.
The model described of stomatal development in Arabidopsis is also valid in tomato; and that modulation
of gene expression of SchSDD1-like would be sufficient to increase tolerance to water deficit in

cultivated species of tomato.
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VII. INTRODUCCION

En biologia, estrés se define como una condicién fisiologica alterada causada por factores
ambientales que perturban el normal funcionamiento y desarrollo de un sistema bioldgico. En el caso de
las plantas, la exposicién permanente a condiciones de estrés abidtico, tales como alta temperatura,
sequia, salinidad, frio y niveles toxicos de metales pesados, asi como también, el ataque de hongos,
virus, bacterias y herbivoros, limitan su potencial genético y afectan el rendimiento de los cultivos (Jaleel
et al., 2009). De hecho, desde la perspectiva agricola, el estrés abiético es la principal causa de dafio
en los cultivos a nivel mundial, disminuyendo aproximadamente en un 50% la produccién afectada y
generando pérdidas de millones de dolares, lo que amenaza seriamente la sustentabilidad de la
industria (Boyer, 1982; Wang et al., 2003). La sequia, es un fendmeno que se caracteriza por un
espacio de tiempo sin un nivel significativo de precipitaciones. El estrés bajo esta condicion ocurre
cuando disminuye la disponibilidad de agua en el suelo y los factores ambientales producen continua
pérdida de agua por evapotranspiracion (Jaleel et al., 2009). Tipicamente, es la causa mas comun de
bajo rendimiento de los cultivos y escasez de alimentos en el mundo, toda vez que el éxito de la
produccion agricola depende crucialmente de la disponibilidad del recurso hidrico. Sin ir mas lejos, la
agricultura consume alrededor del 70% del agua disponible, siendo superior al 95% en los paises
desarrollados (FAO, 2007). Es por esta razon, que se ha planteado que el aumento de las temperaturas
y una reduccion del nivel de precipitaciones producto del cambio climatico, traera negativas
consecuencias a la disponibilidad de agua para el uso agricola (Battisti y Rosamond, 2009). Esta
problematica ha impulsado la busqueda de nuevos cultivos que sea capaces de optimizar el uso del
agua disponible, asi como también, sean tolerantes al estrés por déficit hidrico. Con este objetivo,
trabajos utilizando métodos de mejoramiento genético convencional, han obtenido resultados positivos
en el intento de generar cultivos de interés econdmicos, tales como los cereales tolerantes a la sequia
ylo salinidad (Witcombe et al., 2008; Nevo y Chen, 2010) . Sin embargo, la ingenieria genética vegetal
ha reportado un mayor potencial para producir cultivos con mejoras importantes en el area del estrés

abidtico (Hervé y Serraj, 2009; Cominelli y Tonelli, 2010) .
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VI.1. Mecanismos de resistencia a la sequia.

Las plantas son organismos seésiles, y como tal han tenido que desplegar una serie de
mecanismos que le permitan sobrevivir en medio de variados cambios en las condiciones ambientales.
Las plantas han desarrollado dos estrategias para resistir a la sequia: evasion y tolerancia (Blum, 2005).
La evasion a la deshidratacion, se define como la habilidad de la planta para mantener un status hidrico
compatible con sus necesidades fisiologicas en condiciones de baja disponibilidad de agua. Las plantas
evitan los efectos de la deshidratacion captando mayor humedad del suelo o reduciendo la pérdida de
agua. Por su parte, se habla de tolerancia cuando las plantas son capaces de mantener sus funciones
fisiolégicas minimas en condiciones de deshidratacion (Blum, 2005). Algunas plantas soportan pérdidas
de agua superiores al 90% de su contenido hidrico, volviendo a crecer cuando las condiciones de
humedad del suelo vuelven a la normalidad, siendo un ejemplo de esto, las llamadas “plantas de
resurreccion” (Cominelli y Tonelli, 2010; Rodriguez et al., 2010) . La mayoria de las plantas pueden

soportar una pérdida de agua no superior al 30%.

Sequia, salinidad, temperaturas extremas y estrés oxidativo estan frecuentemente
interconectados y pueden inducir similar dafio celular. Por ejemplo, la manifestacién inicial de la falta de
disponibilidad de agua y/o salinidad, es el estrés osmotico, lo que altera la homeostasis y la distribucién
i6nica en la célula (Zhu, 2001). Asi mismo, el estallido oxidativo como consecuencia de la sequia
(también observado en estrés salino y por temperatura), genera desnaturacion y alteraciones
estructurales de proteinas (Smirnoff, 1998). Es manifiesto entonces, que diferentes tipos de estrés,
activan similares rutas de sefializacion, y que la adaptacion de las plantas a los diversos tipos de estrés
ambiental, no solo involucra procesos fisiologicos y bioquimicos, sino también la activaciéon de redes
moleculares involucradas en la percepcion de la sefial ambiental, la transduccidn de dicha sefal y la
expresion de genes especificos relacionados con el estrés, asi como también la sintesis de metabolitos
(Cushman y Bohnert, 2000; Vinocur y Altman, 2005). El surgimiento en los Ultimos afios de los métodos
de ingenieria genética, ha permitido identificar una gran cantidad de genes involucrados en la respuesta
a estrés abidtico, principalmente en Arabidopsis thaliana, volviéndose candidatos para su manipulacion
(Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 2007). Estos genes se agrupan en 3 categorias: genes que
codifican para proteinas con funcion enzimatica o estructural, genes reguladores y genes con funcién

desconocida (Bhatnagar-Mathur et al., 2007; Cominelli y Tonelli, 2010).
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Los efectos fisiolégicos frente al estrés hidrico sobre la plantas, incluyen la reduccién del
contenido de agua, disminucidn del potencial hidrico en las hojas y pérdida de la turgencia celular,
ademas del cierre estomatico. Un estrés méas severo, tendra como efecto una caida en la actividad
fotosintética, alteraciones metabdlicas y finalmente la muerte de la planta (Shao et al., 2008). Respecto
a los cambios morfoldgicos, la sequia inhibe la elongacion mas que la divisién celular, reduciéndose el
crecimiento vegetativo, en particular, tallos y hojas (Schuppler et al., 1998). El crecimiento de las hojas,
es mucho mas sensible que las raices en condiciones de sequia, ya que reducir la expansion foliar
expuesta, trae como consecuencia una beneficiosa disminucion de la transpiracion en condiciones de
déficit hidrico. En cuanto al sistema radicular, raices mas largas permiten aumentar la capacidad de
absorcion de humedad desde capas mas profunda de suelo (Mahajan y Tuteja, 2005; Cominelli y
Tonelli, 2010) .

Un evento fisioldgico temprano y de gran importancia en la adaptacién de las plantas al estrés
hidrico, es el cierre de los estomas para prevenir la pérdida de agua (Chaves et al., 2003; Casson y
Gray, 2008; Ahuja et al., 2010; Casson y Hetherington, 2010; Cominelli y Tonelli, 2010). Tan importante
es su funcion, que se piensa que el desarrollo de los estomas, asociado a un sistema vascular, les
permitié a las plantas superiores colonizar la tierra (Raven, 2002). Los estomas estan formados por un
par de ceélulas guardianas especializadas que rodean dicho poro, las cuales actian como una
microvalvula y que son morfolégicamente distintas de las células epidermales que forman los tejidos
aéreos (figura 1), siendo capaces de responder a cambios ambientales aumentando o disminuyendo su
presion de turgor para abrir/cerrar el poro estomatico (Chaerle et al., 2005; Nadeau, 2009). Esta
cualidad, le permite a las plantas tomar CO. y/o conservar agua, siendo esencialmente esto Ultimo,
clave para regular las relaciones hidricas en las hojas (Farquhar y Sharkey, 1982). Ademas de estas
funciones, los estomas colaboran en el control de la temperatura foliar, transporte de metabolitos y

sefalizacion a larga distancia dentro de la planta (Brownlee, 2001; Lake et al., 2001; Jia y Zhang, 2008).

Avances recientes en la comprension de como las plantas enfrentan y responden a los cambios
ambientales, han situado a los estomas como elementos esenciales para investigar estos fenémenos.
Desde el punto de vista fisioldgico, generalmente, los poros permanecen abiertos durante las horas de
luz, frente a bajas concentraciones de CO: en el interior de la hoja y elevada humedad, mientras que el

cierre del poro se produce en la situacidn opuesta y elevadas temperaturas (Vavasseur y Raghavendra,
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2005). Por otra parte, el desarrollo de los estomas en la epidermis también esta influenciado por las
condiciones ambientales; tan asi es, que se ha observado que altas concentraciones de CO., baja
intensidad luminica, concentraciones enddgenas de fitohormonas o baja humedad relativa, resultan en
una menor frecuencia estomatica en las hojas en desarrollo (Woodward, 1987; Tricker et al., 2012;
Tanaka et al., 2013; Santrucek et al., 2014). Dada su habilidad para controlar la pérdida de agua, los
estomas son elementos clave para aclimatarse a las condiciones ambientales. Esta adaptacion sigue 2
estrategias: la reduccion de la apertura del poro estomatico o mediante la modulacién de la frecuencia a
la cual se desarrollan los estomas en los nuevos drganos (Casson y Gray, 2008; Casson y
Hetherington, 2010). Sin embargo, estas estrategias presentan el inconveniente para la planta, que una
menor tasa de transpiracion en respuesta a la sequia, generalmente traerd asociada una disminucién
en la acumulacién de biomasa, ya que la asimilacién de carbono también se vera reducida (Casson y
Hetherington, 2010; Yoo et al., 2010).

B Guard cells

[0 Subsidiary colls

Figura 1. Morfologia y patron de distribucion estomatica en plantas. (A) A la izquierda, morfologia caracteristicas de
un estoma de arroz; a la derecha, un estoma tipico de dicotiledénea tal como Arabidopsis (extraido de Hetherington y
Woodward, 2003). (B) Arriba, Arabidopsis. Las células estan dispuestas al azar, con estomas (células de guarda)
dispersos través de la superficie foliar; Abajo, Arroz. Las células se disponen en fila, con algunos estomas flanqueados
por dos células subsidiarias (extraido de Serna, 2011).

VII.2 Desarrollo estomatico en Arabidopsis thaliana

VIl.2.1 Determinacién del destino celular

En la mayoria de las plantas, los estomas se desarrollan en los drganos con actividad
fotosintética, aunque existen diferencias en su distribucién. En las hojas en la que los estomas se
desarrollan en ambas superficie, se denominan hojas anfiestomaticas, siendo la superficie inferior

(abaxial) la que presenta la mayor concentracion de estomas respecto a la superior (adaxial). En
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algunas especies, principalmente arboles, las hojas son hipoestomaticas, es decir, los estomas solo se
encuentran en la cara abaxial, mientras que en algunas plantas acuaticas, los estomas se encuentran

solo en la superficie adaxial (hoja epiestomaticas) (Lawson, 2009).

Actualmente, existen dos morfologias estomaticas claramente distinguibles, dependiendo de la
forma de las células guardianas. Las células de guarda tipo ‘rifion”, son tipicas de plantas
dicotiledoneas y monocotiledéneas no gramineas, siendo las células de guarda tipo “pesa’ las
caracteristicas de la mayoria de las monocotiledéneas (figura 1A). Las hojas de monocotiledoneas
presentan una venacidn paralela y sus estomas se distribuyen de manera ordenada en filas. Por su
parte, las hojas de dicotileddneas presentan una venacion reticulada y sus estomas se distribuyen de
manera dispersa por toda la superficie de la hoja (figura 1B) (Nadeau, 2003; Serna, 2011). Estas
diferencias en el patron estomatico entre monocotiledéneas y dicotiledéneas responden,
probablemente, a la arquitectura tanto interna como externa de las hojas; esto es, acicular y plana,

respectivamente (Croxdale, 2000).

A pesar de las diferencias existentes en morfologia de las células guardianas y de la
distribucion estomatica en los drganos fotosintéticos observadas en plantas monocotiledéneas y
dicotiledéneas, una caracteristica comun encontrada en ambas es que los estomas no se encuentran
agrupados uno junto al otro. Esta disposicion se conoce como la “regla del espaciamiento por una
célula’, la cual consiste en que los estomas deben estar separados por a lo menos una célula del
pavimento, siendo este espaciamiento el 6ptimo para el funcionamiento de los estomas (Geisler et al.,
2000). Esta zona libre de células guardianas, reduce la sobreposicién de la capa de difusion gaseosa
entre los estomas, minimiza la tasa de evaporacion y garantiza una dptima relacion entre la captura del
CO:2 del entorno y la capacidad fotosintética de la planta; ademés de asegurar la presencia de células
vecinas a los estomas capaces de responder a los cambios idnicos y de agua necesarios para las
variaciones en la presion de turgencia de las células guardianas que permite la apertura/cierre del poro
estomatico (Nadeau y Sack, 2002b). Para forzar este correcto patrén de distribuciéon en la hoja, los
estomas presentes y/o células precursoras del linaje estomatico deben enviar sefiales a sus células
vecinas, ya sea para reprimir la entrada al linaje estomatico o que las divisiones de espaciamiento

ocurran en una direccion que se aleje del estoma pre-existente (Lau y Bergmann, 2012).
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Aunque el patron de distribucion y morfologia de los estomas en las superficies de las hojas es
variable entre las especies de angiospermas, ambas caracteristicas estan asociadas a eventos
similares de division celular no azarosas, sino orientadas y asimétricas. A diferencia de lo que ocurre en
monocotiledéneas, en las que los estomas estan dispuestos de manera muy ordenada, en
dicotiledoneas las células guardianas maduras surgen de una serie de divisiones asimétricas de un set
de precursores del linaje estomatico que se distribuyen aparentemente al azar por la superficie de la
hoja (Carpenter, 2005; Bergmann y Sack, 2007; Abrash y Bergmann, 2009) (figura 2A). En Arabidopsis,
la especie dicotileddnea modelo, el desarrollo estomatico ha sido descrito en profundidad en los ultimos
afos, lo que ha permitido avanzar cuantitativamente en el conocimiento del mecanismo celular y
molecular involucrado en tan complejo proceso. Todos los estomas de Arabidopsis provienen de al
menos una division asimétrica y una simétrica final (Nadeau, 2003). Este proceso se inicia cuando una
célula protodermal ingresa al linaje estomatico y se vuelve una célula madre del meristemoide (MMC);
las sefiales involucradas en esta etapa inicial son desconocidas (Bergmann y Sack, 2007). Una division
asimétrica (division de “entrada”) de la MMC, genera dos tipos celulares: una célula pequefa
denominada meristemoide (M) y una mas grande denominada célula basal del linaje estomatico (CBLE)
(figura 2B). La célula M tiene una limitada capacidad de auto-regeneracion y puede continuar
experimentando divisiones asimétricas (division de “amplificacion”) produciendo una célula hija pequefa
en cada division manteniendo la cantidad e identidad de células del meristemoide y una nueva célula
CBLE. La célula M se diferenciara hacia célula madre guardiana (GMC), quien experimentara una
divisién simétrica para producir una de las dos células guardianas (GC) que conforma un estoma. Las
CBLE producidas en varias etapas de este proceso pueden diferenciarse en células del pavimento o
también pueden generar nuevas MMC, las que dividiéndose asimétricamente nuevamente , producen
un meristemoide denominado secundario o satélite (Zhao y Sack, 1999; Abrash y Bergmann, 2009). La
divisién asimétrica (division de “espaciamiento”) que produce estas meristemoides satélites tiene por
objetivo mantener la regla del espaciamiento por una célula que debe existir entre un estoma maduro y
el resto de las células precursoras, siendo esta division orientada de tal forma que el nuevo
meristemoide se ubique alejado (distal) del estoma preexistente (Nadeau y Sack, 2002b; Bergmann y
Sack, 2007; Lau y Bergmann, 2012).
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Figura 2. Distribucion y desarrollo estomatico en Arabidopsis. (A) En Arabidopsis, las hojas presentan un crecimiento
disperso y clonal (derivado del mismo meristemoide), y sdlo las células proliferativas en el estadio adecuado del ciclo de
divisién celular son capaces de producir un estoma (rojo). Otros grupos de células proliferativas (azul) no son capaces de
entrar en el linaje estomatico. A medida que la hoja crece, surgen nuevos grupos de células proliferativas, mientras que las
ya existentes se convierten en estomas (Extraido de Croxdale, 2000). (B) El desarrollo estomatico requiere de divisiones
asimeétricas de entrada de las MMC's para crear M, las que pueden autoregenerarse mediante divisiones de amplificacion
0 derivar en una GMC. Las divisiones de espaciamiento de las MMC’s adyacente a los estomas, son orientadas y
asimétricas (Extraido de Abrash y Bergmann, 2009).

Como se ha descrito, el desarrollo estomatico en Arabidopsis implica una serie de divisiones
estereotipadas y altamente ordenadas, cambios de identidad y destino celular y un patron de
espaciamiento establecido. Este complejo proceso debe estar sometido a una estricta regulacion génica
que permita el correcto desarrollo del complejo estomatico, que garantice el espaciamiento dptimo entre

estas estructuras que permita un balance equilibrado entre fotosintesis y transpiracion.

VI.2.2 Control Genético

En Arabidopsis, los mecanismos que conducen a la produccion de estomas maduros involucran
una serie de divisiones, transiciones celulares con morfologia, nivel de transcritos y localizaciéon de
proteinas bien definidas (Pillitteri et al., 2011). El avance por los distintos estadios celulares
comprometidos durante el desarrollo estomatico, estd controlado mediante una actividad secuencial y
combinatoria de los factores de transcripcion del tipo hélice-loop-hélice basicos (bHLH) llamados
SPEECHLESS (SPCH), MUTE, FAMA, SCREAM (SCRM) y SCRM2 (Bergmann et al., 2004; MacAlister
et al., 2007; Pillitteri et al., 2007; Kanaoka et al., 2008). La familia de factores de transcripcion del tipo
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bHLH, actuan en cascadas de sefializacion para especificar identidad celular operando por lo general
como dimeros (Murre et al., 1989; Weintraub et al., 1991). Tipicamente, el dominio bHLH consiste en
aproximadamente 18 residuos basicos e hidrofilicos en la regién N-terminal del dominio, seguido de dos
regiones hidrofobicas que forman una a-hélice anfipatica separadas por un loop (Heim, 2003). Estas
dos regiones funcionalmente distintas, la basica y la HLH, estan involucradas en la unién a DNAy en la
dimerizacion entre dos proteinas bHLH, respectivamente (Jones, 2004). En la progresion del linaje
estomatico, dos grupos de proteinas bHLH han sido identificados. SPCH, MUTE y FAMA pertenecen al
primer grupo que codifica paralogos pertenecientes al subgrupo “la” (Pires y Dolan, 2009). A pesar de
pertenecer al mismo subgrupo, caracteristicas unicas de cada gen reflejan su participacion especifica
en cada etapa de la transicion celular estomatica, siendo incapaces de reemplazarse funcionalmente
entre ellos (MacAlister et al., 2007). Entre las diferencias estructurales destacables, solo SPCH posee
un domino fosforilable que es clave para su funcion (sitio MKTD) (Lampard et al., 2008). SPCH, MUTE y
FAMA se comportan como puntos de control molecular para la transicién celular propia de cada etapa
de desarrollo estomatico, por lo cual se les ha categorizado como los genes maestros que regulan de
manera positiva cada uno de estos eventos (Pillitteri y Torii, 2007). Asi, SPCH impulsa la division
asimétrica inicial de MMC's y también la divisién de “entrada” al linaje estomatico. MUTE dirige la
diferenciacion de las células M hacia GMC’s (MacAlister et al., 2007; Pillitteri et al., 2007); y FAMA es
esencial para la diferenciacion hacia GC’s (Ohashi-Ito y Bergmann, 2006; MacAlister y Bergmann,
2011) (figura 3A). Los analisis fenotipico de mutantes de pérdida y ganancia de funcion de cualquiera
de estos tres factores de transcripcion, indican que éstos son necesarios y suficientes para dirigir la
cascada transcripcional en su respectivo punto de accion de la progresién estomatica (figura 3B). Por
otra parte, otros dos factores de transcripcion parélogos y parcialmente redundantes miembros del
subgrupo “llib” de las bHLH denominados SCRM, originalmente denominado ICE1 por su participacion
en la respuesta a frio (Chinnusamy et al., 2003), y SCRM2, estan ampliamente expresados durante todo
el proceso de transicion de las tres fases celulares del desarrollo estomatico (a diferencia de SPCH,
MUTE y FAMA los cuales actian secuencialmente) operando como integradores de cada etapa
mediante la interaccion heterodimérica secuencial con SPCH, MUTE y FAMA (figura 3A). El
mecanismo de formacidn y estabilizacién del heterodimero no ha sido aun determinado con precision

(Kanaoka et al., 2008; Pillitteri y Torii, 2012). La combinacion funcional de estos cinco genes establece
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una cascada regulatoria secuencial que dirige la transiciéon celular durante el desarrollo estomatico
(Pillitteri y Torii, 2012).
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Figura 3. Transiciones del linaje estomatico en Arabidopsis. (A) Diagrama esquematico de las transiciones celulares
durante el desarrollo de estomas ilustrando el patron de expresién secuencial de los genes bHLH (P: célula protodermal;
PC: célula del pavimento). Las flechas de colores indican el punto de accién de cada bHLH (Extraido de Pillitteri et al.,
2011). (B) Micrografias epidermales de wild-type y mutantes de perdida de funcién de SPCH, MUTE y FAMA. El mutante
spch es incapaz de producir células del meristemoide, guardianas y estomas. Mute produce solo células del
meristemoide las que experimentan excesivas divisiones de amplificacion, no produciendo estomas. Por su parte, fama
presenta gran cantidad de células madres guardianas. (Extraido de Gray, 2007).

VIl.2.3 Sefializacién celular involucrada en el patrdn estomatico: Regla del

espaciamiento de una célula.

Si bien es cierto, existen apreciables diferencias en el origen de los estomas en las distintas
especies, la separacion entre los estomas presentes en su epidermis es un patrén conservado en las
plantas superiores (Peterson et al., 2010). Esta regla probablemente responde a la exigencia adaptativa
de las plantas para permitir el correcto funcionamiento de apertura/cierre de los estomas, el cual
requiere un rapido movimiento de agua y iones entre las GC's y las células no estomaticas de su

entorno cercano, por ejemplo las células subsidiarias. En Arabidopsis, especie en la que se forman
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complejos estomaticos anisociticos (Serna y Fenoll, 2000), la division de espaciamiento de una CBLE
se orienta en el sentido apropiado para alejarse del estoma preexistente (figura 2B). Sin embargo, y
para demostrar que la regla es estricta, hay evidencia que existe un mecanismo de correccion de
células M ubicadas en una posicion incorrecta, esto es una al lado de la otra, que ocurre en el linaje
estomatico, forzando a estas células a dividirse alejandose entre si (Nadeau y Sack, 2002a; Nadeau y
Sack, 2002b) . Todo esto indica que la diferenciacion y desarrollo del complejo estomatico, aun con un
patron de distribucion espacial aparentemente al azar, esta estrechamente regulado, mediante sefiales
a corta distancia célula-célula, no solo desde el punto de vista genético, sino también, a través de una
compleja red de sefalizacion intracelular (Pillitteri y Torii, 2012). Este modelo no es ajeno a las plantas,
ya que es conocido que el crecimiento y desarrollo vegetal implica una gran cantidad de procesos de
sefalizacion y comunicacion célula-célula, en los que péptidos-ligando extracelulares y proteinas

receptoras de membrana, capaces de percibirlos, juegan un papel muy clave en cada proceso.

Con respecto a los receptores de membrana, se han identificado dos tipos distintos que
participan en el desarrollo estomatico. TOO MANY MOUTHS (TMM) codifica una proteina receptora rica
en residuos de leucina (LRR-RLP; Leucine Rich Repeated — Receptor Like Protein) que se expresa en
Ms, GMCs y en CBLEs competentes para producir GCs (Geisler et al., 2000). Los mutantes tmm
exhiben distintos fenotipos que dependen del érgano evaluado: en hojas, tmm muestra estomas
agrupados y por lo tanto, TMM estaria involucrado en la regulacion de las divisiones asimétricas de
‘entrada” y “amplificacion” de los componentes del linaje estomatico y la mantencién del espaciamiento;
mientras que en tallos la planta mutante tmm no presenta estomas, aunque si hay presencia de células
M, por lo que TMM induciria el paso de M a GMC's, no siendo esencial para el inicio del linaje
estomatico en este organo (Yang y Sack, 1995; Nadeau y Sack, 2002a; Nadeau, 2009; Dong y
Bergmann, 2010). Este receptor, que no presenta un dominio quinasa que le permita transmitir las
sefiales que perciba al espacio intracelular, parece estar interactuando con el segundo tipo de
receptores de membrana implicados en el desarrollo estomatico, que a diferencia de TMM, si presentan
el dominio quinasa intracelular: las proteinas quinasa ricas en residuos de leucina (LRR-RLK; Leucine
Rich Repeated — Receptor Like Kinase). En esta familia se incluyen tres proteinas implicadas en
desarrollo estomatico: ERECTA (ER), y sus paralogos funcionales ERECTA-LIKE1 (ERL1) y ERECTA-
LIKE2 (ERL2), denominadas en conjunto ERf (Shpak et al., 2005). Con el objetivo de determinar la
funcion especifica de cada uno de estos miembros en el desarrollo estomatico, distintas combinaciones
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de mutaciones en los genes ERf fueron analizadas, evidenciandose que cada uno tiene funciéon distinta,
aunque superpuestas, en el desarrollo estomatico (Shimada et al., 2011). Asi, ER restringiria la entrada
en el linaje estomatico y la formacién de las células Ms, asi como también podria promover la
diferenciacion de M a GMC, mientras que ERL1, y en menor medida ERL2, inhibe la diferenciacion de
los Ms en GMCs, y ambos parecen promover las nuevas divisiones asimétricas de M’s y la produccion
de un nuevo conjunto de CBLEs (Shpak et al., 2005).

A la fecha, varios ligandos involucrados en los eventos iniciales de sefializacion intercelular han
sido descubiertos que participan en el desarrollo estomatico. La familia denominada EPIDERMAL
PATTERNING FACTOR-LIKE (EPFL); incluye a EPF1 y EPF2 (Rychel et al., 2010). Ambos son
pequefios péptidos secretados que actian como reguladores negativos del desarrollo estomatico (Hara
et al., 2007; Hunt y Gray, 2009) . La sobreexpresion de EPF2 produce una epidermis que no presenta
practicamente estomas, mientras que epf2 muestra un exceso de CBLE y un aumento de la densidad
estomatica, lo que sugiere que EPF2 estaria involucrado en la regulacién del numero de células
protodermales que ingresan (y permanecen) al linaje estomatico (Hunt y Gray, 2009). Por su parte, la
sobreexpresion de EPF1 produjo una disminucién significativa en el nimero de estomas exhibiendo
practicamente solo CBLE; en cambio, epf? evidencidé un aumento en la densidad estomatica aunque
una clara alteracion a la regla del espaciamiento de una célula, apareciendo estomas agrupados, lo que
apuntaria a una funcién en la regulacién de la orientacién de las divisiones de espaciamiento que
generan la células M secundarias (Hara et al., 2007; Shimada et al., 2011). Concordante con su funcion,
el perfil transcripcional de estos genes indica que EPF2 se expresa en MMC's y Ms jovenes, mientras
que EPF1lo hace en GMC's y GC's jovenes. Se ha planteado que estos péptidos secretados reprimen
la diferenciacién de las células adyacentes mediante retroalimentacion negativa (Shimada et al., 2011).
Finalmente, EPFL9 o STOMAGEN es otro péptido secretado, cuyo gen no se expresa en epidermis,
sino en células del mesofilo. Este péptido actiia como regulador positivo de la densidad estomatica
(Kondo et al., 2009; Sugano et al., 2010). El anélisis fenotipico de distintas combinaciones de mutantes
de estos genes ha permitido plantear un modelo de actividad e interaccion entre ellos. De esta forma,
en hoja ha sido propuesto que los reguladores negativos EPF1 y EPF2 actuan como ligandos de los
receptores TMM y ERf, compitiendo con el regulador positivo STOMAGEN por los mismos receptores.
Esta estrategia de utilizacion de un mismo set de receptores que regulen en direccion contraria el
desarrollo estomatico, parece ser un método efectivo para controlar la densidad de estomas que
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aparecen en las hojas.(Hara et al., 2007; Hara et al., 2009; Kondo et al., 2009; Rychel et al., 2010;
Sugano et al., 2010; Abrash et al., 2011).

Es posible que otros miembros de la familia EPF o tal vez otra clase de ligandos estén siendo
parte de la ruta de desarrollo de estomas. En este sentido, otro gen supuestamente actuando rio arriba
de TMM y ERECTA o funcionando paralelamente a ellos, ha sido implicado en la sefializacién mediante
ligandos en el desarrollo estomatico. Este gen denominado STOMATAL DENSITY AND DISTRIBUTION
(SDD1), codifica para una serino-proteasa perteneciente a la familia de las subtilisinas, se expresa en
células M y GMC's y los andlisis fenotipicos de la planta sobreexpresora y la mutante sdd7-1,
permitieron determinar que actua regulando negativamente la entrada al linaje estomatico y su patrén
de distribucion, mediante el control de las divisiones asimétricas de las células vecinas a los estomas
(Berger y Altman, 2000; Von Groll et al., 2002). Se sabe que esta clase de subtilasas participan en
algunos casos procesando ligandos extracelulares, situacion que en el caso de SDD1 se ve apoyada
por el hecho de que se ha demostrado que es secretada hacia el espacio extracelular, posiblemente
asociada a la membrana, donde actuaria (Von Groll et al., 2002). Sin embargo, los analisis moleculares
a la fecha demuestran que ninguno de los reguladores negativos identificados hasta el momento -
EPF1, EPF2, entre otros - son el posible péptido procesado por SDD1 (Hara et al., 2007; Hara et al.,
2009; Abrash y Bergmann, 2010) . En la actualidad se desconoce la funcién molecular de SDD1,
aunque se ha propuesto que podria estar modulando la actividad de los receptores de la ruta de control
negativa de estomas TMM y ERf mediante su procesamiento proteolitico (Shimada et al., 2011).
Alternativamente a esta posibilidad, se piensa que SDD1 pueda estar actuando sobre un regulador
positivo del desarrollo de estomas, y de esta manera, ejercer un control negativo global sobre esta ruta,
siendo STOMAGEN el péptido candidato de ser procesado (Sugano et al., 2010; Shimada et al., 2011).

Luego que ha ocurrido la percepcion de la sefial en el espacio extracelular, esta rapidamente
debe ser propagada hacia el medio intracelular, siendo generalmente el destino final el nticleo en donde
se producira la respuesta especifica que generara cambios en la expresion génica acorde con el
estimulo. El transporte de la sefial a través del citosol, ocurre mediante mecanismo de transduccion de
sefiales, el cual en plantas involucra la participacién de proteinas quinasas activadas por mitdgenos
(Mitogen-Activated Protein Kinase; MAPK). Las cascadas de sefializacion controladas por estas
proteinas son universales y estan presentes en la mayoria de los eucariotas, incluyendo animales,

plantas y levaduras (Group et al., 2002). Esta ruta de transmisién de sefales, implica sucesivas
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fosforilaciones secuenciales de tres quinasas siendo la MAPK la ultima de la ruta y que fosforila
distintas proteinas diana. La fosforilacién de activacion de las MAPK's es realizada por la MAP quinasa-
quinasa (MAPKK’s), la que a su vez a es activada mediante fosforilacion también por MAP quinasa-
quinasa-quinasa (MAPKKK's) (Meng et al., 2012). En el proceso de desarrollo estomatico en
Arabidopsis, ha sido posible identificar la participacién de una MAPKKK denominada YODA (YDA)
(Bergmann et al., 2004; Gray y Hetherington, 2004), cuatro MAPKKs (MKK4/5/7/9) (Wang et al., 2007a)
y dos MAPKs (MPK3/6) (Lampard et al., 2008). El estudio de los fenotipos mutantes por pérdida o
ganancia de funcion, mostrd que la cascada de sefalizacion descrita regula de manera negativa la
etapa inicial del linaje estomaticos y controla la distribucion de estos en la epidermis, evitando la
presencia de estomas en contacto (Wang et al., 2007b). Por su parte, anélisis genéticos permitieron
ubicar la actividad quinasa de YDA rio abajo de TMM (Bergmann et al., 2004), de la misma manera que
MKK4/5 y MPK3/6 actuarian posteriormente de YDA (Wang et al., 2007a; Lampard et al., 2009). Sin
embargo y a pesar del gran avance en la develacion de los determinantes moleculares involucrados en
la ruta de desarrollo estomatico, aun no ha sido posible establecer si la sefial inicial en esta cascada de
fosforilacién es producida directamente por los receptores de membrana con dominio quinasa del tipo
ERECTA, o involucra una (0 mas) proteina(s) (Bergmann y Sack, 2007). Por otra parte, se ha
identificado el gen de la enzima MAPK fosfatasa AP2C3 que podria actiar inactivando la cascada de
sefalizacion MAP, la cual se expresa en células del linaje estomatico, y parece inactivar las proteinas
MPK3 y MPK6 (Umbrasaite et al., 2010).

Una vez que la sefial de fosforilacion llega a la MAPK, ésta transfiere su grupo fosfato a los
factores de transcripcion maestros del desarrollo de estomas, con el objetivo de regular su actividad;
aunque a la fecha no hay claridad absoluta de cémo la cascada de MAP quinasas puede controlar la
actividad de estos factores de transcripcion. De los tres factores de transcripcion tipo bHLH que regulan
los eventos clave en el desarrollo estomatico, Unicamente en SPCH se ha identificado una regién
proteica enriquecida en secuencias blanco de fosforilacién por MAP quinasas. Lampard y cols.(2008)
confirmé que este dominio, denominado MPKTD (MAPK target domain), es fosforilado por MPK3 y
MPKG. Una serie de analisis experimentales han demostrado que la fosforilacién de SPCH por MPK3 y
MPK6 reduciria el nivel de SPCH activo, y que los componentes de sefalizacion previamente
identificados (TMM y ERf) participarian en un evento previo a la fosforilacion de SPCH y podrian
modular su actividad (figura 4) (Lampard et al., 2008). El estudio de la actividad de distintas proteinas
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de la cascada de fosforilacién bajo el control de los promotores de SPCH, MUTE y FAMA reveld que
YDA regula negativamente la actividad de SPCH y MUTE, restringiendo la formacion de estomas, tanto
a nivel de divisiones de entrada (SPCH) como de amplificacién (MUTE), pero funciona como regulador
positivo de la diferenciacion de MGC’s en GC'’s, interaccionando positivamente con FAMA. Por su
parte, MKK7 y MKK9 participan en los mismos procesos que YDA, pero no asi MKK4 y MKK5, que solo
inhiben la formacion de estomas, no presentando un papel positivo en la diferenciacion final (Lampard
et al., 2009; Dong y Bergmann, 2010). Basados en ensayos in vitro depositados en bases de datos, han
permitido establecer que ICE1/SCRM1 contiene sitios consenso de fosforilacion por MAP quinasas
(Blom et al., 1999; Dong y Bergmann, 2010). MUTE seria blanco de MPK4, pero no de MPK3 o MPKG6
(Popescu et al., 2008). Andlisis mas detallados realizados in vivo son necesarios para determinar la

relevancia bioldgica de la posible fosforilacion de estos genes (Dong y Bergmann, 2010).

Como se puede apreciar, el desarrollo estomatico es un proceso altamente regulado que
requiere la participacion ordenada de diversos actores de muy diversa naturaleza molecular. La figura 4

resume la informacion disponible hasta la fecha.
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Figura 4. Modelo genético del desarrollo estomatico en A. thaliana. En la base de la figura, factores de transcripcion
tipo bHLH promueven tres pasos secuenciales en la transicion de identidades celulares. SPCH participa en la transicion de
MMC’s (CMM) a M, MUTE en la transicion de M a GMC’s (CMG), y FAMA en la transicion de GMC’s (CMG) a GC’s (CG).
SCRM/SCRM2 se expresan a lo largo del linaje estomatico y podrian formar heterodimeros con SPCH, MUTE y FAMA, para
facilitar la progresién en cada paso. Por sobre los bHLH, tres niveles de la cascada de sefializacién de MAP quinasas
modulan los mismos tres transitos de identidad celular. Se ha demostrado experimentalmente que SPCH es fosforilado por
MPK3/6. YDA y MKK4/5/7/9 regulan negativamente los dos primeros cambios de identidad, mientras que el tercero esta
regulado positivamente por YDA y MKK7/9. Las MPKs estan implicadas en cada transicién, habiéndose demostrado la
participacion de MPK3/6 en la primera transicion, y funcionando en colaboracion con otras MPKs atin no identificadas en el
tercer transito de identidad celular. La activacion de la cascada de MAP quinasas mediante la fosforilacion de YDA se
produce, directamente o a través de una proteina intermediaria, por los receptores de membrana TMM y ERf, que estarian
regulados de distinto modo por los péptidos sefial EPF1, EPF2, STOMAGEN y un hipotético péptido procesado por SDD1.
(Extraido y modificado de Carmen Fenoll, comunicacion personal).
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VII.3 Control enddgeno y ambiental del desarrollo estomatico

VIl.3.1 Regulacidon hormonal: ABA.

A pesar del paulatino incremento del conocimiento del desarrollo estomatico principalmente en
Arabidopsis, escaso conocimiento se tiene del papel y efecto de las fitohormonas en este proceso. Sin
embargo, ha sido posible evaluar la participacién de algunas de ellas en el control de la frecuencia

estomatica.

Acido abscisico (ABA) es una fitohormona que regula una serie de procesos en los organismos
vegetales (Cutler et al., 2010), siendo, en el contexto del estrés, una molécula sefial clave en la
expresion de muchos genes involucrados en respuesta a estrés abi6tico y que participa en un amplio
espectro de funciones en respuesta a esta condicion ambiental, incluido, el estrés por déficit hidrico
(Wang et al., 2003; Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki, 2005) . Entre ellas, participa en el control de la
pérdida de agua regulando la apertura de los estomas (Mishra, 2006). En este ultimo aspecto, se ha
reportado que participa de manera central en la funcién estomatica, ya que las GC’s perciben y
responden rapidamente a la sefial de ABA para cerrar el poro estomatico (Kim et al., 2010). A pesar del
vasto conocimiento de ABA sobre la funcién estomatica, su participacion en el desarrollo de los
complejos estomaticos ha sido poco estudiada. Es por esto que el analisis de plantas sometidas a
estrés por sequia y aplicacion de ABA exdgenamente, han permitido estudiar el posible papel en la
frecuencia estomatica. Ambos tratamientos realizados en trigo, mostraron una disminucién en el nimero
de estomas en su hojas, asi como en el tamafio de las células epidermales (Quarrie y Jones, 1977),
mientras que en Tradescantia virginiana la aplicacion exdgena de ABA aumento la densidad estomatica
y las células del pavimento, disminuyendo el indice estomético (Franks y Farquhar, 2001).
Recientemente, Tanaka et. al. (2013), demostrdé que ABA tiene una funcién represora del desarrollo
estomatico en cotiledones y hojas, esto mediante el anélisis de plantas mutantes ABA-deficientes
(aba2-2) e insensible (abi1-1'y abi1-2) a la sefal de ABA, las cuales exhibieron mayor cantidad de
estomas que el control en estos drganos, lo opuesto que se observd en la planta mutante
hiperacumuladora de ABA (cyp707a1a3) (Tanaka et al., 2013). Otra de las caracteristicas observadas
en estas plantas, fue un aumento del tamafio de las células del pavimento, lo que permitié concluir que
ABA no solo reprimia la entrada al linaje estomatico directamente, sino que también contribuia a una

menor densidad estomatica via un aumento de la superficie de las células epidermales (Serna, 2014).
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Ademas, ABA parece reducir el numero de GMC’s que experimentan divisiones asimétricas, ya que
tanto aba2-2, como abi1-1y abi1-2 mostraron niveles de transcrito de SPCH y MUTE muy superiores a
la planta control, lo opuesto que se observo en la cyp707a1a3 (Tanaka et al., 2013). La figura 5 resume
los blancos moleculares detectados que estan involucrados en la sefalizacion del control estomatico en

Arabidopsis ejercido por ABA.
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Figura 5. Control hormonal del desarrollo de estomas en hojas y cotiledones de Arabidopsis. La presencia de
ABA y la activacion de su receptor soluble, secuestraria la fosfatasa PP2C, permitiendo que la sefializacién via MAP
quinasas reprima la actividad de SPCH, el cual requla negativamente la ruta de desarrollo de estomas. La activacion
de la cascada MAP quinasa también podria afectar a en las células M’s para promover sus divisiones celulares
asimétricas. MUTE reprime la actividad de auto-mantencion y caracter indiferenciado de las células M, lo que
provoca la formacién de GMC'’s. Por ultimo, FAMA induce la formacién de GC a partir del GMC. Los componentes
que actuan rio arriba de MUTE y FAMA siguen siendo desconocidos. Flechas discontinuas indican pasos hipotéticos
(Extraido y modificado de Serna, 2014)

VIl.3.2 Respuesta frente a seiales ambientales.

Las plantas son organismos sésiles que deben desarrollar complejos sistemas de percepcion de
cambios en el ambiente que les rodea, y asi poder responder de manera eficiente permitiéndoles
asegurar su supervivencia (Jones et al., 2011; Schenck et al., 2013). Las plantas deben adoptar un
amplio rango de estrategias de desarrollo y adaptativas para escapar o tolerar un ambiente hostil (Jones
et al., 2011). Esto le permite a las plantas adquirir con el tiempo caracteristicas diferenciales entre

poblaciones de una especie que han evolucionado en distintos ambientes. De hecho, se ha observado
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que esto ocurre con la abundancia de estomas, ya que se ha demostrado que existe una variabilidad
natural en la frecuencia estomatica al analizar cotiledones y la primera hoja de 62 accesiones silvestres
de Arabidopsis (Delgado et al., 2011). Esta diferencias encontradas en el nimero de estomas en
Arabidopsis puede deberse a la necesidad de optimizar la relacién entre el CO2 captado y la perdida de
agua. Los rasgos cuantitativos usados actualmente para estimar la cantidad de estomas sobre la
superficie de los 6rganos es el indice estomatico (Sl) que mide la proporcién de células epidérmicas que
son estomas, y la densidad estomatica (SD), que mide el nimero de estomas por unidad de area.
Ambos pardmetros son el resultado de la division, proliferacion y expansion celular durante el
crecimiento de los érganos (Delgado et al., 2011). Asi mismo, la abundancia estomatica (medida como
Sl o SD) y su patron de distribucion en las hojas, son factores claves en determinar el balance entre
fotosintesis y transpiracion, y de esta manera optimizar el uso eficiente del agua disponible (Schroeder
et al., 2001; Ahmet et al., 2014).

Entre los factores ambientales que producen un cambio en la densidad de estomas, la
concentracion atmosférica de CO y la sequia (también luz) se encuentran entre los mas estudiados
(figura 6). En general, las plantas tienden a disminuir su Sl y SD cuando el CO aumenta, tanto a lo
largo de la evolucion vegetal como en condiciones controladas de laboratorio (Woodward, 1987;
Hetherington y Woodward, 2003). Sin embargo, no todas las especies presentan la misma capacidad de
respuesta frente a los cambios en la cantidad de CO,, de hecho, incluso existe variabilidad dentro de la
misma especie, como ocurre en Arabidopsis thaliana (Woodward et al., 2002). Ademas, el desarrollo de
las hojas nuevas se ve influido por las condiciones ambientales imperantes a las que han estado
expuestas las hojas maduras. Hojas maduras de Arabidopsis expuestas a altas concentraciones de CO>
tuvo como consecuencia que las hojas que estaban desarrollandose a la concentracion de CO»
ambiental presentaran una reduccién en el Sl. El resultado opuesto se registrd cuando las hojas
maduras fueron expuestas a una concentracion de CO. inferior a la ambiental (Lake et al., 2001). En
Arabidopsis, el gen HIGH CARBON DIOXIDE (HIC) estéa involucrado en la regulacion negativa del Sl en
respuesta a altas concentraciones de CO. sin modificar el patrén de distribucién de estomas, y la
mutante de pérdida de funcién no presenta la capacidad especifica de controlar el numero de estomas
en respuesta a cambios en la concentracién de CO2 (Gray et al., 2000). HIC codifica una 3-cetoacil-CoA
sintasa implicada en la elongacion de acidos grasos en la sintesis de ceras (Post-Beittenmiller, 1996), y
se expresa mayoritariamente en estomas, lo que hace pensar que los mutantes hic no regulan la
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densidad estomatica por alteraciones en la permeabilidad de la matriz extracelular de las GC's,

permitiendo la “fuga” de sefiales que promoverian el desarrollo de estomas (Gray et al., 2000).

Increased stomatal Reduced stomatal Fjgura 6. Representacion esquemética de Ia
development development  regulacién del desarrollo de estomas mediante

HIGH HIGH senalizacion sistémica. Las hojas maduras son
ol esenciales para detectar las condiciones ambientales y

[002] la generacion de una sefial a larga distancia
desconocida (flechas). Esta sefial es percibida por los
) primordios de las hojas jévenes (cuadro) modulando la
frecuencia con la que los estomas se desarrollan en su
epidermis. Condiciones tales como alta intensidad
luminica producen un aumento del indice estomatico,
mientras que altas concentraciones de CO2, baja
humedad o escasa disponibilidad de agua pueden
generar una reduccion en el indice estomatico.
(Extraido de Casson y Gray, 2008)

e

Por ofra parte, Tricker y cols. (2012), demostro en plantas de Arabidopsis crecidas en
condiciones de baja humedad relativa y que evidenciaron una disminucion del numero de estomas en
sus hojas, que dos de los genes maestros de la ruta de desarrollo de estomas, SPCH y FAMA, estan
sometidos a regulacion epigenética provocando una represion transcripcional de ellos, lo que explicaria
la disminucion del S| observado (Tricker et al., 2012); sugiriendo que la plasticidad fenotipica y
anatomica inducida bajo las condiciones ambientales prevalentes durante el crecimiento, esta mediada
por la metilacion del DNA como control de la transcripcion de genes de la ruta de desarrollo estomatica,
explicando, al menos, uno de los mecanismos de resistencia de la panta frente a las variaciones en las

condiciones de humedad relativa atmosférica, y quizas compartida bajo otras condiciones de estrés.

Recientemente, el impacto de la sequia sobre la densidad estomatica fue evaluado en cultivo de
interés ecoldgico y econémico como Populus. Comparados dos genotipos de alamo, la SD y el Sl de
hojas de arboles sometidos a 30 dias de sequia fue menor que el encontrado en hojas de arboles que
se mantuvieron bajo riego normal. Al analizar el nivel de transcritos de los homologos del desarrollo
estomatico en Populus, una mayor abundancia del mRNA del homologo de ER 'y SDD1 fue detectada.
Por contraparte, una disminucién de los transcritos de STOMAGEN y FAMA fue observada. Estos
resultados sugirieron que existe una regulacién transcripcional de estos genes para modular el

desarrollo estomético en Populus bajo estrés por sequia (Hamanishi et al., 2012).
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Similar a lo encontrado en Populus, SDD1 ha sido implicado en la modulacién del desarrollo
estomatico como parte del mecanismo de respuesta a la sequia en Arabidopsis. Yoo et al. (2010),
demostrd que SDD1 interactiia con el factor de transcripcion GTL1; el cual bajo condiciones de
crecimiento normales, reprime la transcripcion de SDD1, para asi modular la densidad estomatica y
controlar la transpiracién; y consecuentemente, mejorar el uso eficiente de agua y la tolerancia a la
sequia. Sin embargo, bajo condiciones de sequia GTL1 es reprimido, lo que indica que GTL1/SDD1 es
un punto de conexion entre el desarrollo estomatico y la modulacion ambiental de la densidad
estomatica (Yoo et al, 2010). Sorprendentemente, plantas mutantes gt/7 y que tienen altamente
inducido SDD1 y que por consiguiente, presentan una considerable disminucién en la frecuencia
estomatica y aumento en el uso eficiente del agua y, por tanto, en la tolerancia a la deshidratacién, no
mostraron diferencias significativas en la tasa de asimilacién de CO2 (Yoo et al., 2010). Considerando
los antecedentes planteados anteriormente, SDD1 seria un potencial gen candidato de interés
biotecnolégico en la generacion de plantas tolerantes a la sequia mediante la modulaciéon de la

frecuencia estomatica.

VIl.4 Genes que controlan el desarrollo estomatico como blanco para mejorar el
uso eficiente de agua y el rendimiento en plantas: SDD1

Dentro de los métodos de mejoramiento genético utilizando herramientas de biologia molecular
hasta aqui explorados, se cuentan la manipulacién de un Unico gen, generalmente responsable de
modificar la accién de un metabolito o alguna proteina que confiera tolerancia (Bhatnagar-Mathur et al.,
2007); o la manipulacién de factores de transcripcion que regulan la expresion de genes que participan
en la respuesta de la planta frente a la sequia (Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki, 2006). La mayoria de
las aproximaciones realizadas a la fecha en busqueda de mejores caracteristicas frente a la sequia,
implican la sobreexpresion constitutiva de genes. Generalmente, los promotores de mayor uso son el
del virus del mosaico de la coliflor 35S (CaMV35S) o promotores de genes expresados
constitutivamente en plantas, tales como ubiquitina y actina (Cominelli y Tonelli, 2010). Dados todos
estos antecedentes y los anteriormente expuestos, resulta interesante plantear la manipulacion de un
gen involucrado en la regulacion de la apertura o densidad de estomas, con la idea de optimizar el uso
eficiente del agua disponible, especialmente en cultivos de interés comercial, de gran demanda por la
poblacion y que son fuertemente afectados por la escasez de agua.
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En este sentido, el estudio del gen SDD1 que codifica para una serina proteasa del tipo
subtilisina, y cuya mutacion exhibe un aumento en SD y la sobreexpresion el fenotipo opuesto al
mutante (Berger y Altman, 2000; Von Groll et al., 2002), demostré que el producto de SDD1 estaria
involucrado en gatillar la entrada de las células del linaje estomatico en la ruta de diferenciacién a
estomas, controlar la proliferacién celular durante todo el proceso, asi como la orientacion de las
divisiones celulares ejerciendo control sobre la posicidon de las células guardianas que forman el
complejo estomatico (Berger y Altman, 2000; Casson y Gray, 2008). Dada su naturaleza proteasa, €s
posible que SDD1 pueda procesar algun péptido que actue como ligando de TMM, no descartandose
incluso que procese al mismo TMM, ya que se ha determinado que SDD1 y TMM participan en una ruta
comun (Von Groll et al., 2002). A la fecha, la ruta que conduce el desarrollo de estomas en Arabidopsis
no ha sido validada en otras especies vegetales, por lo que el estudio de esta via de desarrollo en una
planta modelo de interés agronomico, permitiria no solo establecer la ruta estomatica en dicha especie,
sino también manipular de manera especifica elementos claves involucrados en la ruta, con el objetivo
de aumentar el uso eficiente de agua mediante el control de la densidad estomatica. De hecho,
recientemente se ha demostrado la participacion de SDD1 en un aumento del uso eficiente de agua y
tolerancia a la sequia mediante la disminucién de la tasa de transpiracion en Arabidopsis (Yoo et al.,
2010).

Investigaciones previas en nuestro laboratorio han indicado que las plantas de tomate silvestre
(Solanum chilense) sometidas a estrés salino desarrollan distintas estrategias para sobrevivir, siendo
una de ellas la reduccién del numero de estomas en las hojas. La medicidn de la densidad estomatica
en hojas S. chilense cultivadas con 400 mM de NaCl durante 30 dias, indico que en la zona adaxial de
las hojas, hubo una disminucién de aproximadamente un 90% en el nimero de estomas por mm?2 y en
la zona abaxial la disminucién fue de un 35%, sugiriendo que uno de los genes responsables de esta
disminucion observada en S. chilense bajo estrés, podria ser el homdlogo de AtSDD1.
Concomitantemente, los resultados de microarreglos de plantas bajo estrés salino y sequia, mostraron
aumento de la expresion de genes que codifican para subtilisinas similares a AtSDD1 (Tapia, 2005). Por
otra parte, Meichtry et al., (1999), identifico 15 genes que codifican para subtilisinas en Solanum
lycopersicum, exhibiendo algunas de ellas un patrén de expresion similar al esperado para una posible
homologo de AtSDD1; sin embargo, actualmente con el desarrollo de técnicas de secuenciacion masiva
a gran escala, ha sido posible secuenciar el genoma del tomate (The Tomato Genome, 2012) lo que
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permitira realizar un analisis mas preciso de las secuencias depositadas en la base de datos
SolGenomics (Fernandez-Pozo et al., 2015) e identificar con mayor precision genes candidatos
homologos a SDD1 de Arabidopsis. De esta forma, seré posible determinar su perfil transcripcional y
asignarle una posible participacién en el control de la SD. Para ello, es imprescindible conocer si en el
control del desarrollo estomatico en tomate participan los mismos genes descritos en Arabidopsis
thaliana, y que si su regulacion esta determinada por factores similares. En este contexto, la presente
tesis pretende: a) contribuir al conocimiento respecto de los elementos moleculares iniciadores del
desarrollo estomatico de tomate tomando como referencia el modelo descrito para Arabidopsis; b)
determinar la participacion del ortdlogo de AtSDD1 de tomate en la regulacion del desarrollo de
estomas; y c) determinar que la manipulacién de este gen es suficiente para obtener plantas con mayor

eficiencia en la retencion del agua, y por lo tanto, aumentando la tolerancia a la sequia.

Arabidopsis thaliana es el modelo ideal para el estudio de los procesos bioldgicos en vegetales
y la informacion obtenida a partir de ella, es de gran relevancia para ser aplicada a cultivos de interés
comercial. Durante los ultimos afios en nuestro pais, la reduccién paulatina de la extension de terrenos
de cultivo, plantea la necesidad de obtener nuevas variedades cultivables con una mayor tolerancia
frente a los ambientes desfavorables. Con todos estos antecedentes, sumado a los resultados
experimentales obtenidos en nuestro laboratorio en Solanum chilense bajo condiciones de estrés y la
reciente investigacion que demuestra la participacion de SDD1 en un aumento del uso eficiente de
agua, hacen interesante identificar y caracterizar el putativo gen ortdlogo en la especie de tomate
tolerante a la sequia Solanum chilense y evaluar su funcionalidad en Arabidopsis como plataforma para
su uso potencial en la generacion de cultivos con aumentada tolerancia a la sequia. Ademas, la
caracterizacion de genes involucrados en la ruta de desarrollo de estomas en plantas de tomate,
ofrecera nuevos genes blancos susceptibles de modificar, en la busqueda de nuevos cultivos tolerantes
al estrés hidrico.
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VI.5 Hipdtesis de Trabajo.

Considerando que:

1. El gen SDD1 que codifica para una subtilisina, esta involucrado en el desarrollo y densidad de
estomas en Arabidopssis thaliana.

2. Miembros de la familia de las subtilisas se encuentran altamente expresados en plantas de Solanum
chilense expuestas a estrés salino.

3. Existe una relacion inversa entre la densidad de estomas y el uso eficiente del agua disponible.

4. Plantas que presentan una menor densidad de estomas en sus hojas, muestran mayor tolerancia a
déficit hidrico.

La hipétesis de trabajo es:

La sobreexpresion del gen SDD1-like de Solanum chilense, putativo ortélogo de AtSDD1,
provoca una disminucion en la expresion de genes involucrados en el desarrollo de estomas que
conducen a una menor densidad estomatica en las hojas de Arabidopsis thaliana, disminuyendo
la pérdida de agua desde estos drganos y consecuentemente dichas plantas presentaran mayor

tolerancia a sequia.
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VI.6 Obijetivos

GENERAL

Evaluar la capacidad del gen de Solanum chilense ortblogo a SDD1 de Arabidopsis thaliana para

modular la densidad estomatica y disminuir la pérdida de agua en plantas heter6logas bajo condiciones
de déficit hidrico.

ESPECIFICOS

1.

Analizar la regulacion de la transcripcion de AtSDD1 y de los genes maestros involucrados en la
ruta de desarrollo basal de estomas en plantas de Arabidopsis bajo condiciones de sequia y
tratamiento exdgeno de ABA.

|dentificar el gen que codifica para una subtilisina de Solanum chilense putativo ortblogo del gen
SDD1 de Arabidopsis thaliana.

Determinar el comportamiento transcripcional del gen SchSDD1-like bajo diferentes tipos de estrés
abidtico.

Determinar el perfil transcripcional de los putativos genes involucrados en la ruta de desarrollo basal
de estomas en plantas de Solanum chilense bajo condiciones de sequia y tratamiento exdgeno de
ABA.

Determinar el efecto sobre la densidad estomatica de la sobreexpresion del gen SDD1-like de
Solanum chilense en la planta mutante sdd7-3 de Arabidopsis.

Determinar el efecto de la sobreexpresién del gen de Solanum chilense ortdlogo a AtSDD1 sobre la
densidad estomatica y parametros fisioldgicos en plantas transgénicas de Arabidopsis.

Determinar el efecto de la sobreexpresion del gen SchSDD1-like sobre la tasa de perdida de agua
en plantas de Arabidopsis y tomate expuestas a deshidratacion.
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VIIL MATERIALES Y METODOS

VIll.1 Material vegetal y condiciones de cultivo

El material vegetal utilizado en este estudio fueron plantas clonicas de tomate silvestre Solanum
chilense (Dunal) Reiche, las cuales fueron propagadas a partir de esquejes enraizados en agua. Una
vez emergidas las raices, las plantulas fueron traspasadas a maceteros de 0,5 L con sustrato perlita y
vermiculita (1:1) y mantenidas en condiciones de invernadero con fotoperiodo de dia largo (16 horas de
luz y 8 horas de oscuridad) a 25°C. Las plantas fueron regadas segun necesidad aproximadamente
cada 2 dias y fertilizadas con solucién nutritiva preparada segun Hoagland y Arnon (1950) (solucién
‘Hoagland”) una vez por semana. Al cabo de 6-8 semanas fueron utilizadas en ensayos de estrés
salino, sequia y tratamiento con ABA.

Plantas de Arabidopsis del ecotipo Columbia-0 (Col-0) y de la linea mutante sdd1-3,
proporcionada por la Dra. Carmen Fenoll Comes de la UCLM (Toledo, Espafia), se cultivaron en
sustrato compuesto por vermiculita, perlita y turba (1:1:1) bajo fotoperiodo de dia largo (16 h luz/8 h
oscuridad). Las plantas fueron mantenidas para transformacion estable y para los ensayos de estrés por

sequia y tratamientos con ABA.

VIII.2 ldentificacion in silico de genes de tomate involucrados en el desarrollo
estomatico

Utilizando las secuencias de genes ya descritos y caracterizados en A. thaliana (AtSDD1,
AtSPCH, AtMUTE, AtFAMA) se buscaron en el genoma de S. lycopersicum (tomate) secuencias que
presentasen alta identidad. Los algoritmos BLASTx y tBLASTn se usaron sobre las base de datos de
SolGenomics (solgenomics.net) y Gramene (http://www.gramene.org/). A las secuencias seleccionadas
que presentaron la mayor similitud al gen correspondiente de Arabidopsis, se les asigno la
denominacion like. Posteriormente, a partir de las secuencias de los genes candidatos se disefiaron

partidores para amplificar los cDNA de dichos genes desde los transcritos de S. chilense (Tabla 1).
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Tabla 1 Secuencias nucleotidicas de los partidores utilizados en esta investigacion

> Partidores empleados para amplificar los marcos de lectura abiertos completos

Gen Partidor Secuencia Partidor (5'-3') T:rnglriant;r(ig)e

F:GAGATCTATGGGATACAGTACTCAATC
R:GGGTAACCTCACTTCATTGATGC

F: TCTAGAATGGGATACAGTACTCAATC
R: GAGCTCTCACTTCATTGATGC

SchSDD1-like  SISDD1-2ATG 50

SchSDD1_like  SchSDD1-vpbi 50

> Partidores empleados en PCR en tiempo real
Gen Partidor Secuencia Partidor (5’-3’)

F: TGC TCT TAT CCG GTC TGC AT
AtSDD1 AISDDTG o ATC AAT GCG GAT TTG ATT GC %

Temperatura de
annealing (°C)

AtSPCH AtspcHg  F: TTC TGC ACT TAG TTG GCA CTC AAT 53

R: GCT GCT CTT GAA GAT TTG GCT CT

AMUTE AMUTEq F: CGT TGT TAA GAT AGG ATT GGA GTG 58

R: CAAAGC TTT TCT GAA CTT CAA GAGT

AtFAMA AtFAMAQ F: TCA AGA TAA CAA GTG AAA CGA GGT 58

R: AAT ATC TGT TGG ATG GAA CTT GC

AtRD29 gAtRD29A F: GGACTAAGGTGTTTCCTGTCG 56

R:TCCGATGTAAACGTCGTCC

AtFbox AtFbox F: TTTCGGCTGAGAGGTTCGAGT 58

R:GATTCCAAGACGTAAAGCAGATCAA

SlySDD1 SlySDD1q F.-TTGGAGGAATGGTAATAGGA 56

R:TGAGAATTGAAGGATCAGTATAG

SlySPCH SlySPCHq F: CATCAGATTCAGCAGACAT 56

R: CTCTACTAGATTGAGACACTTC

F: CTCCAGGGTTCAGTAAAG
R: CCATAAGCAGGATCACAC

SlyMUTE SlyMUTEq F: ATGTTGAAGCAAGAATATGTG 56

R: ACTGATGTTGAGATGAAGAAT

SlyFAMA SIyFAMAq F: GGCTGATGTTGAAGTGAA 55

R: TATGAGTTGTCCTGGTCTT

SIyGAPDH 4SIGAPDH F: ACAACTTAACGGCAAATTGACTGG 58

R: TTACCCTCTGATTCCTCCTTGATTG

SIlyAREB1 F: CAGGTTTAATGGCTGGTAGTATCCC 58

R: GCTGTGATTGTTGGTTCTGTTGC
Nota: Subrayado se destacan los sitios de restriccion afiadidos a los partidores sentido (F) y anti sentido (R)

SlyTSW12 SITSW12 58
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VIII.3 Ensayos de estrés salino, sequia y tratamiento con ABA.

Plantas de Solanum chilense (Dunal) Reiche propagadas vegetativamente de aproximadamente
8 semanas de edad, fueron seleccionadas para los ensayos de estrés salino, sequia y tratamiento con
ABA. Cada macetero de 2L con mezcla de perlita y vermiculita (1:1) contenia un individuo. Para cada
tratamiento en su respectivo tiempo evaluado se dispuso de 3 réplicas bioldgicas para su analisis.

Por su parte, plantas de Arabidopspis thaliana de aproximadamente 4 semanas de edad, fueron
seleccionadas por su homogeneidad entre ellas para los ensayos de sequia y tratamiento con ABA.
Cada macetero de 0,1L con mezcla de vermiculita, perlita y turba (1:1:1) contenia tres individuos. Para

cada tratamiento en su respectivo tiempo evaluado se dispuso de 3 réplicas biologicas para su analisis.

VII.3.1. Tratamiento de estrés salino en plantas de Solanum chilense

Un conjunto de 40 plantas fueron regadas con 200 ml de una solucién salina (300 mM de NaCl
preparada en agua y evaluadas durante el transcurso de 8 dias. Se muestred hoja, tallo y raices por
cada individuo en los siguientes periodos de tiempo: 0, 3, 6, 12, 24, 48, 72 h y 8 dias de iniciado el
tratamiento de estrés salino, considerando 3 réplicas bioldgicas para cada tiempo. Las plantas control

fueron regadas solo con agua en las mismas condiciones.

VI1.3.2. Tratamiento de sequia en plantas de Solanum chilense

Un total de 20 plantas fueron sometidas a sequia por espacio de 6 dias. El tiempo de estrés fue
determinado a medida que las plantas fueron paulatinamente manifestando sefiales de marchitamiento
producto del estrés. Las plantas en maceta fueron dejadas de regar y las plantas control fueron regadas
normalmente en las mismas condiciones. Se muestreé tejido foliar y tallos a los 0, 3, 4, 6 dias de

iniciado el tratamiento, considerando 3 réplicas biolégicas para cada tiempo.

VII1.3.3. Medicidn de parametros fisioldgicos de tolerancia bajo condiciones de estrés en
Solanum chilense

Con el objetivo de determinar alteraciones en los parametros fisioldgicos producto de las
condiciones de estrés impuestas, fotosintesis neta (Pn), transpiracion (E), conductancia estomatica
(Gs), déficit de presion de vapor (VPD) y concentracion interna de CO2 fueron medidos en hojas
completamente expandidas de tomate, utilizando el sistema portable CIRAS-2 (CIRAS-2 Portable

Photosynthesis System; PP Systems, Amesbury, MS, USA). Por su parte, el contenido relativo de agua
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(CRA) fue estimado de acuerdo al protocolo modificado de Maggio et al. (2007) y Vasquez-Robinet et
al. (2008); donde CRA = [(PF-PS) / (PT-PS)] x 100. Una mezcla de las segundas y terceras hojas de
cada individuo vegetal fueron pesadas (peso fresco, FW) y luego, incubadas en agua destilada por 24 h
a temperatura ambiente en oscuridad por toda la noche. Al cabo de este tiempo, el exceso de agua fue
removido usando un papel absorbente antes de pesar nuevamente (peso turgente, PT) y finalmente, las
muestras fueron secadas a 100°C hasta alcanzar un peso constante para la determinacion del peso
seco (PS).

VIl.3.4. Tratamiento de sequia en plantas de Arabidopsis thaliana

Un conjunto de 20 plantas de Arabidopsis col-0 fueron sometidas a sequia por espacio de 8
dias. El tiempo de estrés fue determinado a medida que las plantas fueron paulatinamente
manifestando sefiales de marchitamiento producto del estrés. Las plantas fueron dejadas de regar en
maceta y las plantas control fueron regadas normalmente bajo las mismas condiciones de temperatura
y luminosidad. Se colectaron muestras de tallos y hojas de la planta a 0, 4, 6 y 8 dias de iniciado el

tratamiento, considerando 3 réplicas bioldgicas para cada tiempo.

VII1.3.5 Tratamiento con ABA en Solanum chilense

40 plantas fueron tratadas con ABA exdgeno mediante aspersion foliar con 100 uM ABA, a la
cual se le afadieron ~50uL del surfactante Silwet L-77, al inicio del experimento. Las plantas control
fueron asperjadas con una solucién de agua (mas Silwet L-77). Se colectaron muestras de hoja en los
siguientes tiempos: 0, 1, 2, 4, 6, 12, 24 h de iniciado el tratamiento con ABA, considerando 3 réplicas

bioldgicas para cada tiempo.

VI1.3.6 Tratamiento con ABA en Arabidopsis thaliana

Un total de 35 plantas de Arabidopsis col-0 fueron tratadas con ABA exdgeno, mediante la
aspersion foliar con 100 uM ABA (més una gota del surfactante Silwet L-77) al inicio del experimento.
Las plantas control fueron asperjadas con una solucién de agua mas una gota del surfactante Silwet L-
77. Se colectaron muestras de hojas y tallos en los siguientes tiempos: 0, 1, 3, 6, 12, 24, 48h de iniciado

el tratamiento con ABA, considerando 3 réplicas biologicas para cada tiempo.
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VIIl.4 Extraccion y purificacion de RNA

RNA total fue extraido desde 100 mg de tejido de las muestras recolectadas para cada ensayo,
usando el kit comercial SV Total RNA Isolation System (Promega, Madison, WI, USA) siguiendo el
protocolo descrito por los proveedores. Para cada muestra se obtuvo 100 ul de volumen final de RNA el
cual fue tratado con DNasa | libre de RNasas (Invitrogen,Carlsbad, CA, USA) segun protocolo de los
fabricantes para eliminar contaminacién de DNA gendmico con algunas modificaciones lab-made. Las
modificaciones a la metodologia radican en el numero variable de tratamientos con DNasa que se
realizd a cada muestra de RNA segun la cantidad de DNA gendémico presente. La calidad de las
muestras fue verificada en geles de agarosa al 1% (p/v) y la concentracion de RNA fue cuantificada a
260/280 nm, en un espectrofotdmetro NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, USA)
y su pureza estimada a 260/230 nm. Las muestras de RNA fueron re-suspendidas en agua estéril y

almacenadas a -20°C.

VIII.5 Sintesis de cDNA

La reaccion de transcripcion reversa para sintesis de la primera hebra de cDNA se realizd sobre
1-2 ug de RNA total tratado con DNasa, extraido desde tejido segun tratamiento realizado y en los
respectivos tiempos analizados. Para estas reacciones se utilizd el sistema kit First Strand cDNA
Synthesis (Fermentas) en un volumen final de 20 pl, conteniendo: 10 ul de RNA(1-2 ug), 1 ul oligo
(dT), 4 pl buffer de reaccion (5X), 1 ul de Inhibidor de ribonucleasa RiboLock, 2 ul de 10 mM dNTP’s y
2 I de transcriptasa reversa MMuLV. La sintesis se llevo a cabo incubando las muestras 37 °C por 60
min y un periodo de incubacién final a 70 °C por 5 min para detener la reaccion. Los cDNA se

almacenaron a -20 °C hasta su uso.

VIII.6 Andlisis de la expresidon génica

El andlisis de la expresidn de los genes de interés fue determinada mediante PCR en tiempo
real (QPCR) utilizando un termociclador Mx3000P QPCR System (Agilent Technologies, Inc.). Las
reacciones de amplificacion de los cDNA se realizaron usando el método de SYBR green (Stratagene)
en un volumen final de 20 ul y de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. Cada reaccién de 20
I contenia: 2 pl of cDNA diluido (50 ng), 10 ul del reactivo 2X Maxima® SYBR Green/ROX gPCR
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Master Mix (Fermentas), 0,5 pl de cada uno de los partidores especificos a una concentracion de 0,25
MMy agua libre de nucleasas. Tres replicas técnicas fueron realizadas para cada réplica biolégica y un
control negativo de agua fue incluido en cada analisis. El programa de temperaturas utilizado fue
ajustado a las temperaturas especificas (Tm) de cada partidor utilizado, el cual en general fue el
siguiente: 95°C por 10 min, seguido de 40 ciclos de: 95°C por 15s, entre 56-58°C segun partidor por
15s, y 72°C por 20s. Al final de cada paso de amplificacion se midié la fluorescencia y al término de la
amplificacién, una curva de desnaturalizacion fue generada a través de la lectura continua de la
fluorescencia durante un incremento de temperatura desde 55°C a 95°C. La expresion de cada uno de
los genes de tomate fue normalizada por la expresion del gen gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa
(GAPDH, numero de acceso U97257) (Orellana et al., 2010). Para el andlisis de expresion de los genes
ya descritos en Arabidopsis, se emplearon partidores disponibles en literatura (Yang et al., 2011; Li et
al., 2014), y para los genes candidatos involucrados en la ruta de desarrollo estomatico en S. chilense,
se disefiaron partidores especificos a partir de la secuencias nucleotidicas descritas en la seccion VIII.2
utilizando el software Beacon Designer 8 (Premier Biosoft). La secuencia nucleotidica de los partidores
analizados por qRT-PCR se describe en la Tabla 1. Los productos de PCR obtenidos fueron
secuenciados con la finalidad de corroborar la identidad del producto. Los datos obtenidos luego del
protocolo completo de qPCR fueron analizados manualmente y los calculos para estimar la expresion
relativa de cada gen fueron hechos siguiendo el método de 2-ACT de Livak y Schmittgen (2001). Las
barras de error en los datos de qRT-PCR representan el promedio * error estandar de tres replicas
bioldgicas y tres técnicas. Para los calculos de expresion, al érgano o tratamiento control, le fue
asignado el valor relativo de 1.

VIII.7. Reaccién en cadena de la Polimerasa (PCR) y clonamiento de las secuencias
amplificadas

La region codificante de largo completo (ORF) del gen SchSDD1-like fue amplificada a partir de
DNA gendmico (gDNA) de S. chilense, para lo cual la purificacién del DNA gendmico fue realizado a
partir de hojas usando el kit comercial Genomic DNA Mini Kit (Plant) (Maestrogen, Nevada, USA)
siguiendo el protocolo descrito por los proveedores. La reaccion de amplificacion se realizd usando los
partidores disefiados a partir de las secuencias depositadas en bases de datos (seccién VIIL.2) y la
enzima DNA polimerasa de alta fidelidad Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen). En cada
reaccion de PCR se emplearon aproximadamente 25 ng totales de gDNA aislado desde hojas de S.
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chilense como templado, 1,5 mM de MgCl2, 1X de buffer PCR, 250 nM de cada partidor, 200 nM dNTPs
y 0,25U de Taq DNA polimerasa. El programa de temperaturas de cada PCR consistio de: 96°C por 10
min, 35 ciclos de 96°C por 45s, 50°C por 45s, 68°C por 2 min y 30s, seguido de una extension final de
68°C por 7min.

Los productos PCR fueron separados mediante electréforesis en geles de agarosa al 1% (p/v)
en buffer TAE 1X. Las bandas de interés fueron rescatadas desde el gel y purificadas usando el sistema
EZNA Gel extraction kit (Omega Bio-Tek), para luego proceder a ser ligadas al vector pGEM-T
(Promega, Madison, WI, USA). Los productos de la ligacion fueron usados para transformar células
competentes de Escherichia coli DH5a (Sambrook y Russell, 2001), y las colonias positivas fueron
detectadas en medio de seleccion en base a su coloracion (0,15 mM de IPTG, 30 pg/ml de X-Gal)y ala
resistencia a ampicilina (100 ug/ml). Posteriormente, los DNA plasmidiales fueron purificados (ver VII1.8)
y la secuencia nucleotidicas de los fragmentos contenidos en los plasmidos recombinantes fue
determinada mediante secuenciacion (MACROGEN; http://www.macrogen.com). El analisis de las
secuencias se llevo a cabo mediante el uso del programa BioEdit (Hall, 1999). Posteriormente y con el
objetivo de determinar la integridad del ORF, las secuencias nucleotidicas obtenidas fueron alineadas y

comparadas con las existentes en las bases de datos.

VIII.8 Aislamiento y purificacion de DNA plasmidial

Las colonias positivas portadoras de los plasmidos de interés (analizadas por PCR) fueron
inoculadas en 5 mL de medio LB liquido mas el respectivo antibiético de seleccion e incubadas a 37°C
en agitacion por 12-16 hr. Posteriormente, las bacterias fueron procesadas para la obtencién de DNA
plasmidial utilizando el kit comercial EZNA Plasmid Mini Kit (Omega Bio-Tek). La purificacion del vector
de expresion pBI121, por ser de bajo nimero de copias se realiz a partir de 100 ml de cultivo
bacteriano (LB, 50 mg/L kanamicina) y utilizando un método basado en precipitacion con PEG-8000
(Ruiz-Lara, 1989). Para la purificacién del vector de expresion pCAMBIA1301, se realizd a partir de 10
ml de cultivo bacteriano (LB, 50 mg/L kanamicina), utilizando el procedimiento descrito para el kit
comercial EZNA Plasmid Mini Kit (Omega Bio-Tek).
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VIII.9 Alineamiento de secuencias y analisis filogenético

Utilizando la secuencia aminoacidica deducida de SchSDD1-like, se realizo una busqueda en la
base de datos GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST) de proteinas relacionadas usando el
algoritmo BLASTp. La proteina de interés junto a sus proteinas relacionadas (homdlogas) fueron
alineadas usando el programa BioEdit (Hall, 1999). Los arboles filogenéticos fueron construidos a partir
de los alineamientos de secuencias multiples generados por BioEdit y utilizando el programa MEGA
version 4.0 (http://www.megasoftware.net) (Tamura et al., 2007). Se emple6 el método de neighbor-
joining (Saitou y Nei, 1987) con analisis bootstrap de 1000 réplicas. Las predicciones de las putativa
localizacion de la proteina SchSDD1-like se realizé utilizando los softwares Plant-mPLoc (Chou y Shen,
2010), TargetP (Emanuelsson et al., 2007) y Wolf PSORT-II (Horton et al., 2007).

VIII.10 Andlisis in silico de las regiones promotoras de genes de interés

Se analizaron 2000 pb rio arriba del codén ATG de los genes AtSDD1, AtSPCH, AtMUTE,
AtFAMA en busca de putativos elementos en cis. El anélisis se llevo a cabo utilizando los siguientes
programas: PLACE (http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/signalscan.html) (Higo et al., 1999), PlantCARE
(http://www.bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html) (Lescot et al., 2002) y PlantPAN
(http://www.plantpan.mbc.nctu.edu.tw/seq_analysis.php) (Chang et al., 2008).

VIIl.11 Generacién de construcciones genéticas para transformacion estable de
Arabidopsis thaliana y Solanum lycopersicum

La region codificante del gen SchSDD1-like fue amplificada desde gDNA utilizando partidores
especificos (Tabla 1) con los sitios de restriccion necesarios para su clonamiento en el vector de
expresion. Una vez secuenciados, los genes fueron liberados desde el vector pGEM-T por digestion
enzimatica e insertados en orientacidn sentido en los sitios Bglll-BstEIl 6 Xbal-Sacl del vector binario
pCAMBIA1303 y pBI121, respectivamente; para reemplazar al gen de la B-glucoronidasa (GUS)
contenido en ambos vectores binarios, de esta forma los genes quedaron bajo el control del promotor
constitutivo del virus del mosaico de la coliflor CaMV 35S. Las construcciones obtenidas se
denominaron 35S:SchSDD1-like y 35S:SchSDD1_like, respectivamente.
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VIIl.12 Obtencién de plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana y Solanum
lycopersicum

Los vectores binarios conteniendo las construcciones 35S:SchSDD1-like y 35S:SchSDD1_like,
fueron introducidas en células quimicamente competentes de Agrobacterium tumefaciens GV3101 pmp
90 (Sambrook y Russell, 2001). Las bacterias transformadas fueron crecidas y seleccionadas en medio
YM solido (0,04% p/v de extracto de levadura, 1% p/v manitol, 1,7 mM NaCl, 0,8 mM MgSO4 x-7H20,
2,2 mM KoHPOs y 1,5% p/v de agar) con los siguientes antibioticos: 100 mg/L rifampicina, 25 mg/L
gentamicina y 50 mg/L kanamicina. Luego de 48 h de incubacién a 30°C, las colonias transformadas
positivamente fueron analizadas por PCR. Las bacterias recombinantes fueron utilizadas para
transformar plantas wild-type (col-0) y la linea mutante sdd1-3 de Arabidopsis thaliana por medio de
infeccion de yemas florales (“floral-dip”) siguiendo el protocolo descrito por Clough y Bent (1998) con
algunas modificaciones (Logemann et al., 2006). A partir de una colonia Unica se creci6 un pre inéculo
en 5 ml de medio YEB liquido (0,1% p/v de extracto de levadura, 0,5% p/v de extracto de carne, 0,5%
p/v de peptona, 0,5% p/v de sacarosa y 0,05% p/v de MgSOs x-7H20, pH 7) con los antibiéticos de
seleccion durante 24 h a 30°C. Posteriormente, este cultivo fue utilizado para inocular 500 ml de medio
YEB liquido hasta alcanzar una absorbancia de 0,8-1 a una densidad 6ptica de 600 nm. Las células
fueron centrifugadas a 4000 rpm por 15 min, luego de lo cual el sedimento bacteriano fue resuspendido
en igual volumen de medio de infiltracion (5% p/v de sacarosa, 2,2 g/L de MS y 0,02% v/v de Silwet
L77). La transformacion consistié en sumergir durante 10 segundos inflorescencias de Arabidopsis con
flores en estado de pre antésis. Se realizaron transformaciones de plantas tipo silvestre (Col-0) con la
construccion  35S:SchSDD1-like y de la linea mutante sdd7-3 (Col-0) con la construccion
35S:SchSDD1_like. Las semillas obtenidas desde las plantas transformadas fueron desinfectadas con
una solucion de etanol 70% durante 1 min, luego hipoclorito de sodio comercial (con Silwet-L77) durante
45 seg y luego lavadas 5-6 veces con agua estéril bajo camara de flujo laminar. Se sembraron en medio
MS conteniendo 50 mg/L de kanamicina para la transformacién de la mutante sdd7-3 ¢ 50 mg/L de
higromicina para la transformaciéon de la planta col-0, 5mg/L de anfotericina B y 500 mg/L de
augmentina para seleccionar las plantas transgénica TO y eliminar la presencia de Agrobacterium
remanente desde las semillas. Estas plantas posteriormente fueron establecidas ex vitro y analizadas
por PCR para detectar la insercion del transgen, asi como los niveles de transcritos mediante gPCR.

Las semillas generadas por estas plantas fueron sembradas nuevamente en medio de seleccidn con los
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mismos antibiéticos con la finalidad de obtener plantas T1, las cuales fueron usadas para su evaluacion
molecular y fenotipica.

Para la generacion de plantas transgénicas de Solanum lycopersicum cv. “Moneymaker”’
sobreexpresoras del gen SchSDD1-like, explantes de cotiledones de tomate de 8 dias de edad, fueron
infectados con Agrobacterium tumefaciens que contenian la construccion 35S:SchSDD1-like en el
vector binario pPCAMBIA1303. La transformacién se realizé segun el método de Fillatti et al. (1987). Los
callos que se originaron de los cotiledones infectados se transfirieron a placas con medio inductor de
brotes (sacarosa 3% p/v, zeatin 2mg/L, higromicina 5mg/L, augmentina 500mg/L, 6gr/L de Phytoagar, 1
mi/L de PPM -plant preservative mixture-). Los cotiledones fueron mantenidos en este medio con
renovacion cada 20 dias hasta que existio desarrollo de plantulas, proceso que dur6 entre 5-6 meses.
Finalmente, las plantulas desarrolladas en cada callo fueron cortadas y colocadas en medio de cultivo
para la induccion de raices por un espacio de 10 dias (sacarosa 3% p/v, higromicina 5mg/L, augmentina
500mgl/L, 6gr/L de Phytoagar, 1 ml/L de PPM -plant preservative mixture-). Plantas transformadas de 1
mes de edad y seleccionadas en antibiético, fueron micropropagadas continuamente para mantener un
stock de biomasa vegetal. Estas plantas in vitro correspondieron a lineas transgénicas hemicigéticas
T0. Las plantas transformadas fueron traspasadas a condiciones ex vitro y analizadas por PCR para
detectar la insercion del transgen, asi como los niveles de transcritos mediante qPCR. Para ello, las
magentas que contenian las plantas in vitro fueron abiertas, y se cubrieron con un trozo de film plastico.
Se colocaron dentro de una caja de acrilico con el fin de aclimatarlas por un periodo de 2 semanas,
tiempo clave para el cambio a condiciones de menor humedad. Luego, las plantas fueron lavadas en
sus raices para eliminar restos de medio residual y rapidamente fueron plantadas en macetas pequefias
con mezcla de perlita, vermiculita y turba (1:1:1). Las macetas se dejaron dentro de una caja de acrilico
y se procedid por espacio de 3-4 semanas a mantenerlas en aclimatacidn con respectivo resguardo de
su humedad mediante riego asperjado tanto en las macetas, sobre las hojas de las plantas y las
paredes de la caja de acrilico. Finalmente, fueron trasladadas y crecidas bajo condiciones de

invernadero donde se mantuvieron por 1,5 a 2 meses.
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VIIl.13 Impresiones epidermales y conteo estomatico.

Plantas de Arabidopsis col-0, sdd1-3; y transgenicas T1 Psss:SchSDD1-like (sobreexpresora-
col0 & sobreexpresora-sdd1-3) fueron transplantadas en macetas con sustrato compuesto por
vermiculita, perlita y turba (1:1:1) bajo fotoperiodo de dia largo (16 h luz/8 h oscuridad). Hojas
completamente expandidas de la roseta de plantas de 4 semanas de edad fueron usadas para
determinar la abundancia estomatica. De modo similar, hojas completamente expandidas de plantas de
S. lycopersicum wild-type y transgénicas TO Psss:SchSDD1-like fueron usadas para determinar la
densidad estomética.

Para obtener las impresiones epidermales, se realizaron moldes de la cara abaxial de las hojas
empleando resina dental segun el método descrito por Geisler et al. (2000) usando Light Body Quick
(3M, St. Paul, Minnesota, USA) (Geisler et al., 2000). Una mezcla de esta resina fue depositada sobre
un portaobjetos y la epidermis a ser impresa fue cuidadosamente presionada sobre esta mezcla por
aproximadamente 30 segundos hasta que la resina estuviese seca. Los moldes fueron cubiertos con
una capa de esmalte de ufias, los cuales una vez secos fueron retirados cuidadosamente para ser
observados. Los estomas fueron fotografiados y contados tomando 3 areas por hoja. La observacion se
realizd con un aumento del 400X al microscopio dptico (Zeiss Primo Star, ZEISS Germany). Con
propdsitos estadisticos del analisis de la densidad estomatica, dos hojas de 10 diferentes plantas fueron
consideradas para las impresiones epidermales. SD (estomas/mm?) fueron obtenidos a partir de un area
foliar de 0,085 mm2. En todos los célculos, los estomas fueron considerado como un par de células
guardianas (Yoo et al., 2010) . Las imagenes representativas de los campos visuales, fueron obtenidas
mediante la técnica de tratamiento vectorial utilizando el software Adobe Photoshop CC
(www.adobe.com). La microscopia confocal luego de aplicar yoduro de propidio, fue realizada segun

Delgado et al (2011), usando un microscopio confocal Leica TCS SP2 (www.leica-microsystems.com/).

VIIl.14 Analisis de tolerancia a la deshidratacidon en plantas transgénicas de

Arabidopsis thaliana 'y de Solanum lycopersicum
Para el ensayo de deshidratacion por shock (evaluaciéon de la pérdida de agua foliar), se

procedio a escindir cuidadosamente 3 hojas de la roseta por planta Arabidopsis wild-type y transgénicas
y puestas sobre un papel absorbente. De manera similar, hojas completamente expandidas fueron
escindidas de plantas de Solanum lycopersicum wild-type y transgénicas. Todas las muestras fueron
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deshidratadas sobre el mesdn (25°C, 50% de humedad relativa) y pesadas a diferentes tiempos: 1, 2, 3,
4,5y 6 horas, para el caso de Arabidopsis; y 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7'y 12 horas para tomate, con tres réplicas
bioldgicas por tiempo. El porcentaje de pérdida de agua a cada tiempo fue calculado como el porcentaje

de reduccion del peso inicial de cada hoja (Xie et al., 2012; Li et al., 2014).

VIII.15 Analisis de tolerancia a la sequia en plantas transgénicas de Arabidopsis
thaliana

Plantas de Arabidopsis col-0 y 2 lineas transgénicas T1 independientes que sobreexpresan el
gen SchSDD1 fueron sometidas a sequia por espacio de 8 dias. El tiempo de estrés fue determinado a
medida que las plantas fueron paulatinamente manifestando sefiales de marchitamiento producto del
estrés. Las plantas fueron dejadas de regar en maceta y las plantas control fueron regadas
normalmente bajo las mismas condiciones de temperatura y luminosidad. Se colectaron muestras de
tallos y hojas de la planta a 0, 4, 6 y 8 dias de iniciado el tratamiento, considerando 3 réplicas biologicas
para cada tiempo.

El producto malondialdehido (MDA) generado por lipoperoxidacién de acidos grasos
polinsaturados de las membranas celulares y lipoproteinas transformandolos en acidos grasos
peroxidados, fue determinado de acuerdo al protocolo modificado de Dionisio-Sese y Tobita (1998) y
Ghanem (2008). Los contenidos de MDA medidos espectrofotométricamente fueron calculados usando

el coeficiente de extincidon molar de 155 mmol-‘cm-!.

VIII.15 Andlisis estadistico

Los andlisis estadisticos fueron ejecutados mediante el programa GraphPad Prism 6.01
(http://lwww.graphpad.com). Para todos los analisis de expresion génica, el nivel de significancia fue
determinado por anélisis de ANOVA de dos vias (p<0.05), seguido por comparacion multiple con la
prueba Tukey’s honestly significant difference (HSD) mean-separation. Los datos fueron evaluados
segun su distribucion normal y en aquellas excepciones que no exhibieron esta caracteristica, fueron
transformados para obtener su normalidad. En cambio, para los datos obtenidos para analisis
fisiologicos se aplicd estadistica descriptiva para determinar las medias y errores estandares. Para el
conteo de estomas, las medias fueron comparadas con la prueba de t-student con un nivel de

significancia < 0.05.
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IX. RESULTADOS

CAPITULO I: CARACTERIZACION DEL GEN SDD1 Y DE LOS GENES MAESTROS DEL
DESARROLLO ESTOMATICO BAJO CONDICIONES DE SEQUIA Y SU
MODULACION POR ABA EN PLANTAS DE ARABIDOPSIS

IX.I.1 AtSDD1 presenta una modulacion opuesta respecto a AtSPCH,
AtMUTE y AtFAMA en hojas de plantas de Arabidopsis bajo sequia y ABA.

Existen evidencias fenotipicas que la diferenciacion estomatica y su patrén de distribucion en la
epidermis de los 6rganos aéreos, responde a los factores ambientales prevalentes durante el desarrollo
de las hojas, lo que le permite a la planta adaptarse a los cambios del entorno respondiendo en escala
de tiempos que van de minutos a milenos (Casson y Gray, 2008). Sin embargo, escaso es el
conocimiento de los mecanismos moleculares involucrados en ente proceso de diferenciacion y
desarrollo bajo condiciones de estrés. En el contexto del desarrollo estomatico, estudios realizados en
Arabidopsis bajo condiciones normales de crecimiento, han propuesto que dada la naturaleza
molecular, SDD1 procesa algun ligando involucrando en la sefializacion que controla la densidad y
distribucion estomatica en los 6rganos aéreos (Berger y Altman, 2000). Por lo tanto, existe la posibilidad
que AtSDD1 podria ser modulado por factores ambientales, tal como la sequia y también por ABA, mas
aun considerando que esta hormona tiene una importante participacién en la respuesta de la planta
frente a una variedad de factores ambientales, entre ellas, el rapido cierre estomatico bajo condiciones
de estrés para evitar la pérdida de agua (Qin y Zeevaart, 2002; Melhorn et al., 2008). De esta forma,
esta tesis se inicid con un estudio de la modulacion de la expresion génica mediante qPCR de la

modulacién de AtSDD1 bajo condiciones de sequia y tratamientos con ABA exdgeno.

a) Estrés por sequia

Plantas de Arabidopsis (Col-0) de 4 semanas de edad fueron sometidas a tratamiento de sequia
durante 8 dias, tiempo durante el cual se colectaron muestras de tejidos de hojas y tallos para extraer
RNA total y mediante gPCR se procedi6 a evaluar el comportamiento transcripcional de AtSDD1. La

Figura 7 muestra los niveles de expresion del AtSDD1 bajo esta condicion. El perfil transcripcional
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sefiala que hay una significativa induccion al dia 4 después del Ultimo riego, para luego hacia el final del

periodo considerado exhibir una represion.
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Figura 7 Perfil de expresion de SDD1 en plantas wild-type de Arabidopsis expuestas a sequia. Andlisis de
expresion fueron evaluados por QRT-PCR usando RNA total extraido de hojas y tallos de plantas de 4 semanas de
edad después del tratamiento por el periodo de tiempo indicado. Las barras indican los valores promedios de
expresion relativa + error estandar (n=3) de dos experimentos independientes, normalizados con el gen de
expresion constitutiva F-box. Las barras con asteriscos indican diferencias significativas de expresion entre ambas

Considerando este resultado, en que AtSDD1 se induce bajo condiciones de déficit hidrico y su
producto génico es un activador de la cascada de sefializacion represora del desarrollo estomatico,
resulto de interés conocer que ocurre con la expresion de los genes que codifican para los factores de
transcripcion “maestros” involucrados en la produccién estomatica. Para verificar esto, se determiné la
expresion de los genes maestros del desarrollo estomatico, lo que se muestra en la Figura 8. Los datos
observados indican que la expresién génica de los factores de transcripcion se ve afectada por la
sequia impuesta en el periodo de tiempo indicado, presentando SPCH, MUTE y FAMA una represién
transcripcional estadisticamente significativa en todos los casos, siendo AtSPCH el que presentd un
mayor nivel de represion, alcanzado ~50% a los 4 y 8 dias. Por su parte, AIMUTE y AtFAMA exhibieron
una represion cercana al 40% a los 4 y 8 dias de estrés. Este comportamiento se correlaciona con la
induccién de la expresién génica que muestra AtSDD1 a los 4 dias de estrés. Como marcador
molecular de estrés, se utilizd el gen AtRD29A el cual ha sido reportado que se induce bajo sequia (Hua
et al., 2006) y que en la evaluacion realizada, mostro una alta induccién respecto al control validando

los datos transcripcionales obtenidos bajo esta condicion.
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Figura 8 Perfil de expresion de los genes maestros del desarrollo estomético en plantas wild-type de
Arabidopsis expuestas a sequia. Analisis de expresion fueron evaluados por qRT-PCR usando RNA total
extraido de hojas y tallos de plantas extraido de plantas de 4 semanas de edad después del tratamiento por
el periodo de tiempo indicado. AtRD29A fue utilizado como marcador de induccion por sequia. Las barras
indican los valores promedios de expresion relativa £ error estandar (n=3) de dos experimentos
independientes, normalizados con el gen de expresion constitutiva F-Box. Las barras con asteriscos indican
diferencias significativas de expresion entre ambos tratamientos (*P<0.05; **P<0.01; **P<0.001 y

***P<0.0001)

b) Tratamiento con ABA

Para evaluar la regulacién transcripcional mediada por ABA de estos genes, plantas de

Arabidopsis (Col-0) de 4 semanas de edad fueron asperjadas con 100uM de ABA vy estudiada la

expresion génica bajo estas condiciones. Para ello, se obtuvieron muestras de hojas y tallos a las 0, 1,

2,3, 6,12, 24 y 48 horas post-tratamiento. A estas muestras se les extrajo RNA total y mediante qPCR

se procedi6 a evaluar el comportamiento transcripcional de AtSDD1. La Figura 9 muestra que la

induccion de AtSDD1 es estadisticamente significativa a las 6h y 12h de iniciado el tratamiento.

Posteriormente, a las 24h y 48h la expresion es similar al control en los mismos tiempos.
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Figura 9 Perfil de expresién de SDD1 en plantas wild-type de Arabidopsis tratadas con ABA
exogeno. Analisis de expresion fueron evaluados por qRT-PCR usando RNA total extraido de hojas y tallos
de plantas de 4 semanas de edad después del tratamiento con ABA por el periodo de tiempo indicado. Las
barras indican los valores promedios de expresion relativa + error estandar (n=3) de dos experimentos
independientes, normalizados con el gen de expresion constitutiva F-Box. Las barras con asteriscos indican
diferencias significativas de expresion entre ambas condiciones (*P<0.05; y ****P<0.0001).

Debido al significativo cambio de expresion de AtSDD1 inducido por ABA, el analisis de la
expresion de los genes maestros del desarrollo estomatico resultaba trascendente para comprender la
importancia de esta hormona en el control del numero estomatico de las hojas. La Figura 10 muestra el
perfil transcripcional de tales genes, ademas del marcador molecular de respuesta a ABA, AtRD29A
(Hua et al., 2006). Similar a lo observado bajo condiciones de déficit hidrico, la expresion de los genes
maestros fue reprimida bajo tratamiento con ABA. Sin embargo, se observaron diferencias entre los tres
genes en los tiempos de respuesta frente a la aplicacion de la hormona. AtSPCH no mostré ningun
cambio en los niveles de mRNA hasta las 12h post-tratamiento, lo que coincidié con la induccion
observada en AtSDD1 al mismo tiempo de ensayo. A diferencia de AtSPCH, AIMUTE y AtFAMA
mostraron una répida represion a las 3h y 1h después de la aplicacion de ABA, respectivamente,
manteniéndose durante todos los tiempos evaluados. Interesantemente, esto ultimo, no es concordante
con los tiempos de activacion de AtSDD1 bajo tratamiento con ABA, AIMUTE alcanzé un nivel de
represion cercano al 70% a las 24h y 48h de estrés. AtFAMA mostrd su maxima represion (~60%) a 1h
de estrés, disminuyendo a un 40% su nivel de represion entre a las 3h y manteniéndose asi hasta las
24h. En resumen, considerando en conjunto los resultados de expresion génica obtenidos, estos

indicarian que sequia y ABA regulan a SDD1 y a los genes maestros involucrados en el desarrollo
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estomatico en Arabidopsis. Notablemente, los datos sugieren que ABA ejerce un control negativo sobre
los reguladores positivos del desarrollo de estomas, los que en el caso de AIMUTE y AtFAMA parece
ser independiente de la regulacién que ABA realiza sobre la expresion de AtSDD1, a diferencia de lo

observado con AtSPCH donde pareciera depender de la expresidn-inducida por ABA de AtSDD1.

AtSPCH AMUTE

1564

- ==
o w
i )
1

Expresién Relativa
=]
]
Expresion Relativa

o
o
i

15-
s s
S S
L. L.
& 10 &
c
S S
® ‘@
E. 051 e
=
*
u it
0.0-
o 1 3 -3 12 24 43 0 1 3 6 12 24 48
Tiempo post-tratamiento con ABA (h) Tlempo post-tratamlento con ABA (h)

Figura 10 Perfil de expresién de los genes maestros del desarrollo estomatico en plantas wild-type
de Arabidopsis tratadas con ABA exdgeno. Anélisis de expresion fueron evaluados por qRT-PCR usando
RNA total extraido de hojas y tallos de plantas de 4 semanas de edad después de la aplicacion del
tratamiento por el periodo de tiempo indicado. AtRD29A fue utilizado como marcador de induccion por ABA.
Las barras indican los valores promedios de expresion relativa t error estandar (n=3) de dos experimentos
independientes, normalizados con el gen de expresion constitutiva F-Box. Las barras con asteriscos indican
diferencias significativas de expresion entre ambos tratamientos (*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001 y
“*P<0.0001).

Con el propdsito de obtener informacion adicional que explique la respuesta frente a sequia y
ABA observada de los genes del desarrollo estomatico evaluados en Arabidopsis, se realizé una
busqueda en la region promotora de estos genes, secuencias nucleotidicas que han sido descritas
como involucradas en la respuesta a sequia y ABA, y estrés abiotico en general. Para ello, se considero
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una regién de 2000 pares de bases (pb) rio arriba del sitio de inicio de la transcripcién (-2000pb) y se
analizaron usando las bases de datos PLACE, PlantCARE y PLANTPAN (Higo et al., 1999; Lescot et
al., 2002; Chang et al., 2008).

Respecto al andlisis del promotor de AtSDD1, una serie de elementos de respuesta a sequia,
deshidratacion y ABA fueron encontrados. Los motivos ABRELATERD1 (CAGTG) y ACGTATERD1
(ACGT) (Simpson et al., 2003) se encontraron representados 1 vez (-597pb) y 3 veces (-664, -648 y -
1633pb), respectivamente. EI motivo MYCCONSENSUSAT (CANNTG) de respuesta a ABA, bajas
temperaturas y deshidratacion (Abe et al., 2003) se encontro también representada 5 veces (-266, -752,
-1799, -1784, -1461pb). Sumado a esto, el anélisis también revel6 elementos que son reconocidos por
factores de transcripcion MYB: MYBATRD22 (CTAACCA) involucrado en la respuesta a deshidratacion
y en la induccién por ABA (Abe et al., 2003), el cual esta representado a lo menos 2 veces en la region
promotora de AtSDD1 (-580, -344 pb). También se encontr6 el motivo CBFHV (GTCGAC) en la posicion
-1969pb la cual esta relacionada con la respuesta a deshidratacion y baja temperatura (Xue, 2002; Xue,
2003). Ademas, el motivo GT esta presente dentro de la region promotora mas de 10 veces, los cuales
han sido identificados en genes activados por luz, aunque recientemente han sido asociados con la
tolerancia a estrés abidtico en Arabidopsis (Xie et al., 2009). Especificamente, el elemento GT en la
posicion -428 (GGTAAA) ha sido reportado como el sitio de union del represor GTL1 el cual ve
disminuidos sus niveles de mRNA bajo condiciones de déficit hidrico (Yoo et al, 2010) y ABA

(http://bar.utoronto.cal/efp). Otro elemento involucrado en la ruta de sefalizacion mediada por ABA

encontrado en el promotor de SDD1, fue el motivo ATHB-5, el cual es reconocido como un regulador
positivo de la respuesta a ABA, fundamentalmente en el efecto inhibitorio que ejerce ABA en la
maduracién de las semillas (Johannesson et al., 2003), encontrandose representado 2 veces en la
secuencia promotora de SDD1 (-457, -498bp). En conjunto, el andlisis in silico del promotor de AtSDD1
confirman los datos de expresién génica observados en que AtSDD1 es un gen inducible por sequia y
de respuesta a ABA. Probablemente, la induccién mostrada no solo involucre la alta presencia de
elementos ABRE o ERD1 vy ofros, si no que la represién del gen que codifica para el factor de
transcripcién GTL1 que actua como represor SDD1, genera la consecuente alta expresion de AtSDD1
bajo sequia (Figura 7) y tratamiento con ABA (Figura 9). Adicionalmente, los elementos cis
encontrados indican que los factores ambientales pueden afectar la densidad y/o distribucion

estomatica mediante la regulacion de la expresion de AtSDD1.
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Paralelamente, se realizo el mismo analisis para la regiéon promotora de AtSPCH, AtMUTE y
AtFAMA. El motivo ABRELATERD1 fue encontrada en SPCH (-1285pb), MUTE (-1910, -1850, -763, -
602bp) y en FAMA (-1858, -1774, -1474, -1462, -126bp). La secuencia ACGTATERD1 fue encontrada
en SPCH (-534, -366pb), MUTE (-1759, -1630, -565bp) y en FAMA no fue detectada. Respecto al
motivo MYCCONSENSUSAT, este fue encontrado altamente representado en las 3 regiones
promotoras: SPCH (-1427, -1340, -1045, -1017, -700,-647pb), MUTE (-1743, -1703, -959, -733, -434bp)
y en FAMA (-1483, -1474, -1188, -1038, -552, -491bp). A diferencia de la secuencia en cis anterior, los
motivo MYB, CBF y COR15 (CCGAC), este ultimo involucrado en la respuesta a sequia, ABA y frio
(Baker et al., 1994), se encontraron representadas solo una vez en SPCH: -887pb, -818pb y -589pb,
respectivamente; en MUTE: -1543pb, -1870pb y -1274, respectivamente. En FAMA solo fue detectada
la presencia del motivo COR15 en la posicion -1063bp. Similar a lo observado en el promotor de
AtSDD1, el motivo GT se encontrd altamente representado, estando aproximadamente 10 veces en
SPCH, 14 veces en MUTE y 19 veces en FAMA. Interesantemente, otro elemento altamente
representado en la secuencia promotora de los genes maestros del desarrollo estomatico, fue ATHB-5,
presentandose 8, 7'y 12 veces en SPCH, MUTE y FAMA, respectivamente. Considerando que los tres
genes maestros del desarrollo estomatico se reprimen bajo las condiciones evaluadas, es probable que
las diferencias en el porcentaje de represion y en el tiempo de respuesta frente a ABA, se deba a la
distinta cantidad de elementos en cis encontrados en los promotores. De manera relevante, la alta
presencia del elemento inhibitorio frente a ABA, denominado ATHB-5, probablemente tiene un papel
preponderante en la represion por sequia y ABA mostrada. En conjunto, estos datos indican que la
regulacion de la expresion genica observada bajo condiciones de estrés en los tres genes maestros,
estd bajo la influencia de factores ambientales, siendo estos genes clave en la modulacion de la

densidad estomatica como respuesta al estrés.
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CAPITULO II: IDENTIFICACION DEL GEN SchSDD1-like HOMOLOGO DE AtSDD1 Y SU
RELACION CON EL DESARROLLO DE ESTOMAS EN TOMATE

IX.1l.1 ldentificacion del gen SchSDD1-like en Solanum chilense.

A través de una busqueda en la base de datos de Solgenomics, fue posible identificar un gen de
tomate homoélogo a AtSDD1 de Arabidopsis thaliana, una serino-preotesa perteneciente a la familia de
las subtilisinas, cuya funcién ha sido asociada a la represion de la ruta canénica de desarrollo de
estomas (Berger y Altman, 2000; Pillitteri y Torii, 2012). Este gen se denomind SolycSDD1-like
(Solyc099064490.1) y no ha sido caracterizado previamente. A partir de la secuencia de SolycSDD1-
like, se disefiaron partidores para obtener la secuencia homéloga en S. chilense (SchSDD1-like). La
region codificante del gen SchSDD1-like fue amplificada y luego clonada a partir de gDNA aislado
desde hojas; v, al igual que AtSDD1, SchSDD1-like no presenta intrones en su region codificante. Su
tamario fue de 2313 pb y codifica para una proteina predicha de 770 residuos aminoacidicos, la cual
posee los dominios caracteristicos de los miembros de la subfamilia S8A de subtilisinas (SBT's); esto
es, la triada catalitica en el orden Asp, His y Ser y un dominio asociado a proteasas el cual ha sido
asociado a la interaccion proteina-sustrato proteico (Beers et al., 2004; Rawlings et al., 2010; Schaller et
al., 2011). Ademas de la triada catalitica, una caracteristica bien definida de esta familia de proteasas
es que ellas son sintetizadas como pre-pro-péptidos, que luego de ser dirigidas hacia el sistema de
endomembranas o a la region extracitoplasmatica, experimentan procesamiento proteolitico de los pre y
pro dominios para generar la proteasa madura y activa (Beers et al., 2004). En el caso de SchSDD1-
like, existe un sitio de escision entre los residuos 22 y 23 del N-terminal que predice un péptido sefial de
secrecion, el cual debe ser procesado en el reticulo endoplasmatico como prerrequisito para su
inclusion en la ruta secretora (Rose et al., 2010; Petersen et al., 2011). A continuacién del péptido sefal,
presenta el prodominio cuyo procesamiento autocatalitico es requerido para la generacion de la
actividad proteolitica de la enzima. La comparacion de secuencias con AtSDD1 indico que el posible
inicio de la proteina madura es en la posicion 111 de la secuencia aminoacidica deducida. Las
caracteristicas presentes en la proteasa SchSDD1-like se resumen en la Figura 11.
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Figura 11 Representacion esquematica de la estructura de prepro-proteinas de los miembros mejor caracterizados
de la familia de proteasas S8A de plantas y SchSDD1-like. (A) preprocumisina de meldn, SDD1 de Arabidopsis y SDD1-
like de S. chilense. La secuencia sefial se indican por niimeros negativos (rosado) y cada prodominio esta indicado usando
un ndmero sequido de “p” (azul). La numeracion de la enzima madura indica la posicion del N 'y C terminal. Se indica en
cada caso la triada catalitica, asi como el residuo de Asn involucrado en la estabilizacion del oxianion clave en el
mecanismo catalitico de las serina proteasas (Hedstrom, 2002). La region conservada del dominio asociado a proteasa
(PA) involucrado en la interaccion proteina-sustrato también se indica (rojo) (Mahon y Bateman, 2000). (B) Secuencia
aminoacidica deducida de SchSDD1-like. La secuencia sefial predicha de destino extracelular procesada en el reticulo
endoplasmatico esta subrayada en negro. La Secuencia Subrayada en rojo representa el prodominio predicho, cuya
€scision es necesario para generar la proteasa madura. Los aminodcidos conservados en la triada catalitica (sitio D, H y S)
y el sitio N de union a sustrato, los cuales estan presentes en todas las subtilasas estudiadas, se indican con * y ¥,
respectivamente.

Para establecer las relaciones evolutivas de SchSDD1-like con otras proteinas SBT's de
especies vegetales, se realizd un érbol filogenético incluyendo las secuencias de las proteinas
predichas (Figura 12). El andlisis filogenético mostré que la proteina SchSDD1-like esta ubicada en el
mismo grupo de proteinas que agrupan con AtSDD1, y el cual incluyé a SDD1 de Solunum tuberosum
(StuSDD1) del que se ha reportado que su represion, aumenta el nimero de estomas en hojas de
plantas de papa, planteando su participacion en la regulacién de la abundancia estomatica en esta

especie vegetal, filogenéticamente relacionada con tomate (Xiao et al., 2009). En este mismo grupo,
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también se encuentra ItSDD1 la que ha sido descrita en la planta /satis indigotica y se ha asociado su
participacion no solo en el control del numero de estomas en las hojas en desarrollo, sino que también
su implicancia en la respuesta a estrés bidtico y abidtico, asi como también un posible papel en la
adaptacién mas rapida y eficiente de genomas poliploides a estimulos ambientales estresantes (Xiao et
al., 2009). Por el contrario, otras proteinas del tipo SBT’s incluidas en este andlisis y que han sido

previamente caracterizadas molecular y funcionalmente, agruparon separadamente (Figura 12).
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Figura 12. Anélisis filogenético de SchSDD1-like y serino-proteasas de la familia subtilisina de varias plantas. El
arbol filogenético fue construido usando el método de neighbor-joining con el programa MEGA versién 6 (Tamura et al.,
2013) con 1000 réplicas para los valores de bootstrap. Los nimeros de accesiones de las secuencias en GenBank,
Solgenomics y Gramene son los siguientes (entre paréntesis): Solanum lycopersicum SolycSDD1-like (Solyc099064490),
SolycSBT2 (CAA64730), SolycP69A (CAAT6724), SolycSBT1 (CAA67429), SolycSBT3 (NP_001234774), SolycTMP
(AAB38743) SolycSBT4a (NP_001234780); Solanum pennellii SopenSDD1-like (Sopen09g025640); Solanum tuberosum
StuSDD1 (PGSC0003DMT400085430), Vitis vinifera WSDD1 (VIT_07s0005904410); Prunus persica PperSDD1
(EMJ03000); Populus trichocarpa PtrSDD1-like (POPTR_0002s25800); . tinctoria L ItSDD1 (ABD64827); Arabidopsis
thaliana AtSDD1 (NP_563701), AtAIR3 (AAK74005), At1g32960 (NP_568255), AtXSP1 (NP_568889), AtALE1
(NP_564793), AtS1P (AAM97020); Oryza sativa OsSDD1-like (BGIOSGA011836-PA); Zea mays ZmSDD1-like
(GMZM2G107686_P01); Nicotiana benthamiana NbSDD1-like (NbS0000807990002); Sorghum bicolor SbSDD1-like
(SB001g047390), Solanum chilense SchSBT2-like; Triticum aestivum TaSDD1-like (Traes_2DL_6B5F4F3CF); Cucumis
melo pre-pro-cucumisin (BAA06905); Glycine max GmSDD1-like (Glyma036324701), Medicago truncatula SDD1-like
(AES81608): Brassica oleracea BoSDD1 (Bo5a004320).
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SchSDD1-like, es la proteina de S. chilense que presenta mayor similitud de secuencia con
AtSDD1, compartiendo un 67% de identidad de secuencia aminoacidica. Utilizando el algoritmo
BLASTP en la base de datos de GenBank se encontré que la proteina con mayor homologia a esta
proteina de S.chilense fue SolycSDD1-like (Solyc09g064490) de S. lycopersicum, seguido de StuSDD1
(PGSC0003DMT400085430) de S. tuberosum con un 98% y 95% de identidad, respectivamente. Otras
proteinas que mostraron alta identidad de secuencia con SchSDD1-like fueron VvSDD1
(VIT_07s0005904410) de vid con un 76%; PtSDD1-like (POPTR_0002s25800) de Alamo exhibi6 un
75% de identidad, mientras que PperSDD1 (EMJ03000) de Prunus pérsica mostrd una identidad de
73%.

El alineamiento multiple y comparacién de las secuencias aminoacidicas SchSDD1-like,
StuSDD1, AtSDD1, cucumisina de meldn y la proteina mas relacionadas de tomate, reveld la presencia
conservada de los tipicos dominios de las proteasas del tipo subtilisina en SchSDD1-like (Figura 13).
Los sitios cataliticos D, H y S; este Ultimo denominado centro catalitico (Berger y Altman, 2000), han
sido propuestos que estan involucrados en la formacion de una compleja red de puentes de hidrégeno
que atraviesan el sitio activo de la enzima y que son claves para su actividad hidrolasa (Hedstrom,
2002). El cuarto sitio altamente conservado en todas las subtilisinas conocidas, es el residuo de
asparagina medianamente al centro del sitio de union a sustrato (Dodson y Wlodawer, 1998). Como se
muestra en la figura 13, los cuatro dominios proteicos y todos los aminoacidos esenciales para el
funcionamiento de las subtilisinas estan conservados en SchSDD1-like (figura 11B). Por lo tanto, y
dado las caracteristicas similares de secuencia, dominios estructurales y sitios funcionales presentes en
SchSDD1-like y compartidos con otros miembros de la familia de subtilisinas analizadas, es posible
sugerir que esta proteina corresponde a una serino-proteasa del tipo subtilisina de S. chilense, aunque
su funcion aun no ha sido estudiada y asignada.

Con la finalidad de obtener antecedentes en relacion a la posible localizacion subcelular de la
proteina codificada por SchSDD1-like, se realizd un analisis predictivo in sillico utilizando las
herramientas online TargetP (Emanuelsson et al., 2007) y Plant-mPLoc (Chou y Shen, 2010). Segun
TargetP, tanto AtSDD1 como SchSDD1-like, son proteinas secretadas con una alta confiabilidad segun
los parametros indicados por el software. Consistentemente con estos resultados, el analisis con mPLoc

sefiald que el destino de ambas proteinas es la pared celular.
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Figura 13 Alineamiento muiltiple de la secuencia aminoacidica deducida de SchSDD1-like aislada desde S.
chilense y de otras SBT's homélogas. Los residuos idénticos en mas de 75% son marcados en negro, mientras que
aminoécidos similares son marcados en gris. La ubicacion de los dominios D, H y S, ademas del sitio de union a sustrato
se indican debajo del alineamiento. Los residuos esenciales de cada dominio se sefialan con asterisco. Las secuencias
alineadas fueron obtenidas desde GenBank, Solgenomics y Gramene y su numero de accesién corresponde a:
SolycSDD1-like (Solyc099064490), StuSDD1 (PGSC0003DMT400085430), VvSDD1 (VIT_07s0005904410), cucumisina

(BAA06905) y AtSDD1 (NP_563701).
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IX.1.2 SchSDD1-like exhibe un perfil de expresion espacial diferencial en plantas de
tomate silvestre

Con el proposito de determinar el posible papel que SchSDD1-like pudiese estar cumpliendo en
las plantas de S. chilense, se evalud su perfil transcripcional en diferentes 6rganos de plantas de 8
semanas de edad crecidas en condiciones normales, que incluyeron hojas, raices y flores. RNA total de
cada uno de estos 6rganos fue aislado y posteriormente utilizados para realizar la reaccion de gPCR.

Los resultados permitieron observar una regulacion espacial, asi como temporal en tejido foliar,
en la expresion de SchSDD1-like (Figura 14). En todos los tejidos analizados se detectaron transcritos
de SchSDD1-like, a excepcion de raiz, donde practicamente la expresion de este gen es indetectable.
El maximo nivel de expresion de SchSDD1-like fue observado en hojas jovenes, sin embargo, también
sus transcritos fueron abundantes en flores, botones florales y hoja madura (pre-senescente). La
expresion de este gen también fue detectada en tallos, aunque comparativamente muy inferior a los

otros érganos aéreos evaluados.

1501

504

Expresion Relativa

expresion constitutiva SolycGAPDH.
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Figura 14 Perfil de expresion del gen
SchSDD1-like en diferentes drganos
de tomate silvestre. La abundancia
100 relativa de los transcritos se determiné
mediante qRT-PCR a partir de RNA
total de los 6rganos indicados: R raiz, T
tallo, HJ hoja Joven, HM hoja madura,
BF botones florales y F flores. Los
valores de las barras corresponden al
promedio de la expresion de cada gen
relativa £ error estandar de 3 réplicas
bioldgicas. , normalizados con el gen de
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IX.I.3 La expresion del gen SchDD1-like se incrementa frente a estrés salino,
sequia y tratamiento con ABA.

Con el propdsito de evaluar el comportamiento transcripcional del gen SchSDD1-like bajo
condiciones de estrés abidtico, plantas de tomate silvestre fueron sometidas a estrés salino, sequia y

tratamiento con la fitohormona ABA.

a) Estrés salino

Plantas de S. chilense que habian sido crecidas en sustrato perlita: vermiculita (1:1) y regadas
durante 8 semanas con medio nutritivo Hoagland, fueron regadas con 300 mM de NaCl y evaluadas
durante un periodo de 8 dias. Con el objetivo de determinar que el estrés salino estaba afectando a las
plantas, un conjunto de parametros fisioldgicos fueron medidos, tales como la fotosintesis (Pn), el déficit
en la presién de vapor foliar (VPD), la conductancia estomatica (Gs) y transpiracién (E). La Figura 15
muestra, que mientras en las plantas control (regadas solo con agua), los parametros fisioldgicos
indicados se mantenian o se incrementaban levemente, en el caso de las plantas tratadas se producia
una acentuada reduccion de ellos la cual se iniciaba a las 24h de tratamiento, los que fueron
incrementandose a medida que trascurria el ensayo. Adicionalmente, se evalu6 el perfil transcripcional
del gen SITSW12 (SchTSW12-like), el cual fue utilizado como un indicador molecular de la percepcion
de estrés por parte de las plantas, ya que ha sido reportado que incrementa su expresion bajo
condiciones de salinidad en tomate (Torres-Schumann et al., 1992; Orellana et al., 2010) (Figura 16).
Este gen mostré una significativa induccidn transcripcional respecto a la condicion control a partir de las
3h de iniciado el estrés salino y mostrando diferentes niveles de expresién durante el tiempo de
duracion del ensayo. Por tanto, considerando estos resultados en su conjunto (fisiolégicos y
moleculares), fue posible establecer que efectivamente las plantas de S. chilense sometidas al riego
con la solucion de NaCl, estaban bajo condiciones de estrés salino.
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Figura 15 Evaluacion de parametros fisiolégicos bajo condiciones de estrés salino en plantas de S. chilense.
Plantas de 8 semanas de edad fueron tratadas con 200 ml de una solucion 300 mM NaCl. (A) Fotosintesis neta, (B)
déficit en la presion de vapor, (C) conductancia estomatica y (D) transpiracién de plantas cada 24h post-riego con la
solucién salina. Cada punto indica el valor promedio * error estandar (n=3). Las barras con asteriscos indican diferencias
significativas entre ambos tratamientos (*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001 y ****P<0.0001).
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Una vez constatada la condicién de estrés salino en las plantas de S. chilense, se procedié a
determinar los niveles de transcritos de SchSDD1-like en hojas y tallos. La Figura 17 muestra que el
gen SchSDD1-like se induce durante todo el periodo de evaluacion, tanto en tejido foliar como en tallo.
Sin embargo, la expresidn en hojas era significativamente superior respecto a tallos, observandose una
induccion de hasta 13 veces a las 12h de iniciado el tratamiento, respecto de la expresion observada a
tiempo 0 (control). En hoja, pasadas las 12h de tratamiento, se visualiz6 un comportamiento oscilante

en la expresion del gen, aunque siempre ésta fue superior respecto a lo observado en la planta control

(Oh).
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Figura 17 Perfil de expresion de SchSDD1-like en plantas wild-type de S. chilense expuestas a estrés salino.
Analisis de expresion fueron evaluados por qRT-PCR usando RNA total extraido de hojas y tallo de plantas de 8
semanas de edad después de aplicacién de tratamiento de estrés salino (300 mM NaCl) por el periodo de tiempo
indicado. A tiempo Oh, la barra blanca y gris punteada, sefialan la expresion relativa control de hoja y tallo,
respectivamente. Las barras indican los valores promedios de expresion relativa + error estandar (n=3) de dos
experimentos independientes, normalizados con el gen de expresion constitutiva GAPDH. Las barras con asteriscos
indican diferencias significativas de expresion entre ambos tratamientos (***P<0.001 y ****P<0.0001).
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b) Estrés por déficit hidrico

Con la finalidad de investigar también la respuesta de SchSDD1-like frente a estrés por déficit
hidrico, se examinaron los perfiles transcripcionales en hojas de plantas silvestres de S. chilense
expuestas a sequia (6 dias de privacion de riego; Figura S1-Il). Con el mismo objetivo que en el caso
del estrés salino, también se determinaron parametros fisiolégicos y moleculares que pudieran dar
cuenta del efecto del estrés aplicado sobre las plantas (figura 18). Ademas de los parametros
fisiolégicos determinados en el estrés salino, se incluyd el contenido relativo de agua (CRA, RWC del

inglés), el cual es el mejor parametro para determinar el estatus hidrico de la planta (Ganji Arjenaki et

al., 2012).
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Figura 18 Evaluacion de parametros fisiolégicos y moleculares bajo condiciones de estrés por sequia en
plantas de S. chilense. Plantas de 8 semanas de edad fueron dejadas de regar. (A) Contenido relativo de agua, (B)
déficit en la presion de vapor, (C) conductancia estomética, (D) transpiracion, (E) fotosintesis neta de plantas tratadas.
(F) Perfil de expresion de SIAREB (SchAREB1-like). Analisis de expresion fueron evaluados por qRT-PCR usando RNA
total extraido de hojas después de aplicacion de tratamiento de estrés por el periodo de tiempo indicado. Las barras
indican los valores promedios de expresion relativa + error estandar (n=3) de dos experimentos independientes,
normalizados con el gen de expresion constitutiva GAPDH. Cada punto indica el valor promedio + error estandar (n=3).
Las barras con asteriscos indican diferencias significativas entre ambos tratamientos (*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001 y
****P<0.0001).
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Efectivamente, el CRA indicé que las plantas estaban severamente afectadas durante el
periodo de estrés, disminuyendo aproximadamente en un 50% hacia el dia 6 comparado con la planta
control (Figura 18A).La fotosintesis es uno de los procesos fisiolégicos que mayormente se ve afectado
bajo condiciones de estrés, observandose una disminucién significativa a los 3 dias de tratamiento por
déficit hidrico, manteniéndose muy por debajo de lo medido en las plantas bien irrigadas (Figura 18E).
El mismo comportamiento se observo en la determinacion de la conductancia estomatica (Figura 18C)
y en la transpiracion (Figura 18D), indicando que la planta cerrd sus estomas para disminuir la pérdida
de agua. Asi mismo, se observd un aumento en la presion de vapor en las plantas estresadas, lo cual
concuerda a lo descrito en la literatura (Streck, 2003), ya que esto se debe a un “esfuerzo” de la planta
por aumentar la tasa de absorcion radicular de agua. Como un indicador molecular de la percepcion de
estrés por déficit hidrico por parte de las plantas, se evalud el perfil transcripcional del gen SIAREB1
(SchAREB1-like) que codifica para un factor de transcripcion perteneciente a la familia bZIP el cual ha
sido reportado que incrementa su expresién bajo condiciones déficit hidrico en tomate (Orellana et al.,
2010) (Figura 18F). Este, mostré un perfil transcripcional significativamente incrementado respecto a la
condicion control en todos los tiempos de muestreo. Estos datos en conjunto, mostraron que las plantas
se encontraban bajo una condicion de estrés por déficit hidrico, lo cual permite evaluar bajo esta
condicién el comportamiento transcripcional de SchSDD1-like.

Para evaluar el perfil transcripcional de SchSDD1-like bajo estrés por sequia en plantas de S.
chilense, se extrajo RNA total de hojas, descartdndose otros 6rganos o tejidos debido a la muy baja
expresion exhibida bajo condiciones normales (figura 14) y la baja induccién en tallo bajo condiciones
salinas (figura 17). Tal como lo indica la Figura 19, el anélisis mediante gPCR mostr6 que el gen
SchSDD1-like presentd una significativa induccion al dia 3 de iniciado el tratamiento. Sin embargo,
mostré una marcada represion en los siguientes dias de estrés evaluados.

Considerando que si SchSDD1-like esté involucrado en la represion del desarrollo de estomas
en tomate y es inducido por sequia (y también por salinidad), entonces los putativos genes maestros del
desarrollo de estomas en S. chilense probablemente serian afectados en su expresion génica bajo esta
condicion de estrés. Para analizar esta situacion, se determin6 el perfil transcripcional de SchSPCH-like,
SchMUTE-like y SchFAMA-like. La figura 20 muestra que los dos primeros genes descritos, muestran
una modulacion bajo sequia. SchSPCH-like exhibié una respuesta mas rapida que SchMUTE-like,

iniciando su represion a los 3 dias de iniciado el tratamiento, haciéndose mayor a los 4 y 6 dias donde
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fue similar a la observada en SchMUTE. En cuanto a SchFAMA-like, no se observd una variacion

significativa en su expresidn génica bajo las condiciones de estrés del ensayo.
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Figura 19 Perfil de expresion de SchSDD1-like en plantas wild-type de S. chilense expuestas a sequia. Anélisis de
expresion fueron evaluados por GRT-PCR usando RNA fotal extraido de hojas de plantas de 8 semanas de edad
después de la aplicacion del tratamiento por el periodo de tiempo indicado. A tiempo Oh, la barra blanca, sefiala la
expresion relativa control de hoja. Las barras indican los valores promedios de expresion relativa + error estandar (n=3)
de dos experimentos independientes, normalizados con el gen de expresion constitutiva GAPDH. Las barras con
asteriscos indican diferencias significativas de expresion entre ambos tratamientos (*P<0.05; y ****P<0.0001)
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Figura 20 Perfil de expresion de los posibles genes maestros del desarrollo estomatico en plantas wild-type de
S. chilense expuestas a sequia. Analisis de expresion fueron evaluados por QRT-PCR usando RNA total extraido de
hojas de plantas de 8 semanas de edad después de la aplicacion del tratamiento por el periodo de tiempo indicado. A
tiempo Oh, la barra blanca, sefiala la expresion relativa control de hoja. Las barras indican los valores promedios de
expresion relativa + error estandar (n=3) de dos experimentos independientes, normalizados con el gen de expresion
constitutiva GAPDH. Las barras con asteriscos indican diferencias significativas de expresion entre ambos tratamientos
(**P<0.01; ***P<0.001 y ****P<0.0001).
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c) Tratamiento con ABA

Considerando que SchSDD1-like incrementa su expresion bajo salinidad y sequia, la posibilidad
de que también respondiera a la accion de Acido Absicico requeria de anlisis; sobre todo porque ABA
es considerada la sefial quimica mas importante para generar respuestas de la planta frente a
condiciones de estrés abidtico, tales como frio, salinidad y sequia (Christmann et al., 2005). Ademas,
esta hormona participa de manera central en la funcion estomatica (Cutler et al., 2010). Por tanto, para
poder aproximarse al conocimiento de los mecanismos moleculares que participan en el efecto de ABA
en la densidad estomatica, se evalud la expresion de SchSDD1-like, SchSPCH-like, SchMUTE-like y
SchFAMA-like, todos ellos probablemente relacionados con el control de la diferenciacidn estomatica en
tomate S. chilense. El ensayo consistié en la aplicacién exdgena de esta hormona en una concentracion
de 100 uM a plantas de tomate silvestre de ocho semanas de edad. La figura 21 indica que los niveles
de expresion de SchSDD1-like fueron inducidos en forma significativa a la hora de tratamiento y
mantuvieron tal tendencia durante las 24h del andlisis, siendo a las 12h de iniciado el tratamiento el
punto maximo de expresion, alcanzando una acumulacion de transcritos 15 veces mayor al control.
Estos datos sugieren que la expresion génica de esta serino-proteasa tiene un papel potencial en la
modulacién de la densidad estomatica como una respuesta fisioldgica y anatémica inducible por ABA en
las hojas nuevas de la planta.

Al igual que bajo sequia, si SchDD1-like se induce por ABA y reprime el desarrollo estomatico,
entonces los factores de transcripcidn involucrados en la produccion estomatica, debiesen también
reducir su nivel de expresion. La figura 22 muestra el perfil transcripcional de tales genes. Similar a lo
observado en condiciones de sequia, SchSPCH-like y SchMUTE-like reprimen significativamente su
expresion génica durante los tiempos evaluados. Tanto SchSPCH-like y SchMUTE-like mostraron una
significativa represion a 1h y 24h de iniciado el tratamiento. Adicionalmente, SchSPCH-like también
mostré una disminucion en sus niveles de transcritos a las 12h post aplicacién de ABA. Por contraste,
SchFAMA-like no presenté variacion transcripcional significativa durante el transcurso del ensayo. Para
corroborar el efecto de ABA sobre las plantas y de esta manera poder validar los resultados de
expresion génica, se utilizé como marcador molecular el gen inducible por ABA SIAREB1 (SchAREB1-
like), el cual se ha reportado que se induce bajo este tratamiento (Orellana et al., 2010). La induccién
observada en el perfil transcripcional de este gen, indica que efectivamente las plantas estan
percibiendo la sefial de ABA, validando los resultados obtenidos bajo estas condiciones.
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Figura 21 Perfil de expresiéon de SchSDD1-like en plantas wild-type de S. chilense tratadas con ABA exégeno.
Anélisis de expresion fueron evaluados por QRT-PCR usando RNA total extraido de hojas de plantas de 8 semanas de
edad después de aplicacién exégena de 100 uM ABA sobre tejido foliar por el periodo indicado. Las barras indican los
valores promedios de expresion relativa + error estandar, normalizados con gen de expresion constitutiva GAPDH. Las
barras con asteriscos indican diferencias significativas de expresion entre ambos tratamientos (**P<0.01; y ****P<0.0001).
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Figura 22 Perfil de expresion de los posibles genes maestros del desarrollo estomético en plantas wild-type de
S. chilense tratadas con ABA exdgeno. Andlisis de expresion fueron evaluados por qRT-PCR usando RNA total
extraido de hojas de plantas de 8 semanas de edad después de la aplicacion del tratamiento por el periodo de tiempo
indicado. A tiempo 0h, las barras sefialan la expresion relativa control de hoja. AREB (SchAREB1-like) fue utilizado como
marcador de induccion por ABA. Las barras indican los valores promedios de expresion relativa + error estandar (n=3) de
dos experimentos independientes, normalizados con el gen de expresion constitutiva GAPDH. Las barras con asteriscos
indican diferencias significativas de expresion entre ambos tratamientos (**P<0.01; ***P<0.001 y ****P<0.0001).
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Tomando estos resultados en su conjunto, sugieren que el control del desarrollo estomatico se
ve afectado en las hojas nuevas por salinidad, sequia y ABA, a la induccién de SchSDD1-like, un
posible activador de la ruta de control negativa de estomas, asi como por la represion de los putativos
genes maestros SchSPCH-like y SchMUTE-like involucrados en la produccién estomatica en la

epidermis de las hojas de S. chilense.
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IX.Il.4 Figuras suplementarias Capitulo Il

Figura S1-Il. Evolucién del fenotipo durante el estrés por sequia en plantas de S. chilense. Plantas de 8 semanas
de edad fueron dejadas de regar. (A) Estado de las plantas al momento de iniciar el ensayo de estrés (plantas control),
(B) Estado de las plantas a 6 dias de dejar de regar las plantas. (C) Fenotipo control de las plantas regadas
normalmente durante los dias de estrés. Notese el fenotipo marchito de las plantas.
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CAPITULO Ill: ESTUDIO FUNCIONAL DE SchSDD1-like EN PLANTAS HETEROLOGAS:
EFECTO EN LA ABUNDANCIA ESTOMATICA Y EN LA TOLERANCIA A
DEFICIT HIDRICO

IX.IIl.1 El gen SchSDD1-like restaura fenotipo de la linea mutante sdd1-3 de A.
thaliana.

Para determinar si SchSDD1-like presenta un comportamiento funcional similar a su homélogo
de Arabidopsis SDD1, se realizd un experimento que consistid en sobreexpresar el gen SchSDD1-like
en el genotipo mutante sdd1-3 de Arabidopsis thaliana. Esta mutante, al igual que los alelos sdd7-1
(Berger y Altman, 2000) y sdd1-2 (J. Nadeau y F. Sack, datos no publicados), se caracteriza por
presentar una densidad estomatica en las hojas 2,5 a 3 veces mayor respecto a la planta silvestre,
ademas de un alterado patrén de espaciamiento entre los estomas, generado agrupamientos entre ellos
(clusters) . A diferencia de los otros 2 alelos mutantes quienes tienen un codon stop en su secuencia, el
alelo sdd1-3 contiene una mutacion puntual que convierte el residuo de Glicina%0 en Glutamico. Esta
mutacion es parte de los residuos consenso presentes en la region S de la proteina (figura 13), lo que
afecta el entorno catalitico de la Serina%52 |a cual es clave para la funcién proteasa de SDD1, generando
entonces una proteina no funcional.

El gen SchSDD1-like fue clonado en el vector pBI121 y dirigido por el promotor CaMV 35S
(35S:SchSDD1_like), siendo entonces utilizado para transformar plantas de la linea mutante sdd71-3 de
A. thaliana (Delgado et al., 2012). Se generaron varias lineas transgénicas, seleccionandose 4 de ellas
para los analisis posteriores. La figura 23 muestra la expresién del gen SchSDD1-like de estas 4 lineas
T1. Como control se utilizaron plantas wild-type y la linea mutante sdd7-3 no transformadas. El anélisis
morfolégico de las plantas transgénicas y sdd7-3 durante su ciclo de vida bajo condiciones de

invernadero, no evidencio diferencia entre ambos genotipos.
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Figura 2 Anaélisis de expresion en plantas mutantes sdd1-3 de Arabidopsis complementadas con el gen
SchSDD1-like aislado del S. chilense. Los niveles de transcritos del gen SchSDD1-like fueron evaluados mediante
qPCR a partir de cDNA sintetizado desde RNA total de hojas de plantas silvestres (WT), mutantes y complementadas.
La expresion relativa de SchSDD1-like se calculd usando el gen de expresién constitutiva F-box y los valores
corresponden a la media + error estandar a partir de tres replicas biol6gicas.

Considerando los antecedentes reportados de AtSDD1, cuya expresion es predominantemente
en la epidermis de las hojas en desarrollo (Von Groll et al., 2002) y en hojas jévenes para SchSDD1-like
(figura 14), se realizaron moldes en resina dental de la cara abaxial de hojas completamente
expandidas de la roseta de las lineas transgénicas complementadas y de la mutante sdd1-3, para luego
tomar una impresion y observarlas al microscopio dptico. Previo a esto, se realizd el mismo andlisis en
cotiledones de plantas de 20 dias de edad para observar el fenotipo estomatico de la mutante y la
planta transgénica (Figura S1-lll). La Figura 24 indica que las hojas analizadas de las lineas
complementadas presentaron una reduccion en la abundancia y en la distribucion estomatica en la
epidermis de sus hojas respecto a la planta mutante sdd71-3. Los estomas observados en las plantas
transgénicas, presentaron una morfologia normal aunque de mayor tamafio. De igual forma, las células
del pavimento (epidermales) fueron de mayor tamafio. No se observaron otras caracteristicas anomalas
0 aberrantes. Sin embargo, se apreciaron en algunos campos visuales la permanencia de algunos

estomas agrupados caracteristicos del fenotipo mutante (figura 24C&D)
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Figura 3 Impresiones de resina dental de hojas completamente expandidas de plantas mutantes sdd1-3 de Arabidopsis
complementadas con el gen SchSDD1-like. (A) y (C) micrografia dptica de la epidermis abaxial de sdd1-3 y de la linea transgénica
complementada #2, respectivamente. Las flechas blancas indican los estomas. Los corchetes muestran la presencia de estomas
agrupados (clusters) caracteristicos del fenotipo mutante. (B) y (D) imégenes representativas de la epidermis abaxial de las mismas
plantas. Las células del pavimento y los estomas estan ilustrados en blanco y gris, respectivamente.

Comparado con la planta sdd7-3 de Arabidopsis, las plantas complementadas con
P35s:SchSDD1-like mostraron una reduccion en la densidad estomatica. Tal como lo sefiala la figura 25,
la cuantificacién de los estomas de la cara abaxial de las hojas de las plantas complementadas, mostr6
que la reduccién en la densidad estomatica fue de 55,4% + 1,50% para el caso de la linea #1, de 67,7%
+ 2,5% para la linea #2, de 61,8% + 1,7% para la linea #3, de 57,6% * 1,5% para la linea #4. Este
andlisis también reveld que todas las lineas transgénicas, a excepcion de la linea #2, no presentaron
una densidad estomatica significativamente inferior a la que se observd en las plantas wild-type de

Arabidopsis.
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Figura 4 Densidad estomética en plantas de Arabidopsis silvestre (WT), mutante sdd1-3 y complementadas con
el gen SchSDD1-like. La cuantificacién fue realizada en la epidermis abaxial de hojas de roseta completamente
expandidas. Los datos son el promedio de tres plantas individuales. Los * indican diferencias significativas respecto a la
planta mutante (prueba-t Student’s, P<0,0001)

Considerando que el control de la densidad estomatica es regulado positivamente por los genes
maestros AtSPCH, AIMUTE y AtFAMA, resultd interesante determinar el nivel de expresion de estos
genes en la planta mutante sdd7-3 y compararlos con lo que ocurre en las plantas complementadas.
Para este analisis, se consideraron la linea complementada #2 y #4, debido a que son las que
presentan la mayor expresion del transgen (figura 23) y la disminucion en la densidad estomatica mas
significativa (figura 25).

La comparacion se inicié con un analisis de la expresién de los genes SPCH, MUTE y FAMA en
sdd1-3. Este antecedente permitiria entender el fenotipo de exceso de desarrollo de estomas en la
planta sdd7-3 y relacionarlo con la abundancia estomética observada (2,2 veces mas elevado que en
las plantas silvestre aproximadamente). La Figura 26 muestra el analisis comparativo de expresion
génica entre col-0 (WT) y sdd1-3, el cual claramente indica una alta induccién de los tres genes en
hojas jovenes en desarrollo (~3cms de longitud). Comparado con la expresidn en plantas silvestres,
SPCH esta inducido 5,6 veces, MUTE lo esta 3,9 veces y FAMA 7,62 veces. Este resultado relacionaria
la actividad de SDD1 con una regulacion transcripcional de los reguladores positivos, o que explicaria,

en parte, la alta densidad estomatica observada en la mutante sdd7-3.
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Figura 5 qPCR de genes implicados en el desarrollo de estomas en plantas mutante sdd1-3 de Arabidopsis.
Expresion de SPCH, MUTE y FAMA en plantas silvestres y mutantes para AtSDD1. EI RNA fue aislado de hojas
jévenes de ambas plantas. Los niveles relativos fueron calculados respecto al gen F-box. Los valores corresponden a la
media + error estandar a partir de cinco replicas biolégicas.

Luego de verificar la alta actividad transcripcional de los genes maestros en la mutante, se
realiz6 el mismo andlisis anterior en las plantas complementadas con Psss:SchSDD1-like y observar si
esta sobreexpresion tendria algun efecto sobre estos factores de transcripcidn. Tal como muestra la
figura 27, los niveles de transcritos de estos genes fueron drasticamente disminuidos en las plantas
complementadas con Psss:SchSDD1-like las cuales también mostraron una densidad estomatica
comparable a las plantas silvestres (col-0). Por lo tanto, los resultados de complementacién génica
obtenidos, permiten sefialar que el gen SchSDD1-like es el mas probable homdlogo funcional del
AtSDD1 involucrado en el control de la densidad y distribucion de los estomas en las hojas de S.
chilense. Por otra lado, estas evidencias permitieron determinar que la sefial generada producto de la
expresion de SDD1-like ejerce un efecto negativo en la regulacion transcripcional de los genes
involucrados en la ruta de desarrollo de estomas en Arabidopsis y probablemente también en los genes

de Solanum chilense.
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Figura 6 qPCR de genes implicados en el desarrollo de estomas en plantas mutantes sdd1-3 de Arabidopsis
complementadas con el gen SchSDD1-like de S. chilense. Expresion de SPCH, MUTE y FAMA en plantas sdd1-3 y
de las lineas complementadas que mostraron la mayor expresion del transgen. EI RNA fue aislado de hojas jovenes de
ambas plantas. Los niveles relativos fueron calculados respecto al gen F-box. Los valores corresponden a la media
error estandar a partir de tres replicas biologicas. Las barras con asteriscos indican diferencias significativas de
expresion respecto a la planta mutantes (P < 0,0001).

IX.IIl.2 La sobreexpresion de SchSDD1-like reduce la densidad estomatica en las
hojas de Arabidopsis

Considerando que SchSDD1-like mostré ser un gen inducible por sequia y ABA (Figura 19 y
21), observandose un comportamiento similar en su homélogo de Arabidopsis (Figura 7y 9), se evalu6
su potencial aplicacién en la tolerancia al estrés por déficit hidrico en plantas. Con este objetivo, se
generaron plantas transgénicas de Arabidopsis que expresaron de forma constitutiva este gen. La
region codificante del gen SchSDD1-like dirigida por el promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor,
fue usada para transformar plantas silvestres de A. thaliana ecotipo Columbia-0. Varias lineas
transgénicas de Arabidopsis fueron analizadas para la expresion del transgen, observandose que ellas
presentaron distintos niveles de expresion, y de las cuales se seleccionaron dos para analisis

posteriores (Figura 28).
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Figura 7 Expresion ectopica del gen SchSDD1-like aislado de S. chilense en Arabidopsis. Los niveles de
transcritos del gen SchSDD1-like fueron evaluados mediante qPCR a partir de cDNA sintetizado desde RNA total
de hojas de plantas silvestres (WT) y transgénicas. La expresion relativa de SchSDD1-like se calculé usando el gen
de expresion constitutiva F-Box y los valores corresponden a la media * error estandar a partir de tres replicas
bioldgicas.

El anélisis morfologico realizado a las plantas silvestres y transgénicas T1 de Arabidopsis, no
reveld diferencias a nivel de tejido vegetativo ni tampoco en sus estadios de desarrollo (Figura S2-
Ill).Por ello, el analisis fenotipico de la epidermis de hojas completamente expandidas fue realizado
mediante el método de la resina dental descrito. Comparado con la planta silvestre de Arabidopsis, las
plantas Psss:SchSDD1-like mostraron una significativa disminucion en la densidad estomatica (figura 29
y Figura S3-lll). La cuantificacién de los estomas de la cara abaxial de las hojas, indico que la
reduccion en la densidad estomatica fue de 33,7% £ 1,53% para el caso de la linea #1 y de 18,5% *
2,3% para la linea #2. Como se aprecia en la Figura 30, hojas completamente expandidas de las lineas
transgénicas presentaron diferencias evidentes en la abundancia estomatica en la epidermis de sus
hojas respecto a la Col-0, siendo este el unico cambio fenotipico detectado. Los estomas observados en
las plantas transgénicas, presentaron una morfologia normal aunque de mayor tamafio. No se
observaron otras caracteristicas andmalas o aberrantes. Interesantemente, las células del pavimento

(epidermales) fueron de mayor tamafio también.
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Figura 8 Densidad estomatica (nimero de estomas por édrea) en plantas de Arabidopsis
silvestres y sobreexpresoras del gen SchSDD1-like. La cuantificacion fue realizada en la
epidermis abaxial de hojas de roseta completamente expandidas. Los datos son el promedio de
ocho plantas individuales. Los * indican diferencias significativas respecto a la planta silvestre
(prueba-t Student’s, P<0,05)-

Figura 9 Impresiones de resina dental de hojas completamente expandidas de plantas transgénicas de Arabidopsis
que sobreexpresan el gen SchSDD1-like. (A) y (C) micrografia éptica de la epidermis abaxial de wild-type y de la linea
transgénica #1, respectivamente. Las flechas blancas indican los estomas. (B) y (D) imagenes representativas de la epidermis
abaxial de las mismas plantas. Las células del pavimento y los estomas estéan ilustrados en blanco y gris, respectivamente.
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Los resultados del analisis fenotipico realizado a las plantas silvestres y transgénicas de
Arabidopsis, indicaron que la sobreexpresion del SchSDD1-like afect6 el desarrollo de estomas. Debido
al efecto observado en la abundancia estomatica de las plantas sobreexpresoras, fue importante
determinar el nivel de expresion de AtSPCH, AtMUTE y AtFAMA en las plantas transgénicas y
compararlos con las plantas silvestres. Por tanto, RNA total fue aislado de hojas jovenes de la roseta de
plantas de Arabidopsis y cuantificada la expresion los tres genes. Los niveles de transcritos de estos
genes fueron significativamente menores en las plantas P3ss:SchSDD1-like como se muestra en la
figura 31, las cuales también mostraron una menor densidad estomética. Estos resultados sugieren que
la sobreexpresion del gen SchSDD1-like reprime la expresion de los genes reguladores positivos del
desarrollo estomatico, disminuyendo la cantidad de estomas en la epidermis de las hojas de

Arabidopsis

- T
1.0 E Fise SChSDDT-THed#1
B s SCHa D0 -lkeH,

Expresion Relativa
o
[=}]

ﬂﬂ = T T 1

SPCH MUTE FAMA

Figura 10 qPCR de genes implicados en el desarrollo de estomas en plantas transgénicas de Arabidopsis.
Expresién de SPCH, MUTE y FAMA en plantas silvestres y P3ss:SchSDD1-like. EI RNA fue aislado de hojas jovenes de
ambas plantas. Los niveles relativos fueron calculados respecto al gen F-box. Los valores corresponden a la media +
error estandar a partir de tres replicas biolégicas Las barras con asteriscos indican diferencias significativas de expresion
respecto a la planta silvestres (*P<0.05; **P<0.01)

En general, se observo que a mayor expresion del transgen, las plantas mostraron una mayor
reduccion del nimero de estomas (Figura 28), evidenciando la participacion de este gen en el control

de la abundancia estomatica.
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IX.IIl.3 La sobreexpresion del gen SchSDD1-like aumenta la tolerancia a la

sequia en plantas transgénicas de A. thaliana mediante una disminucién en la tasa

de pérdida de agua.

La reduccion en la densidad estomatica observada en las plantas transgénicas de Arabidopsis,
como consecuencia de la sobreexpresion del gen SchSDD1-like, abrié la posibilidad de evaluar el efecto
que esta reduccion en el numero de estomas en la hojas sobre la tolerancia al déficit hidrico de estas
plantas. Con este propdsito, plantas silvestres y transgénicas P3ss:SchSDD1-like de 4 semanas de edad
fueron sometidas a un periodo de estrés por sequia durante 8 dias, tiempo en el cual se midio la tasa de
pérdida de agua y el nivel de lipoperoxidacion de lipidos de membrana a través del contenido de
malondealdehido (MDA) en sus hojas (Chen & Murata, 2002). Adicionalmente, se evalu6 el perfil
transcripcional del gen AtRD29A, como un indicador molecular de la percepcidn de estrés por parte de
las plantas, ya que éste gen es inducible por sequia (Hua et al., 2006).

Como primera aproximacion, la tasa de perdida de agua de las plantas fue evaluada midiendo
el peso fresco en funcion del tiempo de hojas desprendidas desde ambas lineas transgénicas y de la
planta silvestre. Con propdsitos comparativos, en esta evaluacién también se incluyé la linea
complementada #2, la cual es la que presenta la mayor expresion del transgén, asi como también la
planta mutante sdd7-3. Comparado con la planta wild-type, las dos lineas sobreexpresoras y también la
complementada, mostraron una tasa de pérdida de agua significativamente menor después de 6 horas
de deshidratacion (Figura 32). El peso fresco de la planta silvestre se redujo en un 68%; en cambio la
reduccion observada en las plantas sobreexpresoras que llevan la construccion Psss:SchSDD1-like fue
de 50% para la linea #1 y de 56% para la linea #2. La reduccidén en la planta mutante sdd71-3
complementada con la construccion Psss:SchSDD1-like fue de 60,14%. Por su parte, la planta mutante
sdd1-3 exhibio la mayor tasa de pérdida de agua respecto a la planta wild-type y a las transgénicas,
alcanzando un 90,13% a las 4 horas de estrés. En conjunto estos datos indican que una menor
densidad estomatica en las hojas de la planta transgénicas efectivamente favorece la retencion de agua
por parte de la planta permitiéndole ser mas tolerante a la deshidratacién. Esto se confirma por lo
observado durante este ensayo en las plantas mutantes sdd7-3.
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~Figura 11 La sobreexpresion de SchSDD1-like en Arabidopsis aumenta la tolerancia a la deshidratacion. Perdida
de agua en hojas desprendidas de plantas de 5 semanas de edad a diferentes puntos de tiempo con tres replicas por
planta. Tres ensayos independientes fueron realizados con resultados similares. Los valores corresponden a la media
error estandar a partir de tres replicas bioldgicas. Las barras con asteriscos indican diferencias significativas de
expresion respecto a la planta WT Los * indican diferencias significativas respecto a la planta WT (*P<0.05; **P<0.01;
**P<0.001 y ****P<0.0001).

Ademas, la mayor tolerancia a la deshidratacién de las plantas sobreexpresoras del gen
SchSDD1-like, fue posible correlacionarla con parametros fisiolégicos y moleculares. Como muestra la
Figura 33, bajo condiciones de riego normal, el contenido de MDA, fue similar en las plantas silvestres
(WT) y transgénicas al inicio del tratamiento. A medida que transcurrié la sequia, el contenido de MDA
fue significativamente menor en las plantas sobreexpresoras (Figura 33A). Asi, mientras las plantas
silvestres presentaban un contenido de MDA de 10 nmoles por gramo de peso fresco (nmoles/gr PF),
la linea transgénica #1 y #2 presentaron una acumulacién de MDA de 4 nmoles/gr de PF y 7 nmoles/gr
de PF, respectivamente. A medida que transcurrié el tiempo de estrés, los niveles de MDA aumentaron
en las plantas control y transgénicas, sin embargo, al octavo dia de sequia, el contenido de MDA fue
aproximadamente un 40% inferior en ambas lineas transgénicas, respecto a las plantas silvestres.
Estos resultados muestran que la menor pérdida de agua en las plantas transgénicas va asociado

también con un menor dafio ocasionado por especies reactivas de oxigeno sobre las membranas de
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las células de la hojas, con lo cual la planta se encuentra en una condicién de mayor tolerancia la estrés
por deshidratacion que las plantas silvestres.

Por otra parte, el perfil transcripcional del gen AtRD29A indicd que bajo condiciones normales,
ambas lineas transgénicas mostraron una expresion mayor del gen comparado con la planta silvestre,
aunque solo en la linea #1 la diferencia fue estadisticamente significativa siendo 3 veces mayor que el
nivel de expresion en la planta silvestre, correlacionandose con el nivel de expresion en esa linea de
SchSDD1-like (Figura 28). Durante el estrés, y como era de esperar, tanto la planta silvestre como las
transgénicas, vieron altamente inducida la expresion del gen marcador (Figura 33B). Sin embargo, y
sorprendentemente el gen presentaba una expresion mas alto en ambas lineas transgénicas,

alcanzando un nivel de induccion 2 veces mas alto que en la planta silvestre al octavo dia de estrés.
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Figura 12 Peroxidacion de lipidos y gen marcador asociados con la respuesta a estrés abibtico en las plantas
sobreexpresoras P3s:SchSDD1-like de Arabidopsis durante sequia. (A) Contenido de malondialdehido (MDA). (B.)
Expresion relativa del gen inducido por sequia AtRD29A. EI RNA fue aislado de hojas y tallos. Los niveles relativos fueron
calculados respecto al gen F-box. . Los valores corresponden a la media * error estandar a partir de tres replicas biologicas.
Las barras con asteriscos indican diferencias significativas de expresion respecto a la planta mutantes (*P<0.05; **P<0.01;
***P<(.001 y ****P<0.0001)
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IX.Ill.4 La sobreexpresion del gen SchSDD1-like reduce la densidad estomatica y
mejora la tolerancia a la deshidratacién en plantas transgénicas de S.

lycopersicum

Debido a que SchSDD1-like cumple funciones similares a AtSDD1 logrando revertir el fenotipo
mutante de sdd3-1, ejerce un control negativo en la densidad estomatica de las plantas de Arabidopsis
que sobrexpresaban el gen y que esta reduccion en el numero de estomas en las hojas aumentaba la
tolerancia al déficit hidrico en las plantas, entonces la capacidad para realizar una funcion similar en
plantas de tomate requeria ser analizada. Con este objetivo la regién codificante del gen SchSDD1-like
dirigida por el promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor, fue usada para transformar plantas de S.
lycopersicum cv. Moneymaker. Varias lineas transgénicas de tomate fueron analizadas para la
expresion del transgen, observandose que ellas presentaron distintos niveles de expresion, y de las

cuales se seleccionaron cuatro para analisis posteriores (Figura 34 y Figura S4-Ill).
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Figura 13 Expresion ectopica del gen SchSDD1-like aislado del S. chilense en tomate cultivado. Los niveles
de transcritos del gen SchSDD1-like fueron evaluados mediante qPCR a partir de cDNA sintetizado desde RNA
total de hojas de plantas silvestres (WT) y transgénicas. La expresion relativa de SchSDD1-like se calcul6 usando el
gen de expresion constitutiva SolycGAPDH y los valores corresponden a la media + error estandar a partir de tres
replicas biol6gicas.

Morfologicamente, no se observaron diferencias fenotipicas entre las plantas silvestres y transgénicas
TO de tomate durante su ciclo vital. La abundancia estomatica fue determinada en hojas completamente
expandidas de las plantas transgénicas y de la planta silvestre de tomate, visualizando improntas
obtenidas mediante la técnica de la resina dental. La densidad estomética fue determinada como
numero de estomas por campo visual (Abrash y Bergmann, 2010). La figura 35 muestra que todas las
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lineas transgénicas presentan una significativa disminucion en la densidad estomatica respecto de las
plantas silvestres. El analisis de la cuantificacion de los estomas de la cara abaxial de las hojas, indico
que la reduccion en la densidad estomatica fue de 64,6% + 2,6% para el caso de la linea #1, de 50,2%
1 2,9% para la linea #2; 49,3% + 1,20% para la linea #3 y 48,3% + 1,8% para la linea #7. La Figura 36
de hojas completamente expandidas de plantas silvestres y transgénicas es ilustrativa para mostrar las
diferencias en la abundancia estomatica existente en la epidermis de sus respectivas hojas. Al igual que
lo observado en las plantas transgénicas de Arabidopsis, los estomas en las hojas de las plantas de
tomate sobreexpresoras de SchSDD1-like, presentaron una morfologia normal aunque de mayor
tamario, una situacién similar mostraron las células epidermales. No observandose otras caracteristicas
andémalas o aberrantes. Estos resultados muestran que SchSDD1-like pudo modular la frecuencia

estomatica que se desarroll6 en las plantas de tomate cultivado.
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Figura 14 Densidad estomatica (nimero de estomas por campo visual al microscopio) en
plantas de S. lycopersicum (cv. Moneymaker) y sobreexpresoras del gen SchSDD1-like. La
cuantificacion fue realizada en la epidermis abaxial de hojas de roseta completamente expandidas.
Los datos son el promedio de cuatrot plantas individuales. Los * indican diferencias significativas
respecto a la planta silvestre (prueba-t Student’s, P<0,05)-
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lycopersicum que sobreexpresan el gen SchSDD1-like. Micrografia dptica de la epidermis abaxial de wild-type
(A) y de la linea transgénica #1 (B), #2 (C) y #7 (D), respectivamente. Las flechas amarillas indican los estomas. La
flecha blanca indica una célula del meristemoide.

Similar a lo observado en las plantas transgénicas de Arabidopsis, el anélisis fenotipico
realizado a las plantas silvestres y transgénicas de tomate, indicaron que la sobreexpresion del
SchSDD1-like afecté la frecuencia de desarrollo estomatico en sus hojas. Debido a esto, fue relevante
determinar el perfil transcripcional de los putativos genes maestros del desarrollo de estomas en las
plantas sobreexpresoras y compararlos con las plantas silvestres. Por tanto, RNA total fue aislado de
hojas jovenes de plantas de tomate y cuantificada la expresion de los genes SolycSPCH-like,
SolycMUTE-like y de SolycFAMA-like mediante qPCR. Como lo muestra la figura 37, los niveles de
transcritos de SolycSPCH-like fueron significativamente menores en todas las lineas transgénicas,
siendo la linea #1 la que presenta el mayor nivel de represion (~70%). La cuantificacion del mRNA de
SolycMUTE-like mostré una significativa disminucién en las lineas transgénicas #1 y #7, alcanzando un

nivel de represidn cercano al 50% y 30%, respectivamente. En las lineas transgénicas #2 y #3, no se
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observé una variacion significativa en los niveles de transcrito de SolycMUTE-like. Interesantemente,
ninguna linea transgénica mostré diferencias en los niveles de expresion del gen SolycFAMA-like,

respecto a lo observado en las plantas control.
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Figura 16 qPCR de genes implicados en el desarrollo de estomas en plantas transgénicas de S.
lycopersicum. Expresion de SPCH-like, MUTE-like y FAMA-like en plantas silvestres y Psss:SchSDD1-like. EI RNA
fue aislado de hojas jovenes de las plantas. Los niveles relativos fueron calculados respecto al gen SolycGAPDH.
Los valores corresponden a la media * error estandar a partir de tres replicas bioldgicas. Las barras con asteriscos
indican diferencias significativas de expresion respecto a la planta silvestres (*P<0.05; **P<0.01)

Estos resultados muestran que la expresion del gen SchSDD1-like induce una sefial que
provoca la represion transcripcional de los genes SolycSPCH-like y SolycMUTE-like, dos de los
putativos genes reguladores positivos del desarrollo estomatico de tomate, disminuyendo la cantidad de
estomas en la epidermis de las hojas de S. lycopersicum. Por otra parte, estos resultados sugieren la
existencia de un patron de regulacion comun entre Arabidopsis y tomate respecto del desarrollo
estomatico.

Finalmente para confirmar el papel de SchSDD1-like en la tolerancia a estrés por déficit hidrico,
hojas de plantas de tomate de 8 semanas de edad fueron sometidas a estrés por deshidratacion. Para
ello, hojas completamente expandidas de las plantas de tomate transformadas con la construccion
P35s:SchSDD1-like 'y de las plantas silvestres de Solanum lycopersicum, fueron escindidas y
determinada su tasa de pérdida de agua durante un periodo de 12 horas. Como lo indica la figura 38,
durante las 7 primeras horas de desecacion de las hojas, no se observaron diferencias en la
disminucion del peso de la hoja producto de la pérdida de agua, reduciéndose en promedio ~30%
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respecto al peso inicial tanto para la planta silvestre (WT) como para todas las lineas transgénicas. Sin
embargo, a las 12 horas de tratamiento, las hojas de las plantas silvestres exhibieron una significativa
reduccion de su peso, alcanzando un nivel cercano al 55%, a diferencia de lo observado en las hojas de
las lineas sobreexpresoras, quienes en promedio solo perdieron un 38% de su peso inicial (figura 38).
Durante todo el ensayo, no hubo diferencias significativas en la tasa de pérdida de agua entre las lineas
transgénicas. Este resultado confirma en tomate, una planta de interés comercial, que una menor
densidad estomatica en las hojas, controla la pérdida de agua desde la planta mejorando su respuesta
frente a un estrés por deshidratacion y por lo tanto es posible aumentar la tolerancia a estrés por déficit
hidrico a través de la modulacién de la expresion del gen SDD1-like.
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Figura 17 La sobreexpresion de SchSDD1-like en tomate aumenta la tolerancia a la deshidratacion. Pérdida de
agua en hojas completamente expandidas desprendidas de plantas de 8 semanas de edad a diferentes puntos de
tiempo con tres replicas por planta. Tres ensayos independientes fueron realizados con resultados similares. Los
valores corresponden a la media + error estandar a partir de tres replicas biologicas. Las barras con asteriscos indican
diferencias significativas de expresion respecto a la planta WT. Los * indican diferencias significativas respecto a la
planta WT (****P<0.0001). La figura inserta, indica la disminucién significativa de la pérdida de peso de la hoja a las 12h
de iniciada la desecacion.
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IX.II.5 Figuras suplementarias Capitulo Il

Figura S1-lll. La sobreexpresion de SchSDD1-like restaura el fenotipo silvestre en la planta mutante sdd1-3 de
Arabidopsis. Micrografias confocales de la epidermis abaxial de cotiledones fueron tomadas en plantas silvestres (Col-
0) (A), sdd1-3 (B) y en las lineas sobreexpresoras en el background genético sdd1-3 (C). Los corchetes muestran
agrupaciones estomaticas tipicas del fenotipo mutante sdd1-3. Cotiledones de plantas de 20 dias fueron tefiidos con

yoduro de propidio. Barra: 50um
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Figura S2-lll. Caracteristicas fenotipicas de plantas de Arabidopsis que sobreexpresan SchSDD1-like. Plantas de
Arabidopsis silvestre (Col-0), fueron transformadas mediante el método de “floral dip”, seleccionadas en medio
suplementado con Kanamicina y luego crecidas en sustrato bajo condiciones controladas de luz en invernadero. Las dos
lineas que exhibieron la mayor expresion del transgen fueron fotografiadas. El andlisis morfoldgico realizado a las
plantas silvestres (B) y a la linea transgénicas #1 (A) y #2 (C), no revelo diferencias a nivel de tejido vegetativo ni
tampoco en sus estadios de desarrollo.

(A) =)

Figura S3-lll. La sobreexpresion de SchSDD1-like disminuye la densidad estomética en plantas silvestres de
Arabidopsis. Micrografias confocales de la epidermis abaxial de cotiledones de plantas de 20 dias tefiidos con yoduro
de propidio fueron tomadas en plantas silvestres (Col-0) (A), y en las lineas sobreexpresoras en el background
genético silvestre (Col-0) (B). Barra: 50um
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Figura S4-lll. Caracteristicas fenotipicas de plantas de tomate que sobreexpresan SchSDD1-like. Plantas de S.
lycopersicum, fueron transformadas mediante el método de transformacion de explantes de cotiledones, seleccionadas
en medio suplementado con Higromicina y luego crecidas en sustrato bajo condiciones controladas de luz en
invernadero. Dos de las lineas que exhibieron la mayor expresién del transgen fueron fotografiadas (#2 (B), #3 (C)). El
analisis morfolégico realizado a las plantas silvestres (A) y a las lineas transgénicas, no revelé diferencias a nivel de
tejido vegetativo ni tampoco en sus estadios de desarrollo.
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X. DISCUSION

X.1 Generalidades

Solanum chilense es una planta herbacea perteneciente a la familia de las Solanéceas, que
habita naturalmente en regiones aridas del norte de Chile, en donde los niveles pluviométricos bajos y la
salinidad del suelo impiden el crecimiento y desarrollo de los cultivos tradicionales, siendo por tanto
clasificada como una especie tolerante a la sequia y a la salinidad (Warnock, 1991; Tapia, 2005). La
tolerancia que exhibe naturalmente S. chilense, estad asociada a un programa de expresion génica
especifica, que permite mantener la homeostasis iénica y osmoética de la planta (Yafiez et al., 2009;
Loyola et al., 2012). Estos antecedentes hacen de esta especie un modelo para estudiar los
mecanismos moleculares y fisioldgicos involucrados en la aclimatacion y tolerancia a estrés abiotico en
plantas. Uno de estos mecanismos de tolerancia y aclimatacion que pone en marcha S. chilense bajo
estrés, es la disminucion significativa de su densidad estomatica en las hojas que se desarrollaron
durante el periodo de estrés (Tapia et al., 2005).

Con el fin de dar luces respecto a los genes involucrados en esta respuesta especifica, durante
la ejecucion de este estudio se logrd identificar y caracterizar en Solanum chilense, un gen que entre los
que codifican para subtilisinas, presentd la mas alta homologia a AtSDD1. Este gen se ha asociado a la
densidad y distribucion estomatica en las hojas de Arabidopsis thaliana (Berger y Altman, 2000). En
funcion de esta identidad de secuencia se denomind SchSDD1-like. En este trabajo se demostré que
SchSDD1-like se induce en respuesta a estimulos abi6ticos como salinidad y sequia (Figura 17 y
Figura 19) y que el aumento en su expresion correlaciona con la represion de los putativos homdlogos
de SPCH y de MUTE de A. thaliana que son genes reguladores positivos del desarrollo estomatico.
Consecuentemente con esto, se generaron plantas transgénicas de Arabidopsis que sobreexpresaron
de manera constitutiva el gen SchSDD1-like las cuales mostraron una disminucién marcada de la
abundancia estomatica en sus hojas y un comportamiento significativamente mas tolerante frente a
condiciones de deshidratacion y déficit hidrico (sequia), todo esto avalado por los parametros
fisiolégicos determinados. Esta respuesta fue asociada con la participacion en la modulacion del
numero de estomas de SchSDD1-like, siendo esto confirmado por la complementacién génica de la
mutante de Arabidopsis sdd1-3, asi como también por la represion transcripcional de los genes
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AtSPCH, AtMUTE y AtFAMA todos ellos reguladores positivos del desarrollo de estomas en Arabidopsis

en las plantas transgénicas.

X.2 La proteina SDD1-like de tomate mantiene caracteristicas propias de la familia
de las subtilisinas

X.2.1 Antecedentes generales de la familia de serino proteasas presentes en plantas y su
relacion con SchSDD1-like

La protedlisis completa y también la especifica, son mecanismos complementarios que actuan
de manera concertada junto con otras modificaciones post-traduccionales para controlar varios
aspectos de la fisiologia celular y del desarrollo de la planta. Sin embargo, por razones historicas, la
atencion se ha concentrado principalmente en aspectos fisioldgicos de relevancia agricola, como lo son
la degradacion de proteinas de reserva durante la germinacion de las semillas o la movilizacién de
proteinas durante la senescencia foliar para la redistribucién del nitrégeno hacia érganos reproductivos
(Huffaker, 1990; Schaller, 2004). Actualmente, la degradacion selectiva de proteinas ha tomado
particular relevancia, ya que se le ha asociado con aspectos especificos del desarrollo de la planta, asi
como también en la respuesta a factores bidticos y abidticos, entre varios otros, todos ellos relacionados
con el sistema de degradacion mediante el proteosoma ubiquitina-26S (Ub-26S) (Citovsky et al., 2009);
a tal punto que el 6% del proteoma de Arabidopsis (1600 genes) esta involucrado en esta ruta de
degradacion (Vierstra, 2009). Ademas de la protedlisis dependiente de ubiquitina, hay 695 proteasas
adicionales en Arabidopsis que también pueden participar del recambio y trafico de proteinas,
regulacion de la actividad proteica mediante procesamiento sitio-especifico, etc (Schaller, 2004;
Rawlings et al., 2010). Interesantemente, este grupo de proteasas incluye miembros localizados en
organelos y en el apoplasto, compartimentos en los cuales el procesamiento Ub-26S no esta presente,
volviéndose parte de un sistema regulador complementario de alta relevancia (Schaller et al., 2011).

Entre estas proteasas, la familia denominada serino protesas tipo subtilisina, denominadas
subtilasas (SBT), es uno de los mas numerosos y puede ser comparada en términos de complejidad y
relevancia en la regulacion del desarrollo, con elementos del sistema Ub-26S. Las SBT pertenecen a la
familia de serino peptidasas cuyo sitio catalitico comprende el arreglo especifico: Aspartico, Histidina y
Serina, denominado “triada catalitica” (Polgar, 2005). Los miembros de este grupo constituyen la familia
S8, a la cual pertenecen dos subfamilias: La S8A 6 subtilisinas y la S8B o kexinas (Rawlings et al.,
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2010). A la fecha, solo miembros de la subfamilia S8A han sido identificadas y purificadas en plantas,
especificamente las relacionadas con la pirolisina (Siezen y Leunissen, 1997; Antdo y Malcata, 2005).
Recientemente con el surgimiento de las tecnologias de secuenciacion masiva y proyectos genoma, ha
quedado en evidencia lo transversal de la presencia de subtilasas en el reino vegetal, existiendo en
musgos (23 genes en Physcomitrella patens) hasta en Populus trichocarpa (90 genes;
http://www.phytozome.net/). En Arabidopsis existen 56 miembros pertenecientes a esta subfamilia
(Rautengarten et al., 2005), 63 en arroz (Tripathi y Sowdhamini, 2006) y a la fecha 15 miembros
caracterizados en tomate (Meichtry et al., 1999). La mayoria de estas enzimas son endopeptidasas de
amplio espectro y de localizacion extracelular (Beers et al., 2004; Schaller et al., 2011).

Desde el punto de vista estructural, ademas de la triada catalitica, la mayoria de las subtilasas
son sintetizadas como pre-proenzimas que son translocadas a la membrana celular guiadas por un
péptido sefal (pre-péptido) y finalmente procesadas hacia su forma activa luego de procesar el pro-
péptido (Antdo y Malcata, 2005). Presente dentro de su secuencia se encuentra el dominio asociado a
proteasa (PA) el que se piensa esta involucrado en mediar la interaccion entre la enzima y el sustrato
(Mahon y Bateman, 2000). Tal como lo muestra la Figura 11A, el analisis estructural de la secuencia
aminoacidica deducida de SchSDD1-like, mostr6 que en esta proteina se conservan todos los
elementos caracteristicos de las subtilisinas, especialmente la “triada catalitica” en el orden Asp-His-Ser
(region D, H y S, respectivamente). Considerando que el criterio para la clasificacion por familia es la
presencia de, a lo menos, dos residuos caracteristicos del sitio activo en un orden especifico
(http://prosite.expasy.org/PDOC00125), permiten clasificar esta proteina como una serino-proteasa del
tipo subtilisina con una probabilidad del 100%, siendo la primera proteina de este tipo descrita a la fecha
en S. chilense. Particularmente, un motivo caracteristico en la regién S de las subtilisinas en torno a la
serina catalitica es Gly-Thr-Ser-Xaa-Xaa-Xbb-Pro (donde Xaa es un aminoacido alifatico y Xbb es uno
pequefio) (Rawlings et al., 2010). En el caso de SchSDD1-like, el motivo predicho es Gly-Thr-Ser-Met-
Ala-Cys-Pro, siendo Metionina y Alanina aminoacidos alifaticos y Cisteina que posee un grupo lateral
poco voluminoso (Heldt y Heldt, 2005). Esta conformacion estructural de SchSDD1-like sugiere con alta
probabilidad que esta proteina pertenece a la familia de SBT de plantas.

Ademas, como se observa a partir de los analisis de la estructura primaria deducida, SchSDD1-
like es una pre-pro-enzima de secrecion, al igual que la mayoria de las subtilasas de plantas, cuyo

péptido sefal de 22 residuos aminoacidicos indica que tiene como destino primario predicho el reticulo

Tesis: “Evaluacion de la expresion constitutiva del gen SchSDD1-like sobre la densidad estomdtica y su efecto en la respuesta frente
a déficit hidrico en plantas heterélogas”



Universidad de Talca, Instituto de Ciencias Bioldgicas. 87

endoplasmico (Figura 11B). Posterior procesamiento debe realizarse para obtener una enzima madura
en la localizacion celular requerida. En animales, existe suficiente informacion respecto al subsecuente
procesamiento de los zimdgenos en el reticulo y su importancia en la maduracion de la enzima y
destino final (Steiner, 1998; Anderson et al., 2002; Nour et al., 2003). El prodominio ubicado en la region
N-terminal actua como una chaperona intramolecular que asegura el correcto plegamiento de la enzima
e inhibe una actividad proteolitica prematura y su eliminacién es un evento necesario para su salida del
reticulo endoplésmico (Shinde y Inouye, 1993; Kojima et al., 1997). La maduracién de la enzima ocurre
mediante la escisién del prodominio en el punto de unién con el dominio catalitico en un paso
autocatalitico intramolecular. Este sitio de procesamiento esta caracterizado por un par de residuos de
treonina en el lado carboxilo del enlace escindible. Recientemente, ha sido reportado que en SolycSBT3
la eliminacion del propeptido ocurre mediante autoprocesamiento (Cedzich et al, 2009).
Interesantemente, la secuencia de aminoacidos presentes en el N-terminal de la proteina SolycSBT3
madura es conservada en la mayoria de las subtilasas de plantas. Los amino&cidos en las posiciones
+1y +2 son siempre treoninas, lo que sugiere que el procesamiento en estas proteasas probablemente
ocurra autocataliticamente (Nakagawa et al., 2010). Al igual que lo publicado en Solanum lycopersicum,
SchSDD1-like también comienza con un par de treoninas en su N-terminal maduro sugiriendo un
procesamiento similar (Figura 11B).

Otro antecedente adicional que apoyaria la hipotesis de que efectivamente la proteina
SchSDD1-like pudiese ser una SBT es la presencia del domino asociado a proteasas (PA) presente en
la region aminoacidica de SchSDD1-like, el cual es otra caracteristica distintiva de las subtilasas, y que
comprende la secuencia entre el residuo 276 al 348 (Figura 11A). Este motivo es una insercion tipica
entre la Histidina y la Serina de la triada catalitica, que esta presente en las subtilisinas de plantas que
las distingue también de las subtilisinas de la familia S8B, y que posiblemente esta involucrado en el
reconocimiento intramolecular del sustrato siendo critico para la interaccion enzima-sustrato como ha
sido demostrado en la subtilasa SK11 de Lactobacillus lactis (Bruinenberg et al., 1994; Cedzich et al.,
2009). Por otra parte, se ha propuesto que el dominio PA interactia con el sustrato y lo lleva
directamente al sitio catalitico de la enzima exponiendo los enlaces a procesar del sustrato (Mahon y
Bateman, 2000). Al parecer en plantas, este sitio también puede mediar el procesamiento autocatalitico
del prodominio en el sitio de unién al dominio catalitico. Este sitio parece ser caracterizado por un par
de Treoninas en el lado carboxilo del enlace a romper, las cuales estan presentes en otras subtilasas
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purificadas de tejidos vegetales (Patel et al, 2007). Este motivo Thr-Thr en el N-terminal esta
conservado en todas las subtilasas conocidas de tomate (Tornero et al., 1996; Meichtry et al., 1999) y
en 54 de los 56 genes de subtilasas presentes en Arabidopsis que tienen dominio PA (Rautengarten et
al., 2005). Por tanto, considerando que el motivo Thr-Thr y el dominio PA estan presentes en la proteina
SchSDD1-like, lo cual segun la cercania filogenética de S.chilense con S. lycopersiucm era esperable,
es posible que el dominio PA de SchSDD1-like, ademés de participar en la interaccién con el sustrato,
estaria involucrado en el procesamiento proteolitico y maduracion de la enzima, similar a lo reportado
en SolycSBT3 (Cedzich et al., 2009).

El andlisis de localizacion subcelular realizado in silico sobre la secuencia de aminoacidos
predicha para SchSDD1-like, predijo que la proteina es de secrecidn y de ubicacion asociada a la pared
celular. Estos resultados coinciden con las caracteristicas generales de secrecion de la familia SBT y
con lo predicho para la mayor parte de las subtilasas presentes en Arabidopsis, las cuales son parte de
la ruta secretora con un paso obligatorio de procesamiento por el reticulo endoplasmico (Rautengarten
et al., 2005). Respecto a la ubicacion especifica de su sitio de accion, los datos experimentales de
localizacion subcelular solo estan disponibles a la fecha para AtSDD1 y AtARA12, los cuales estan de
acuerdo con la prediccidn obtenida ya que ambas son exportadas al apoplasto (Von Groll et al., 2002;
Hamilton et al., 2003). Especificamente, en la prediccion realizada para SchSDD1-like, los resultados
corroboran lo observado en Arabidopsis por von Groll et al. (2002), en cuyo trabajo mediante la fusién
de GFP a SDD1 se detect6 la proteina en el apoplasto, razdn por la que los autores sugieren que podria
estar asociada a la membrana plasmatica. Sin embargo, a pesar de la coincidencia empirica reportada
para con estas SBT's y SchSDD1-like, es necesario validar experimentalmente la destinacion
subcelular de la proteina de S. chilense y asi establecer con precision su ubicacion y confirmar la
prediccion obtenida.

Del mismo modo, la presencia de los sitios D, H, N y S, ademas del dominio PA permitio
agrupar filogenéticamente a la proteina SchSDD1-like, asi como a su homologo de tomate cultivado
SolycSDD1-like, junto con conocidas serino proteasas como AtSDD1 y cucumisina (Figura 12 y 13), los
cuales han sido clasificados dentro del subgrupo SBT1 de proteinas SBT en Arabidopsis (Rautengarten
et al., 2005). En consecuencia, estos resultados indican la conservacion de este subgrupo de proteinas
en S.chilense, sugiriendo que esta proteina podria estar actuando como proteasa en tomate silvestre.

Aun cuando la relacion filogenética manifiesta una gran prevalencia de las subtilasas en plantas, escaso
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es el conocimiento de su funcién. Sin embargo, en el caso de SchSDD1-like debido a su alta homologia
con SDD1 de A. thaliana podria estar jugando un papel en el desarrollo de estomas en las hojas de las

plantas de S. chilense.

X.3 SchSDD1-like presenta un patron de expresion érgano-especifico similar a
AtSDD1

Con el propdsito de investigar la(s) posible(s) funcidn(es) de SchSDD1-like, se analiz6 su perfil
transcripcional 6rgano-especifico. Como muestra la figura 14, la expresion génica fue diferencial para
todos los tejidos analizados, principalmente en raiz, hoja y flores. En raices, transcritos de SchSDD1-
like no fueron encontrados en niveles detectables, indicando que la expresion y funcion de este gen
esta asociados a tejidos aéreos, lo que es concordante con una supuesta actividad en desarrollo de
estomas, toda vez que en raices generalmente no existe presencia de complejos estomaticos (Walles,
1983).

En tallo, se detectd la presencia del transcrito aunque a un nivel muy por debajo que en los
otros érganos analizados. Interesantemente, de todas las subtilisinas de tomate descritas a la fecha, a
excepcion de SolycP69A y SolycP69B, ninguna ha sido descrita en tallo. Estos dos genes que codifican
para subtilasas, se inducen fuertemente en tallos y hojas de tomates infectadas con viroides (Tornero et
al., 1996); lo cual sugiere algun posible papel de SchSDD1-like en la respuesta a estrés biético. Por otra
parte, AtSDD1 (subtilisina implicada en el desarrollo de estomas) también esta representado en tallos,
aunque su nivel de expresion es menor a lo observado en hojas (Berger y Altman, 2000). Esto se
condice con la menor densidad estomatica observada en tallos de plantas silvestres de Arabidopsis
respecto a otros 6rganos (Berger y Altman, 2000). En Arabidopsis, SDD1 actua rio arriba en la misma
ruta genética del receptor TMM en hojas; sin embargo, TMM tiene un comportamiento distinto
dependiendo del érgano. Es asi que TMM es un regulador negativo del desarrollo de estomas en hojas,
pero positivo en tallos (Geisler et al., 1998). Analisis genéticos han demostrado que TMM promueve la
conversion de células M en GMC mediante su participacion en la mantencidn de la identidad del linaje
estomatico (Bhave et al., 2009). Ademas, el estudio de las mutantes tmm-1'y sdd1-2, mostré que a
diferencia de lo observado en hojas, TMM seria epistatico a SDD1 y la funcién de SDD1 en la
regulacion del numero de estomas en tallos, estaria enfocada especificamente a la determinacion de la

cantidad de células que expresan TMM como marcador de identidad del meristemoide en este drgano
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en Arabidopsis (Bhave, 2007). Por tanto, considerando la probable funcién de AtSDD1 en tallos, es
interesante destacar la expresion en tallos de SchSDD1-like pudiendo tener una funcién similar a
AtSDD1 o similar a SolycP69A/B en tallos de S. chilense no pudiéndose descartar que pudiese tener
incluso ambas funciones, aunque esta hipotesis requiere mas detalle de exploracién, considerando
ademas que esta investigacion no se concentrd en el desarrollo de estomas en 6rganos distintos a
hojas.

Respecto a hojas, se realizd una evaluacion transcripcional en dos estadios de desarrollo, con
el proposito de caracterizar en detalle la posible funcién de SchSDD1-like en este dérgano. De manera
notable, una gran diferencia en la acumulacion del transcrito de este gen se observé entre hoja joven (3-
5 cms en expansion) y madura (completamente expandida) (figura 14). Considerando los perfiles
transcripcionales, claramente la expresion de SchSDD1-like esta asociada a hojas, y mayoritariamente
a hojas en desarrollo, lo que asociaria aun mas su posible participacion en procesos fisioldgicos
caracteristicos de este estadio de desarrollo. Estos resultados estan en concordancia a lo observado
con SDD1 de Arabidopsis (Berger y Altman, 2000), y a lo reportado para los homélogos de SDD1 en .
tinctoria L. (LISDD1) (Xiao et al., 2009) y maiz (Liu et al., 2015), lo que sugiere que SchSDD1-like tenga
una posible participacion en el control de la abundancia estomatica. En el caso de Arabidopsis, SDD1
estd predominantemente expresando en la epidermis de hojas en desarrollo, especificamente en
células M y GMC, aunque también fue detectada una débil expresion en células del mesofilo de la
roseta y en todas las capas celulares del meristema apical (SAM). La deteccién de la presencia de
SDD1 disminuyé a medida que progreso la madurez foliar, practicamente no detectandose en hojas
completamente expandidas (Von Groll et al., 2002). Esto indica lo delimitada de la actividad de AtSDD1
en hojas en desarrollo y en la abundancia estomatica desde el punto de vista de expresion célula-
especifica. La expresion célula-especifica de SchSDD1-like en hojas en desarrollo de S. chilense es un
aspecto a ser estudiado, ya que no fue un objetivo abordado en esta tesis.

Por otra parte, el nivel de expresion detectado del gen SchSDD1-like en hoja madura, flores y
botones florales - aunque mas bajo que en hojas jovenes-, sugiere que este gen en S. chilense, podria
participar en otras rutas moleculares del desarrollo vegetal. Ademas podria indicar que la expresion de
SchSDD1-like se caracteriza por un patron de expresion especifico para cada 6rgano analizado, incluso
para el caso de hojas y flores, dependiente del estadio de desarrollo que se considere, sugiriendo un

estrecho control de la regulacién de la expresion y funcién de estas proteasas durante el desarrollo de
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la planta. En el caso particular de hoja madura, es importante considerar que Lake et. al (2001)
demostrd en plantas de Arabidopsis sometidas a distintas concentraciones de CO; e intensidad
luminica, que son las hojas maduras las que perciben los cambios en las condiciones ambientales y que
mediante una sefial movil son capaces de transmitir dichas variaciones en el entorno para propiciar
cambios fenotipicos en las hojas en desarrollo. En S. chilense, los cambios fenotipicos se reflejaron en
alteraciones en la abundancia estomatica en las hojas nuevas cuando las plantas fueron sometidas a
estrés salino (Tapia, 2005). Respecto a sefiales mdviles, se ha propuesto que pudiese ser el regulador
positivo del desarrollo de estomas llamado STOMAGEN/EPFLY, el cual se sintetiza en el mesdfilo y
actla sobre la epidermis, requiriendo TMM para su accién (Sugano et al., 2010). Por tanto, se ha
sugerido que AtSDD1 pudiese degradar a STOMAGEN para evitar su actividad positiva y de esta
manera controlar la abundancia estomatica en las hojas nuevas (Shimada et al., 2011). Adicionalmente,
Messdaghi y Dietz (2000) reportaron en tabaco que la actividad serino proteasa extracelular disminuye
a medida que maduran las hojas, lo que es coincidente con lo detectado en tomate silvestre mediante
qPCR en esta investigacion (figura 14). Interesantemente, Gomez et. al (1995) propuso una estrecha
relacion entre la actividad de las proteasas apoplasticas y perdxido de hidrogeno (H20.). Este H202 es
probablemente generado por la NADH oxidasa apoplastica (Frahry y Schopfer, 2001). Gémez et. al
(1995) encontr6 que proteinas apoplasticas de hipocotilos en crecimiento de Phaseolus vulgaris fueron
menos susceptibles a la digestion proteolitica que proteinas desde plantas completamente
desarrolladas. Notablemente, el nivel de H202 se incrementa a medida que la planta envejece (Golldack
et al., 2003). De hecho, la susceptibilidad de las proteinas apoplasticas de los hipocotilos en crecimiento
aumento cuando fueron tratadas con H20; sugiriendo que el peréxido de hidrogeno oxida las proteinas
apoplasticas incrementando la susceptibilidad a las proteasas (Gdmez et al., 1995). En conjunto estos
datos, permite hipotetizar que la generacién de H202 en el apoplasto provoca dafio por especies
reactivas de oxigeno (ROS) en las proteinas de este espacio, lo que conlleva a un aumento de la
degradacion proteolitica de estas proteinas, una funcion clésica de las serino-proteasas tipo subtilisinas.
Incluso, la degradacion proteolitica de la NADH oxidasa apoplastica pudiese ser un mecanismo de
control de los niveles de H20o, siendo las subtilisinas un determinante molecular clave de estos pasos
de control (Golldack et al., 2003). Dadas estas consideraciones, la presencia de SchSDD1-like en hojas

maduras podria estar relacionada con alguna participacion en los estadios iniciales de la senescencia
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ylo en la maquinaria de percepcion de las sefiales ambientales con la concomitante regulacion y control
de la densidad estomatica en hojas nuevas en plantas de S. chilense.

El perfil de expresion obtenido en flores también indica que la expresion en este érgano, es
dependiente del estado de desarrollo. Golldack et. al (2003), report6 la expresion de las subtilasas
AtARA12 (At-SLP1), At-SLP2 y At-SLP3, los homdlogos en Arabidopsis de SolycSBT1, SolycSBT2 y
SolycTMP, respectivamente, en el receptaculo floral. Otro tipo de proteasas han sido caracterizadas en
tejido floral. Es asi como Cardosina A, una aspartico proteasa de Cynara cardunculus, fue detectada en
pistilos inmaduros, sugiriendo un posible papel en el desarrollo y crecimiento de esta estructura
(Ramalho-Santos et al., 1997). La cisteina proteasa SmCP exhibié una expresion dominante en flores
en desarrollo, también en xilema, células epidermales y évulos en Solanum melongena especulandose
con algun posible papel de esta proteasa en xilogénesis y desarrollo de 6vulos (Xu y Chye, 1999).
SolycTMP ha sido reportada en anteras, plantedndose una posible participacion de esta subtilasa de
tomate en microesporogénesis; sin embargo, su represion mediante técnicas de antisentido no mostrd
ninguna anormalidad fenotipica, lo que indica probables redundancias o0 compensaciones funcionales
por otras subtilasas (Riggs et al., 2001). Es factible que este pudiese ser el caso de SchSDD1-like,
incluso no es descartable tampoco para AtSDD1. Sin embargo, mientras no sean identificados los
sustratos especificos de estas enzimas, no sera posible determinar su funcién in vivo en los distintos
drganos en que se expresan.

En general, la mayor induccion de este gen ocurrié en hojas y especificamente, en hoja joven
disminuyendo en hoja madura, por tanto, es posible que SchSDD1-like tiene una probable funcion en
eventos asociados con el inicio del desarrollo foliar en S. chilense. Sin embargo, considerando las
caracteristicas de los miembros de la familia de las serino-proteasas a la que pertenece SchSDD1-like,
los cuales son endopeptidasas de amplio espectro de sustratos (Schaller et al., 2011), no es posible
descartar su participacién en otros procesos érgano-especificos.

X.4 Regulacion diferencial de los genes SchSDD1-like y AtSDD1 por estrés abidtico
y ABA

Ademas de la funcién en diversos procesos de desarrollo de la planta, también ha sido
reportada la participacion de subtilasas en eventos involucrados en la repuesta frente a estrés abiético

(y también bidtico) (Schaller et al., 2011). Es asi como Liu et. al. (2007b), demostrd en Arabidopsis la
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participacion de AtSBT6.1 (AtS1P) en la ruta de sefalizacion activada bajo estrés del reticulo
endoplasmatico generado por salinidad. Esta ruta de sefializacién se denomina respuesta de proteinas
no plegadas (UPR) (Rutkowski y Kaufman, 2004) e involucra el procesamiento proteolitico del factor de
transcripcién bZIP28. Cuando las proteinas mal plegadas se acumulan, bZIP28 se mueve al Golgi
donde es procesado por AtSBT6.1 para liberar el dominio bZIP el cual se trasloca al nucleo para activar
la respuesta génica en respuesta al estrés. Ademas de la participacion en la respuesta UPR, AtSBT6.1
participa en el inicio de la respuesta a estrés salino en Arabidopsis procesando otro factor de
transcripcion bZIP asociado a membrana, denominado bZIP17, el cual funciona como un
sensor/transductor de sefial en respuesta a estrés salino. Una vez procesado, su dominio bZIP es
traslocado al nucleo para iniciar la respuesta génica bajo esta condicion (Liu et al., 2007b). Por otra
parte, ha sido demostrada la participacién de AtSBT6.2 en la degradacion de proteinas oxidadas
producidas en plantas de Arabidopsis expuestas a Cadmio (Polge et al., 2009). De manera destacable,
en todos estos trabajos, la investigacion estuvo concentrada en la actividad proteasa de estas
subtilasas y no en algin cambio en su expresion génica. En este sentido, fundamentado en la
participacién funcional de las proteasas en procesos de recambio de proteinas, movilizacion de
nutrientes y otros, se ha planteado la idea de que sefiales de estrés ambiental podrian regular de
manera diferencial la expresion génica de las subtilasas (Schaller et al., 2011). Considerando que
salinidad y sequia comparten eventos fisiolégicos comunes en las primeras etapas del estrés, se
procedio a evaluar el perfil transcripcional de SchSDD1-like bajo salinidad y sequia (figura 17 y 19).
Paralelamente, con la idea de poder comparar el comportamiento transcripcional de los posibles
homologos, se procedié a realizar el mismo analisis en AtSDD1. A la fecha, no se encuentra en la
literatura algun estudio respecto a la evaluacion de la expresion génica de SDD1 de Arabidopsis en
respuesta a estrés abiotico. A pesar de esto, los antecedentes disponibles presuponen que este gen
debiese responder ante algunas variables ambientales abidticas (Schliter et al., 2003; Yoo et al., 2009).
Esta evaluacion pretendia establecer similitudes y/o diferencias que permitieran fundamentar alguna
semejanza funcional, mas alla que lo observado a nivel de secuencia y analisis in silico. Por lo tanto, se
evaluo el patron de expresion de SchSDD1-like y AtSDD1 en hojas de plantas de tomate silvestre y
Arabidopsis, respectivamente, bajo estrés por salinidad, sequia y aplicacion exdgena de la hormona
ABA.
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Al analizar la respuesta transcripcional del gen SchSDD1-like bajo estrés salino, este mostré
una induccion sostenida durante todo el tiempo del ensayo, observandose la maxima induccion a las
12h, para comenzar a disminuir y exhibir un segundo peak a las 72h (figura 17). Este resultado esta en
concordancia con lo observado por Tapia (2005) en plantas de S. chilense expuestas a alta salinidad,
cuyas hojas nuevas mostraron una menor SD. Asi mismo, un microarreglo de dichas plantas, indicé que
uno de los genes altamente inducidos bajo estas condiciones era un miembro de la familia de
subtilisinas. De manera relevante, resultados depositados en la base de datos Arabidopsis eFP
Browser de BAR (http://bar.utoronto.ca/; (Winter et al., 2007) también indican que AtSDD1 es inducido

en respuesta a estrés salino, lo que supone una relacion funcional entre SchSDD1-like y AtSDD1. Los

estudios de expresion génica de miembros de la familia de subtilisinas bajo condiciones de estrés son
escasos. Sin embargo, recientemente, Cao et. al (2014) realizé un amplio estudio acerca de la familia
de subtilisinas en vid, en el cual reportd cambios en los niveles de mRNA de varias subtilisinas después
de tratamiento salino en esta planta. En Arabidopsis, la serino preoteasa AtPAP1 (prolina
aminopeptidasa) y la proteasa cloroplastica AtDegP2, presentaron una induccion en su expresion bajo
condiciones de salinidad y déficit hidrico (Haussuhl et al., 2001; Sun et al., 2013). Sin embargo, aunque
ambas son serino proteasas, ninguna pertenece a la familia de subtilisinas.

Al analizar el perfil transcripcional de SchSDD1-like bajo sequia, se observd una significativa
induccion al tercer dia luego de dejar de regar. Sorprendentemente, los siguientes puntos de
evaluacion, es decir, al dia 4 y 6, el gen se reprimid6 de manera importante, presentado un
comportamiento bifasico bajo sequia. En el caso de AtSDD1 (figura 7), los niveles de transcrito bajo
sequia exhibieron un comportamiento muy similar a lo observado en SchSDD1-like. Es asi como se
observo una significativa induccion al dia 3 de iniciado el tratamiento de detencion de riego y una
disminucién el dia 8, también exhibiendo un comportamiento bifésico bajo estas condiciones. Al
respecto, Yoo et. al (2010) relacioné la participacion de AtSDD1 con la respuesta frente a déficit hidrico.
El andlisis de la mutante gtl1 (GT-2-like 1) de Arabidopsis, exhibié un aumento en el uso eficiente de
agua y por tanto, una mejora en la tolerancia a la sequia, mediante una disminucién en la tasa de
transpiracion sin esto tener un impacto en la produccién de biomasa. La disminucion de la transpiracion
fue atribuida a la regulacion negativa de SDD1 por GTL1, debido a que el aumento en la expresién de
SDD1 redujo en un 25% la densidad estomatica de las plantas gt/1. Esto permitié a los autores situar a
SDD1 como un nodo integrador entre el desarrollo estomatico y la regulacién ambiental de la
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produccion estomatica y el intercambio gaseoso. Adicionalmente, trabajos realizados con los posibles
ortélogos de AtSDD1 en otras plantas han presentado resultados interesantes. Es asi como, liSDD1
aislada de la hierba tradicional china Isatis tinctoria mostré compartir las caracteristicas basicas de las
subtilisinas que presenta AtSDD1. La expresion de liSDD1 fue constitutiva en raiz, tallo y especialmente
en hojas y el tratamiento con sequia durante una semana redujo significativamente su expresion ,
indicando su participacion en las rutas de respuesta a estrés en esta planta (Xiao et al., 2009). En maiz,
la evaluacion transcripcional de ZmSDD1 en hojas de plantas sometidas a tratamiento “simulado” de
sequia (PEG 15%) exhibieron el mismo comportamiento que /iSDD1 después de 7 dias de tratamiento
(Liu et al., 2015). Estos resultados son coincidentes con lo observado en SchSDD1-like y en AtSDD1
bajo sequia en tiempos similares (figura 19 y figura 7, respectivamente); sin embargo, ambos
resultados reportados no indicaron una induccion como los observados en esta investigacion, toda vez
que no se realizaron evaluaciones a tiempos tempranos, no permitiendo descartar entonces este
comportamiento transcripcional en estas especies. Por su parte, en plantulas de 2 genotipos de &lamo
(Populus balsamifera) sometidas a 30 dias de sequia, los transcritos de SDD7 no exhibieron
significativa variacion durante el transcurso del ensayo. Sin embargo, si se aprecié una diferencia
considerable entre genotipos (genotipo AP-1005 > AP-1006) (Hamanishi et al., 2012). Esto pudiese
indicar que el comportamiento transcripcional de los homélogos de SDD1 y/o de sus posibles sustratos,
incluso de la ruta de sefalizacién de desarrollo de estomas, es dependiente de la especie, aun
observandose diferencias entre distintos genotipos en la misma especie, como en el caso de alamo.
Esta aseveracion se ve respaldada en diversos resultados encontrados en la literatura, que permiten
concluir que la abundancia estomatica en respuesta a la sequia depende de la planta y de la severidad
del déficit hidrico impuesto. Es asi como Quarrie y Jones (1977) y Silva et al. (2009), encontraron una
evidente reduccion en la cantidad de estomas en hojas de trigo y en arboles de umbu, respectivamente.
Por contraste, un aumento en la densidad estomatica fue observada en gramineas bajo moderado
estrés hidrico, aunque el incremento fue revertido a medida que aumenté la severidad del estrés (Xu y
Zhou, 2008). Por el contrario, no se observaron variaciones en el nimero de estomas bajo sequia en
mani (Clifford et al., 1995). A pesar de estas respuestas dispares entre especies, la relativa similitud
transcripcional observada bajo condiciones de estrés entre SchSDD1-like y AtSDD1 sugiere que

podrian cumplir funciones similares en condiciones normales y de estrés.
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En Arabidopsis thaliana, AtSDD1, TMM, ER, YODA y MAPK3/6 regulan de manera negativa el
desarrollo de estomas (Pillitteri y Torii, 2012); ejerciendo un efecto inhibitorio sobre los factores de
transcripcién del tipo bHLH que forman parte de la ruta canoénica de produccion estomatica en
Arabidopsis (Pillitteri y Torii, 2007). Recientemente, Castilhos et al. (2014), utilizando resultados

depositados en la base de datos Genevestigator (www.genevestigator.com), reportd la represién

génica bajo condiciones de sequia de AtSPCH y AtMUTE, no existiendo informacién disponible para
AtFAMA. Considerando este antecedente, se procedié a evaluar la actividad transcripcional de estos
tres genes en Arabidopsis bajo sequia y compararlos con lo observado en los posibles homélogos en S.
chilense, para asi relacionarlo con el perfil de expresion génica de AtSDD1 y SchSDD1-like,
respectivamente. Los datos de expresion mediante gPCR se indican en la figura 20 para los bHLH de
S. chilense y en la figura 8 para Arabidopsis. Los resultados observados en los factores de
transcripcién SchSPCH-like y SchMUTE-like indican una clara represion bajo condiciones de estrés,
aunque la disminucion en la expresion génica en SchSPCH-like es mas rapida que en SchMUTE-like.
Sin embargo, al dia 4 de tratamiento, ambos genes estan reprimidos, manteniéndose asi hasta el final
del ensayo. Interesantemente, SchFAMA-like no mostrd variaciones significativas en su expresion
génica durante todo el tiempo del ensayo, lo que pudiese indicar que la modulacion bajo condiciones de
estrés en tomate silvestre, es ejercida sobre los 2 primeros factores de transcripcion de la ruta de
desarrollo de estomas, fundamentalmente sobre el primero de ellos, cuya funcién reportada en
Arabidopsis es la primera division asimétrica del linaje estomatico, conocida como division de entrada
(Bergmann y Sack, 2007). Una posibilidad es que el efecto represor ‘“tardio” de SchMUTE-like,
comparado con SchSPCH-like de cuenta de un punto de control adicional que asegure una disminucion
efectiva y necesaria de la abundancia estomatica en las hojas nuevas de S. chilense (figura 20).
Interesantemente en alamo, Hamanishi et al. (2012) encontr6 que el unico de los bHLH que se reprimio
durante un experimento de sequia fue FAMA, observandose un menor nimero de estomas en las hojas
que se desarrollaron durante el estrés, lo cual es consistente con la funcién de este gen en Arabidopsis,
sugiriendo un papel central de este gen en el control del desarrollo estomatico en Populus bajo
condiciones de sequia. Por su parte, los tres bHLH se ven reprimidos en Arabidopsis sometidas a estrés
por sequia (figura 8). Este resultado es consistente con lo reportado en la literatura basandose en los
resultados depositados en base de datos (Castilhos et al., 2014) y con lo recientemente reportado por

Tricker et al. (2012) en que plantas de Arabidopsis expuestas a una condicion estresante de baja

Tesis: “Evaluacion de la expresion constitutiva del gen SchSDD1-like sobre la densidad estomdtica y su efecto en la respuesta frente
a déficit hidrico en plantas heterélogas”


http://www.genevestigator.com/

Universidad de Talca, Instituto de Ciencias Bioldgicas. 97

humedad relativa (45+5%), los niveles de transcritos de SPCH y FAMA se vieron significativamente
reducidos provocando menor densidad estomatica en las hojas nuevas de dichas plantas. Por tanto, a
diferencia de lo observado en S. chilense y Populus, en Arabidopsis al parecer los tres genes son parte
de la integracion entre el desarrollo estomatico y la respuesta frente a condiciones ambientales como la
sequia. Como hipotesis alternativa, el efecto directo sobre SPCH y sus homologos, puediese tener un
efecto represor sobre los siguientes factores de transcripcion, toda vez que ellos actuan de manera
secuencial en el desarrollo de estomas, aunque a la luz de los resultados aqui presentados y lo
reportado en la literatura, esto seria plausible solo en S. chilense y en Arabidopsis, no asi en alamo. A
pesar de esto, mayor progreso experimental debe realizarse en esta area para plantear el posible
mecanismo de control de los bHLH estomaticos frente a condiciones de estrés abidtico en general.
Independiente de lo anterior, los niveles de expresion de SchSPCH-like, SchMUTE-like y SchFAMA-like,
sugieren que la expresion de SchSDD1-like puede controlar la expresion de estos genes asociados con
el desarrollo de estomas. Estos resultados sugieren que S. chilense y Arabidopsis podrian compartir
una ruta de sefializacion similar para el desarrollo de estomas.

La fitohormona ABA juega un papel importante en la maduracion de la semilla y la dormancia y
en la adaptacion a una variedad de estrés ambientales. Una de las funciones importantes de ABA es
acelerar el cierre estomatico (Qin y Zeevaart, 2002; Melhorn et al., 2008). Adicionalmente, ha sido
reportado que plantas de Tradescantia virginiana tratadas con ABA presentaron una mayor densidad
estomatica en la epidermis, respecto al control (Franks y Farquhar, 2001). De manera reciente, Tanaka
et al. (2013) realizando analisis sobre una serie de plantas de Arabidopsis mutantes en el metabolismo
de ABA, demostrd que esta fitohormona reduce el nimero de células epidermales que ingresan al linaje
estomatico y por tanto, provoca una disminucion de la densidad estomatica de las nuevas hojas de
Arabidopsis. En esta tesis, la aplicacion exogena de ABA (100uM) indujo de manera significativa a
SchSDD1-like y a AtSDD1 (figura 21 y figura 9, respectivamente). Comparativamente, la respuesta del
gen homdlogo en tomate silvestre, es mucho mas rapida que lo observado en Arabidopsis. En lo
especifico, ya a la hora de iniciado el tratamiento SchSDD1-like presenta una induccion significativa
respecto al control tratado con agua siendo sostenida hasta las 4h, alcanzando su nivel maximo a las
12h luego de la aplicacion de ABA. En cambio AtSDD1, no se observo variacion en los niveles de
transcrito hasta las 6h de iniciado el tratamiento, momento en el cual hay una induccién significativa de

la expresion del gen mantenida hasta las 12h. En tiempos posteriores, a difierencia de lo observado en
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S. chilense, AtSDD1 los niveles de expresion fueron comparables al control. Considerando que ABA
esta involucrado en la respuesta a estrés y que la aplicacion exdgena de esta hormona tiene por
resultado “adelantar” temporalmente esa respuesta, los resultados obtenidos son coincidentes con lo
visualizado en S. chilense bajo condiciones de sequia y estrés salino y en Arabidopsis en sequia. Es
probable que los efectos represores observados en SchSDD1-like y AtSDD1 observados en los tiempos
tardios del ensayo de sequia, se deba probablemente a un hipotético control negativo de la expresion
dependiente de ABA considerando que la induccion y sefializacion por ABA se mantiene en los
marcadores moleculares en condiciones de sequia SChAREB1 y AtRD29A (figura 22y figura 10). De
manera indirecta, es posible que algun factor de transcripcion que controle la expresion de AtSDD1 que
se reprima inicialmente por ABA (o por sequia), vuelva a niveles de expresion comparables al estado
inicial 0 a una inhibicion paulatina de la represion. El Unico represor de AtSDD1 reportado a la fecha es
GTL2-like1, el cual disminuye su represion bajo condiciones de déficit hidrico (Yoo et al., 2010). Los
datos depositados en Arabidopsis eFP Browser indican que AtGTL2-like1 se reprime por ABA 'y en
ensayos por sequia; y en este ultimo caso, al cabo de 6h de tratamiento, los valores de expresidn son
similares al control lo que podria sustentar la hipotesis propuesta. Recientemente, otros miembros de
esta familia de factores de transcripcion involucrados en la tolerancia a estrés salino han sido descritos
en Arabidopsis (Park et al., 2004; Wang et al., 2014b) , lo que aumenta las posibilidades de la
participacion de este tipo de factores de transcripcion en los mecanismos de respuesta frente a estrés.
Es interesante proponer este mecanismo de control, ya que debe existir un equilibrio entre la cantidad
de estomas suficientes y necesarios para asegurar la viabilidad de la planta. Si la activacion de la ruta
de control negativo de estomas estuviese permanentemente activada bajo estrés, por ejemplo,
mediante la induccion sostenida de SchSDD1-like/AtSDD1, exisitira la posibilidad de que el nimero de
estomas fuese tan bajo, que la captacién de CO: y la fijacion del carbono atmosférico durante la
fotosintesis no pudiera satisfacer los requerimientos metabdlicos de la planta, poniedo en riesgo la
sobreviviencia del organismo vegetal; por lo tanto, tiene sentido la disminucién en la expresion de estos
genes, después de un alto nivel de expresion como respuesta inicial. A la fecha, en Arabidopsis solo
mutantes de los bHLH han sido reportados carentes de estomas, siendo muy dificiles de mantener en
condiciones experimentales, incluso la planta mutante homocigota spch-1 es pequefia e infértil
(MacAlister et al., 2007). Paralelamente, y continuando con la hipétesis propuesta acerca de una posible

ruta de sefializacion comun del desarrollo de estomas en S. chilense y Arabidopsis, se analizé el perfil
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transcripcional de los bHLH en ambas especies bajo tratamiento con ABA. La figura 22 muestra los
resultados para los posibles homologos en S. chilense. Coincidentemente con lo observado bajo
condiciones de sequia en esta especie, solo SchSPCH-like y SchMUTE-like se reprimen bajo
tratamiento con ABA, visualizandose este comportamiento a la 1h de iniciado el ensayo en ambos
casos. Durante todos los tiempos evaluados, el perfil de expresidn génica es oscilante aunque a las 12h
y 24h ambos estan reprimidos, lo que coindice con una induccion significativa de SchSDD1-like (figura
21). Al igual que en el ensayo por sequia, SchFAMA-like no presentd variaciones en su expresion
génica, lo que refuerza la idea de que son SchSPCH-like y SchMUTE-like los puntos de modulacion en
la ruta candnica de desarrollo de estomas en S.chilense. En el caso de Arabidopsis, la figura 10
muestra que los 3 genes responden reprimiéndose frente al tratamiento. Interesantemente, AtSPCH
muestra un perfil de expresién génica similar a su homologo en S.chilense, siendo significativa a las
12h, lo que coincide con una induccion significativa de AtSDD1 (figura 9). Respecto a AIMUTE y
AtFAMA, la represion es significativa a tiempos mas tempranos a la induccion observada de AtSDD1.
Es probable que la represion por ABA de estos genes sea en tiempos tempranos, independientes de
AtSDD1. Esto permite sugerir que el efecto del ABA sobre la respuesta a estrés tenga dos
componentes: uno fisioldgico que involucra el cierre estomatico el cual se ha reportado que es tan
rapido como a los 5 minutos (Tanaka et al., 2005), y uno genético mas tardio que involucraria una
represion de AIMUTE/AtFAMA para detener el progreso del desarrollo estomético prevalente, para
luego reprimirse también AtSPCH y detener el proceso de generacion de estomas desde la entrada al
linaje estomatico. De manera general, los resultados obtenidos en Arabidopsis, estan en concordancia
con lo reportado por Tanaka et al. (2013) en que a medida que los niveles endégenos de ABA
aumentan, los niveles de expresién de AtSPCH y AtMUTE disminuyen. De manera relevante, los
resultados obtenidos en esta investigacion muestran que los niveles de SPCH, MUTE y FAMA en
Arabidopsis; y SPCHy MUTE en S. chilense, se ven reprimidos en condiciones de sequia y tratamiento
de ABA, mostrando un comportamiento inverso a SDD1 en las mismas condiciones, sugiriendo que
SchSDD1-like/AtSDD1 puede controlar la expresion de estos genes asociados con el desarrollo de
estomas, lo que explicaria la disminucion de la densidad estomatica reportada en las hojas nuevas en
S.chilense (Tapia, 2005) y en Arabidopsis (Tricker et al., 2012). Asi mismo, esto también indicaria que
Arabidopsis y S.chilense compartirian una ruta de sefializacion comun para el desarrollo de estomas.
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Para comprender con mayor detalle la respuesta frente a sequia y ABA por parte de los genes
evaluados en Arabidopsis y de esta manera tener alguna aproximacion de los posibles elementos
presentes en los promotores de los respectivos homélogos en S. chilense, considerando la respuesta
similar observada en los genes ante ambas condiciones, se realizé un estudio bioinformético de las
2000 pares de bases antes del ATG de los genes de Arabidopsis. El analisis in silico de la region rio
arriba del gen AtSDD1 indicd que posee una serie de elementos asociados a la respuesta a
deshidratacion y ABA: ABRE, CBF/DREB, MYB y MYC. Los dos principales elementos en cis
encontrados en promotores inducibles por sequia, salinidad y frio, son ABRE (ABA-responsive element)
y DRE/CRT (Dehydration-responsive element/C-RepeaT), y ambos han sido reportados en la activacion
de la expresion génica en respuesta a estrés (Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki, 2005). Los elementos
ABRE encontrados en la regiéon promotora de los genes analizados, es la principal secuencia en cis
involucrada en la induccién génica mediada por ABA, el cual es reconocido por proteinas del tipo
AREB/ABF para activar la transcripcion de los genes de respuesta a la fitohormona (Uno et al., 2000).
Por su parte, el motivo DRE encontrado estd presente en la region promotora de los genes blanco
activados por los factores de transcripcion del tipo CBF/DREB1, los cuales son codificados por genes
de rapida induccion por frio (Kasuga et al., 1999; Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki, 2005).
Interesantemente, ha sido reportado que la sobreexpresiéon de genes que codifican para proteinas
CBF/DREBH1, lograron conferir tolerancia al frio, sequia y salinidad, revelando su participacion general
en la respuesta a estrés por déficit hidrico (Liu et al., 1998). La presencia de todos estos elementos de
respuesta encontrados en SDD1, dan cuentan de la induccion por sequia y ABA observados para el gen
bajo estos tratamientos. Adicionalmente, las secuencias reconocidas por factores de transcripcion MYC
y MYB detectadas en el promotor de SDD1, fueron descritas en el promotor del gen RD22 el cual es
inducible por ABA. Interesantemente, la sintesis de las proteinas MYC y MYB depende de la
acumulacion gradual de ABA, lo que revela que su participacion esta relacionada con la respuesta en
eventos tardios del estrés (Abe et al., 2003). Esta ultima caracteristica, permite sugerir que sea, en
parte, responsable de la induccién a las 6h después de iniciado el tratamiento con ABA, a diferencias de
lo observado en MUTE y FAMA, que se inducen mas rapido. Por otra parte, una alta cantidad de sitios
GT, reconocidos por los factores de transcripcion denominados GT-2 (Zhou, 1999), los cuales fueron
identificados en los promotores de genes regulados por luz, tal como el gen que codifica para la

subunidad pequefia de la RUBISCO de arveja (Green et al., 1987), recientemente ha sido reportada su
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participacion en la tolerancia a estrés abiotico en Arabidopsis (Xie et al., 2009). En ese contexto, Yoo et
al. (2010), encontro evidencias que le permitieron plantear que bajo condiciones de riego normal, GTL1
trans-reprime a SDD1 en Arabidopsis, resultando una regulacién positiva del nimero de estomas. Sin
embargo, bajo estrés por déficit hidrico, GTL1 se reprime, provocando la induccién de SDD1 y con esto,
un control negativo del desarrollo estomatico, reduciéndose el numero de estomas en las hojas para
reducir la transpiracién y asi, aumentar el uso eficiente de agua en la planta bajo condiciones de estrés.
Este modelo de regulacion, sitta a SDD1 como un gen integrador entre las condiciones ambientales
prevalentes durante el ciclo vital de la planta y la modulacién del desarrollo estomatico como un
mecanismo de plasticidad fenotipica para hacer frente al estrés. Por tanto, es posible que el tratamiento
de sequia y ABA aplicado, reprimieran la expresion génica de GTL1, inhibiendo la represidén sobre
SDD1 bajo ambas condiciones, lo que se correlacionaria con la induccion observada de AtSDD1 (figura
7y 9). La presencia de un gran set de elementos de respuesta en cis, indican una regulacion altamente
compleja y probablemente sinérgica frente a condiciones de estrés.

Por otra parte, también se analiz6 del mismo modo las regiones promotoras de los 3 genes
bHLH reguladores positivos del desarrollo estomatico de Arabidopsis. Secuencias ABRE y MYC se
encontraron en las tres regiones promotoras. Sumado a estos motivos, todas ellas contienen elementos
LTRECOREATCOR15, los cuales median la respuesta a bajas temperaturas y a deshidratacién en
forma independiente de ABA (Shinozaki et al., 2003). En conjunto, estas secuencias estan involucradas
en la respuesta mediada por deshidratacion y ABA, las que pueden estar relacionadas con la induccion
o represion de determinados genes dependiendo del factor de transcripcidon que participe en el
reconocimiento del elemento en cis (Shinozaki et al., 2003). En funcién de los resultados obtenidos, en
los cuales los SPCH, MUTE y FAMA se reprimen bajo sequia y ABA, es posible proponer que estan
sometidos al efecto de algun represor transcripcional no determinado, cuya actividad y/o expresion se
ve inducida en estas condiciones. Una hipétesis alternativa, es que las sefiales mediadas por la
actividad y/o induccion de la expresion génica de SDD1 —u otro represor del desarrollo estomatico, sean
suficientes para reprimir transcripcionalmente a estos genes de la ruta canénica del desarrollo
estomatico en Arabidopsis. En este sentido, el elemento GT se encontrd altamente representado en
todas las secuencias; motivo que esta involucrado en la represion transcripcional de SDD1 (Yoo et al.,
2010). Estos mismos autores, proponen que posiblemente otros miembros de la familia GT-2 que estan

estrechamente relacionados con GTL1, pueden tener funciones similares como represor transcripcional
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de SDD1. Esto podria ser aplicado a otros genes del desarrollo estomatico, respaldando la hipétesis
propuesta: Si GTL1 reprime la expresion de SDD1T y esta represion se ve inhibida bajo estrés, la
concomitante induccién génica de SDD1 podria ser suficiente para activar la ruta de control negativo del
desarrollo de estomas y también reprimir la transcripcién de SPCH, MUTE y FAMA; u otros miembros
de la familia GLT1 podria reprimir directamente a estos genes. Cualquiera de estas hipétesis, explicaria,
a lo menos parcialmente, la represion génica observada en estos 3 genes bajos los tratamientos
evaluados (figura 8 y 10). Otra secuencia que significativamente esta representada, es el motivo de 9
nucledtidos denominado ATH-5. ATH-5 es un factor de transcripcion que experimentalmente se ha
reportado como un regulador positivo de la sensibilidad a ABA, mediando el efecto inhibitorio de ABA
sobre el crecimiento de la plantula (Johannesson et al., 2003). Esto indica que los genes que presenten
esta secuencia en la regién promotora, estardn sometidos a una regulaciéon negativa mediada por ABA
y su sensibilidad a la presencia de la fitohormona posiblemente dependera de la cantidad de elementos
ATH-5 que contengan. De esta manera, de los 3 genes reguladores positivos del desarrollo estomatico,
FAMA es el que presenta la mayor cantidad de elementos ATH-5 (12x), lo que se correlaciona con la
rapida represion bajo tratamiento con ABA (figura 10). MUTE y SPCH presentan una menor cantidad
de elementos ATH-5, lo que explicaria la cinética mas lenta respecto a FAMA en reprimirse bajo
tratamiento con ABA. AtSDD1 también presenta sitios ATH-5, sin embargo, son solo 2, lo que sugiere
un menor efecto represor de ABA sobre este gen. Este efecto represor de ABA, probablemente se vea
aumentado a medida que ABA se acumula en la planta producto del estrés, lo que explicaria la
represion que se observa en plantas de Arabidopsis bajo sequia a los 8 dias post-tratamiento (figura 7).
A pesar de esto, la posible combinacién funcional entre ABRE, DRE, GT, ATH-5; entre otros, debe ser
estudiada con mayor detalle.

En conjunto, la presencia de una serie de elementos de respuesta a ABA y estrés abiotico,
puede dar cuenta del comportamiento transcripcional observado en los genes de la ruta de desarrollo
de estomas evaluados en Arabidopsis, lo cual permite suponer una presencia comun de tales
secuencias regulatorias en las regiones promotoras de los homdlogos de S. chilense. Cabe sefialar que
la existencia de varios otros elementos cis potencialmente involucrados en la respuesta a ABA y estrés
abidtico, indica que el estudio de procesos complejos, tales como la aclimatacién o tolerancia a estrés,
puede basarse en la identificacion de combinacién o combinaciones de elementos cis (Lindlof et al.,
2009), por lo tanto, contar con un conjunto de secuencias reguladoras puede resultar en un control de la
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transcripcion extremadamente complicado. Los datos in silico obtenidos, respaldan los antecedentes

previos que indican que la densidad estomatica es modulada por factores ambientales.

X.5 SchSDD1-like estd involucrado en la regulacién de la densidad estomatica y en
su patrén de distribucién en las hojas

Todos las evidencias obtenidas indicarian que el gen SchSDD1-like seria el homdlogo funcional
del gen SDD1 de Arabidopsis. Con la idea de confirmar este postulado, plantas mutantes sdd1-3 fueron
complementadas con el gen SchSDD1-like. El resultado de este ensayo, permitio obtener varias lineas
complementadas con diferente nivel de expresion del transgen (figura 23), las cuales exhibieron una
significativa reduccion del nimero de estomas comparada con la planta sdd1-3 (figura 24, figura 25y
figura S1-lll ). La figura 24 muestra el fenotipo epidermal de la mutante, la cual presenta una altisima
densidad estomatica comparada con la planta silvestre, ademas de presentar estomas agrupados
(clusters), esto es, violando la regla del “espaciamiento de una celula”’. De manera notable, la planta
mutante y las plantas complementadas no exhibieron ningun otro fenotipo detectable en el desarrollo, lo
que refuerza la idea que SchSDD1-like actia especificamente en el desarrollo estomatico en S.
chilense, de manera similar a lo reportado para AtSDD1 (Berger y Altman, 2000). Sin embargo, tal como
lo consigna la figura 24C y D, si bien existe una significativa reduccion del nimero de estomas en las
hojas de las plantas complementadas, el fenotipo de estomas agrupados no desaparecié por completo.
Considerando que esto puede ser un efecto secundario de la expresion constitutiva del transgen en las
plantas complementadas, el resultado fenotipico permite plantear que SchSDD1-like es el putativo
ortolégo del gen SDD1 de Arabidopsis.

Nuevamente para desafiar la hipotesis entre la expresion de los bHLH y la disminucién de la
densidad estomatica, se examinaron en las plantas complementadas bajo condiciones de crecimiento
normal, los niveles de mRNA de estos factores de transcripcion. La figura 26 indica que claramente la
alta abundacia estomatica observada en la planta mutante sdd7-3 se relaciona con los altos niveles de
expresion de SPCH, MUTE y FAMA en sus hojas nuevas, comparados con la planta silvestre. Esto
indica que la ruta de control negativo del desarrollo de estomas, esta desregulada en la planta mutante
evidenciando que AtSDD1 ejerce un control sobre la expresion de los bHLH. Validando lo anterior, la
figura 27 muestra que la complementacion de la planta mutante sdd71-3 redujo de manera significativa

los niveles de expresion de los 3 genes bHLH de manera proporcional a la expresion del transgen,
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demostrando el efecto regulador negativo de SchSDD1-like sobre la expresion genica de SPCH, MUTE
y FAMA. Asi mismo, esto reforzaria la idea de que Arabidopsis y S.chilense comparten una ruta de
sefalizacion comun para el desarrollo de estomas. Sin embargo, considerando que estos tres genes
actian de manera secuencial durante el desarrollo de estomas y que la expresion de MUTE y FAMA
depende de la expresiéon de SPCH (MacAlister et al., 2007), queda pendiente por demostrar si el efecto
es solo sobre SPCH o actua reprimiendo a los 3 genes de manera independiente.

Segln el modelo actual de control del desarrollo estomatico en Arabidopsis, la ruta de
sefalizacion TMM/ERf-YODA-MAPK actia de manera negativa sobre los factores de transcripcion
bHLH que controlan las etapas secuenciales involucradas en la formacion de los complejos estomaticos
(Bergmann et al., 2004; Shpak et al., 2005; Wang et al., 2007b). El paso de fosforilacion de SPCH por
MPK3/6 ha sido demostrado como el evento que controla la entrada al linaje estomatico, ademas de
conectar la ruta de las MAPK con los reguladores transcripcionales del desarrollo de estomas (Lampard
et al., 2008). Las modificaciones post-traducionales como la fosforilacion, tienen la potencialidad de
cambiar las propiedades de las proteinas, entre ellas, su actividad, localizacion subcelular, afinidad por
otras proteinas o por el DNA (Dong y Bergmann, 2010). Kanaoka et al. (2008), demostrd
experimentalmente que la afinidad del heterodimero que forma SPCH con los bHLH
ICE1(SCRM)eSCRM2, los cuales dirigen la accién secuencial de SPCH, MUTE y FAMA, es débil. Sin
embargo, la proteina mutante scrm-D (ICE1r23en), tiene una mayor afinidad por SPCH y presenta un
fenotipo de exceso de estomas, similar al observado en plantas que expresan SPCH sin su dominio de
fosforilacion (MPKTD), indicando una actividad constitutiva de SPCH. Por lo tanto, si la actividad de
SPCH requiere la asociacion con SCRMeSCRM2 vy la fosforilacion es una sefial inhibitoria de la
actividad transcripcional de SPCH (Lampard et al., 2008), es posible que una activacion permanente de
la ruta de control negativo produzca una fosforilacién permanente de SPCH desestabilizando el
heterodimero, la degradacion de SPCH y la consecuente disminucién del conjunto de células que
terminara siendo estomas maduros. Evidentemente, estos eventos deben ser rigurosamente evaluados
experimentalmente. Interesantemente, se ha reportado que SPCH se une directamente a su propio
promotor y a los promotores de ICE1/SCRM y SCRM2 para inducir su expresién (Kanaoka et al., 2008;
Lau et al., 2014), poniendo en evidencia una retroalimentacién positiva de la regulacion génica de este
circuito molecular necesaria para generar la asociacion SPCH/SCRM activa y dirigir la entrada al linaje

celular. Asimismo, SPCH se une directamente al propio promotor de MUTE (Lau et al., 2014). Estos
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antecedentes permiten especular que la activacion de la ruta de control negativo de la abundancia
estomatica, inducida por la expresion constitutiva de SchSDD1-like, provoca una actividad permanente
de las MAPK3/6 aumentado los niveles de SPCH fosforilado. EI aumento de SPCH fosforilado, induce
su degradacioén, lo cual trae como consecuencia una disminucion de los niveles de transcrito de SCPH,
ICE1/SCRM, SCRM2 y MUTE. Y si, aunque no ha sido demostrado hasta la fecha, FAMA fuese blanco
molecular de SPCH y/o MUTE, entonces una disminucién de la actividad transcripcional de ambos,
produciria una disminucion en la cantidad de transcritos de FAMA. Este “modelo” de regulacion
transcripcional sugerido, se ve respaldado por los resultados de expresion génica observados en la
planta mutante sdd7-3 de Arabidopsis, la cual no presenta la proteina SDD1 funcional, y que exhibe una
elevada cantidad de mRNA de SPCH, MUTE y FAMA, respecto a la planta wild-type (Figura 26) y una
alta densidad estomatica. Del mismo modo, las plantas silvestres que sobreexpresan el gen SchSDD1-
like, presentan una represion transcripcional de los genes reguladores positivos del desarrollo de
estomas (Figura 31 y 37), evidenciandose que las sefiales producidas como consecuencia de la
actividad de SchSDD1-like, y probablemente también de AtSDD1, regulan transcripcionalmente genes
rio abajo involucrados en el desarrollo de estomas. Sin embargo, los resultados obtenidos en esta tesis,
no permiten descartar la participacion de otros genes que estén involucrados de manera directa o

indirecta en la regulacion de la expresion génica de SPCH, MUTE y FAMA.

X.6 La reduccidén de la densidad estomatica producto de la sobreexpresion de
SchSDD1-like aumenta la tolerancia a la deshidratacion en plantas de
Arabidopsis y tomate

El estrés hidrico, junto con la salinidad y las bajas temperaturas, son los principales factores
medioambientales que afectan considerablemente la productividad, el rendimiento y la calidad de los
diferentes cultivos de interés agronoémico. El avance del conocimiento sobre la regulacién génica en
respuesta a estrés, ha permitido en algunos casos, entender a nivel transcripcional los mecanismos de
adaptacion y aclimatacion de las plantas que enfrentan dichas condiciones adversas. En este contexto,
la expresiéon de SchSDD1-like se vio inducida por salinidad, sequia y ABA. Por tanto, este gen fue
sobreexpresado en Arabidopsis para evaluar su posible papel en conferir tolerancia a la deshidratacion.
Con la misma idea, SchSDD1-like fue expresado de manera constitutiva en plantas de tomate cultivado,
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considerando ademas la alta cercania filogenética entre S. chilense y S. lycopersicum, y el potencial
uso biotecnoldgico de SchSDD1-like en un cultivo de interés comercial.

En Arabidopsis, dos lineas transgénicas independientes que sobreexpresaron el gen SchSDD1-
like fueron escogidas para los analisis. Como muestra la figura 28, el analisis mediante gPCR indica
que la linea transgénica 1 presentd el mayor nivel de expresion del transgen y la linea 2 el menor.
Considerando entonces la similitud entre SchSDD1-like y AtSDD1 a nivel de secuencia, expresion
organo—especifica y modulacion transcripcional sobre los bHLH involucrados en el control del desarrollo
estomatico, se analizd el efecto de la sobreexpresion de SchSDD1-like sobre la abundancia estomatica
en las hojas de Arabidopsis. Efectivamente, tal como lo indica la figura 29 y la figura 30 (también la
figura S3-lll), las plantas sobreexpresoras presentan una significativa disminucion en la densidad
estomatica de la epidermis abaxial de las hojas de Arabidopsis, observandose ademas que dicha
disminucion es proporcional al nivel de expresion del transgen. Cabe sefalar, que estas lineas
transgénicas, las cuales presentaron una disminucion de un 34% (linea 1) y de un 18% (linea 2) en la
densidad estomatica respecto a la planta silvestre, no exhibieron ningun otro fenotipo detectable en el
desarrollo, sugiriendo que la sobreexpresion de SchSDD1-like especificamente afecta el desarrollo
estomatico.

En tomate cultivado, cuatro fueron las lineas transgénicas independientes que sobreexpresaron
el gen SchSDD1-like escogidas para los analisis. Como muestra la figura 34, el anélisis mediante
qPCR indica que la linea transgénica 1 presento6 el mayor nivel de expresién del transgen y la linea 7 el
menor. Considerando el resultado obtenido de la sobreexpresion del gen SchSDD1-like en Arabidopsis,
se analizd el efecto sobre la abundancia estomética en las hojas completamente expandidas de las
plantas transgénicas de tomate. La figura 35 y la figura 36, muestran que las Psss:SchSDD1-like de
tomate presentan una significativa disminucién en la densidad estomatica de la epidermis abaxial de
sus hojas, comparadas con las de la planta silvestre. Cabe sefialar, que estas lineas transgénicas, las
cuales presentaron un rango de disminucién en la densidad estomatica respecto a la planta silvestre,
que va desde un 64% (linea 1) hasta un 48% (linea 7), no exhibieron ningun otro fenotipo detectable en
el desarrollo de manera similar a lo observado en las plantas sobreexpresoras de Arabidopsis,
ratificando que la sobreexpresion de SchSDD1-like afecta solo el desarrollo estomatico.

Tanto en Arabidopsis como en tomate, los valores obtenidos de densidad estomatica no estan
en directa proporcionalidad a los niveles de expresion del transgen. Esto probablemente estd en
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relacion con la ruta de sefializacién mediante receptor-ligando, (interaccién que presenta, en general,
una de cinética de saturacion (Hulme y Trevethick, 2010)), involucrada en el control negativo de la
abundancia estomatica. Como el putativo ligando procesado por AtSDD1 debe ser reconocido por el
receptor AtTMM y AtERECTA, es probable que la ruta alcance un punto de saturacion y a pesar de
tener una gran cantidad de la proteina AtSDD1 disponible (y posiblemente de su ligando), esta no se
vea reflejada en un mayor nivel de induccién de la ruta y en la correspondiente disminucién en la
cantidad de estomas en la epidermis foliar. Por otra parte, la epidermis de las plantas sobreexpresoras
exhiben células del pavimento y estomas de mayor tamafio respecto a las mismas células en la planta
silvestre (figura 30 y figura 36). Respecto a las células del pavimento, estas se definen como una
célula diferenciada que proviene directamente de una célula protodermal o de una MMC, siendo estas
ultimas las que contribuyen en mayor cuantia (>50%) al numero de células del pavimento (Geisler et al.,

2000). Las células del pavimento provenientes de una célula protodermal no diferenciada son més

grandes que las derivadas de una MMC (Hara et al., 2009); por tanto, es posible que la sobreexpresion

de SchSDD1-like impida el ingreso de las células al linaje estomatico. En cuanto al mayor tamafio
observado de los estomas, recientemente ha sido demostrado en Arabidopsis que existe una relacion
inversa entre el tamafio y la densidad estomatica (Doheny-Adams et al., 2012); lo que se traduce en
una significativa disminucion en la conductancia estomatica y en la asimilacién de CO respecto a la
planta silvestre (Franks et al., 2015). Sin embargo, de manera notable, las plantas con menor densidad
de estomas, presentan un uso eficiente del agua significativamente mayor a las plantas silvestres y a
las mutantes con alta densidad estomatica. Es probable que exista un mecanismo que permita
compensar la menor presencia de estomas, ajustando el tamafio y/o la apertura del poro estomatico y
de esta manera evitar comprometer la viabilidad de la planta. Es probable que la sobreexpresion de
SchSDD1-like en Arabidopsis para disminuir la densidad estomatica en sus hojas, genere el efecto
opuesto en el tamafio. De esta manera, la ruta que controla la densidad y el tamafio de los estomas
parece estar relacionada. Sin embargo, si la sefializacion que involucra a AtSDD1 (o a SchSDD1-like)
influye directa o indirectamente sobre el tamafio de los estomas, debe ser estudiada con mayor detalle.
Considerando que la inducciéon de SchSDD1-like bajo estrés, coincide con una disminucion en
los niveles de expresion de los bHLH en tales condiciones y que la sobreexpresion del mismo gen en
Arabidopsis y tomate, redujo la cantidad de estomas en las plantas transgénicas, fue posible plantear la

hipétesis que la reduccion del numero de estomas observado, respondia a una alteracion en la
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expresion génica de los reguladores positivos del desarrollo estomatico en estas plantas. Para probar
esta hipotesis, se examinaron en las plantas transgénicas bajo condiciones de crecimiento normal, los
niveles de mRNA de los factores de transcripcion claves que participan en la ruta canénica de desarrollo
estomatico en Arabidopsis. Tal como lo indica la figura 31, los niveles de expresion de AtSPCH,
AIMUTE y AtFAMA estan reprimidos de manera significativa en las plantas transgénicas, cuya
extension esta correlacionada con los niveles de expresion de SchSDD1-like. En este sentido, Yang et
al. (2011) observé que plantas de Arabidopsis que sobreexpresaron el gen WIN1/SHN1, involucrado en
la biosintesis de las ceras cuticulares, presentaron una menor abundacia estomatica, que se
correspondié con una disminucion en los niveles de expresion de AtSPCH, AIMUTE, y en menor
proporcion, AtFAMA. De esta manera, es posible sugerir que la disminucién de la densidad estomatica
en las hojas de las lineas transgénicas, responde al efecto represor que ejerce SchSDD1-like sobre los
genes que forman parte de la ruta candnica de desarrollo de estomas, ademas de limitar
probablemente, el nimero de células que ingresan al linaje estomatico. El mismo anélisis realizado en
tomate, mostré que todas las lineas transgénicas exhibieron una significativa reduccion de los niveles
de mRNA de SolycSPCH-like; y la linea #1 y #7 mostraron similar resultado para el gen SolycMUTE-
like. Interesantemente, los niveles de transcritos de SolycFAMA-like no mostraron variaciones
significativas (Figura 37). Estos resultados indican que en tomate, el control del desarrollo estomatico
es principalmente modulando la actividad transcripcional de los primeros eventos del desarrollo
estomatico, esto es, regulando la expresiéon de los homélgos de SPCH y MUTE. Posiblemente, el
practicamente inalterable perfil transcripcional de SolycFAMA-like se deba a que este gen no es un
blanco molecular de las sefiales gatilladas por la expresion de SchSDD1-like. Estas evidencias
confirman lo observado bajo sequia y aplicacion exégena de ABA (figura 20y figura 22), en los cuales
los genes reguladores positivos del desarrollo estomético en tomate modulados por estas condiciones,
fueron SchSPCH-like y Sch(MUTE-like.

Recientemente se ha sugerido que una menor densidad estomatica confiere una mayor
tolerancia a la sequia (Yoo et al., 2010; Yang et al., 2011; Xie et al., 2012). Consistente con estos
estudios, las plantas transgénicas de Arabidopsis que sobreexpresaron el gen SchSDD1-like, las cuales
presentaron una disminucion en la densidad estomatica en sus hojas, exhibieron una menor tasa de
pérdida de agua (figura 32), lo que indica que las plantas sobreexpresoras y la linea complementada
evaluada, tienen una significativo aumento en la capacidad de retencién del agua disponible; lo cual
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estuvo en correspondencia con el nivel de expresion del transgen en las diferentes lineas transgénicas.
La tasa de pérdida de agua es un parametro importante que refleja el estado hidrico de la planta y se ha
utilizado como un indicador confiable de la tolerancia a la sequia en plantas (Dhanda y Sethi, 1998;
Song et al., 2012; Xie et al., 2012; Zhang et al., 2012; Tamirisa et al., 2014; Wang et al., 2014a). Similar
a lo observado en las plantas transgénicas de Arabidodopsis, las plantas de tomate que sobreexpresan
el gen SchSDD1-like, también presentaron una menor densidad estomatica respecto a la planta de
tomate no transformada (figura 35 y figura 36), y consecuentemente exhibieron una menor tasa de
pérdida de agua, sin existir diferencias significativas en este parametro entre las lineas transgénicas, a
pesar de los distintos niveles de expresion del transgen (figura 34), reflejando probablemente también,
que la via de control negativo del desarrollo de estomas en tomate, estd sometida, tanto a una
dependencia de la presencia de un receptor, probablemente el homédlogo de TMM, y a la respectiva
saturacion del mismo (Hulme y Trevethick, 2010). Por su parte, ha sido reportado que plantas de tomate
mutantes con deficiencia en el metabolismo del ABA y que presentan menores concentraciones
endogenas de la hormona, presentaron una mayor tasa de transpiracion asociada a mas estomas en
sus hojas y tendientes a permancer abiertos. Estas plantas presentaron un fenotipo marcadamente
marchito (Jorda et al., 2000). Este antecedente, pone de manifiesto que el control de la pérdida de agua
en una planta de interés agrondmico bajo condiciones de déficit hidrico, permitiria disminuir la
posibilidad de desmedro en el rendimiento vegetal. En ese sentido, los resultados obtenidos en esta
investigacion utilizando el gen SchSDD1-like como aproximacion biotecnolégica para mejorar la
tolerancia a la deshidratacion, son promisorios y deben ser confirmados en ensayos de sequia en
condiciones de campo. Muy recientemente, Liu et al. (2015), reporté que la sobreexpresion del gen
ZmSDD1 en plantas de maiz, condujo a una menor densidad estomatica en las hojas y un aumento en
la tolerancia a la sequia. Sin embargo, en este trabajo no se realizaron experimentos funcionales para
demostrar la funcion especifica de ZmSDD1 en el desarrollo estomatico ni la evaluacion del efecto de la
sobreexpresion de ZmSDD1 sobre los putativos homélogos de SPCH, MUTE y FAMA de maiz. Los
datos de Liu et al (2015), estan en concordancia con los resultados mostrados en la figura 32y figura
38, y confirman el papel represor de la abundancia estomatica de SchSDD1-like (y sus homédlogos), lo
que explica el incremento observado en la capacidad para retener agua comparada con la planta
silvestre. De manera relevante, hasta la fecha, este el primer gen descrito de una subtilisina de S.
chilense involucrado en el control de la densidad estomatica.
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El déficit hidrico puede inducir una serie de respuestas fisiolégicas en las plantas (Seki et al.,
2007). Por tanto, con la idea de explorar los posibles mecanismos responsables que pudieran dar
cuenta de un aumento en la tolerancia a la sequia en las plantas que sobreexpresaron el gen
SchSDD1-like y que presentaron una menor densidad estomatica en su hojas, varias experimentos
fueron realizados durante 8 dias de privacion de riego en estas plantas transgénicas, para monitorear
cambios en algunos procesos fisioldgicos asociados con la respuesta a estrés. Ademas de la ya
descrita menor pérdida de agua encontrada en las plantas transgénicas, bajos niveles de MDA fueron
observados en las lineas transgénicas bajo sequia comparado con la planta WT (figura 33A), lo que
sugiere que bajos niveles tambien de peroxidacion de lipidos existen en las plantas transgénicas. Las
especies reactivas de oxigeno (ROS) producidas durante la sequia, salinidad y estrés por temperatura,
causan dafio oxidativo (Miller et al., 2010), lo que se condice con una mayor acumulacién de MDA
debido a un incremento en los radicales libres, conduciendo a dafio en las membranas celulares.

Aunque actualmente existen trabajos reportados en los cuales la transferencia de un unico gen
inducible por estrés, ha permitido la aumentar la tolerancia en plantas (Xie et al., 2012; Tamirisa et al.,
2014; Liu et al., 2015), resulta claro que el gen transferido, en este caso SchSDD1-like, debe estar
involucrado en la modulacién de una ruta de transduccion de sefiales que regula la expresion de genes
blanco rio abajo. Considerado que SchSDD1-like, asi como AtSDD1, no codifica para un factor de
transcripcion, el control de la expresion de los genes de respuesta a estrés, es de manera indirecta. En
este estudio, la expresion del gen AtRD29A fue significativamenete inducida en las plantas transgénicas
de Arabidopsis que sobreexpresan el gen SchSDD1-like (figura 33B). El estrés osmético causado por
la baja disponibilidad de agua, incrementa los niveles de ABA, lo cual a su vez induce la expresion de
genes de respuesta a estrés dependientes de ABA, entre los que se encuentra RD29A, los cuales se ha
resportado que son blancos de MPK's en Arabidopsis (Hua et al., 2006), las cuales también son
activadas por NaCl, ABA, frio e hiperosmolaridad, siendo este comportamiento conservado en plantas,
levaduras y células animales (de Nadal et al., 2002). Al respecto, Hua et al. (2006) demostré la
activacién de AtMPK3 mediante NaCl, manitol y ABA, consistentemente con los observado en reportes
previos (Jonak, 2002). Al respecto, recientemente Li et al (2014) demostr6 que la MAPK3 de Solanum
pimpineliforlium (SpMPK3) rapidamente aumenta su expresion en estas plantas de tomate expuestas a
sequia, salinidad y frio; y su sobreexpresion en Arabidopsis conferia un aumento en la tolerancia a

estrés osmotico y percepcidn a tratamientos con ABA. Notablemente, las plantas transgénicas
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sobreexpresoras de SpMPK3 presentaron una induccion significativamente mayor respecto a las
plantas WT de algunos genes inducibles por estrés, siendo At{RD29A uno de ellos, lo que permitio a los
autores sefialar que SpMPK3 actuaria regulando positivamente a RD29A. Por otra parte, las plantas de
maiz sobreexpresoras de ZmSDD1 presentaron un nivel de expresion mayor de ZmMPK3 que las
plantas no transformadas, lo que indica que no tan solo hay un aumento de su actividad quinasa, sino
que también un cambio en su expresion génica; y lo que es mas interesante aun, que este cambio es
provocado por ZmSDD1 (Liu et al., 2015). Interesantemente, la ruta de control negativo del desarrollo
de estomas en Arabidopsis incluye una cascada de sefializacion MAP quinasas, siendo AtMPKS3 parte
de esta ruta, quien junto con AtMPKG, son dos MAP quinasas que ademas de ser parte del desarrollo
estomatico, responden a factores ambientales (Wang et al., 2007b). Las MAP quinasas que completan
la ruta de control estomatico son YDA, MKK4 y MKK5. La figura 33B indica que las plantas
transgénicas presentaron un nivel de expresion de AtRD29A mayor que las WT antes de iniciar el
tratamiento de sequia, lo que da cuenta de un nivel de estrés “basal’ de las plantas. Esto podria
deberse a que una moderada disminucién en la densidad estomatica, causa una disminucién
proporcional, incluso no significativa en la captacion de COx, lo cual es factible considerando que las
plantas WT y las transgénicas no presentaron diferencias evidentes en el desarrollo, pero suficiente
para gatillar una sefial enddgena de estrés, que induzca genes de respuesta a tal condicion, entre ellos,
AtRD29A, 1o que redundaria en un aumento en la tolerancia al estrés, lo cual se ve respaldado por los
resultados obtenidos aqui (figura 32 y 33). Al respecto, ha sido reportado que plantas transgénicas de
maiz que presentaron una menor densidad estomatica, presentaron una disminucion en el punto de
compensacion de CO: (equilibrio entre el CO2 asimilado por fotosintesis y desprendido por respiracién),
el cual fue compensado por un aumento en la actividad de la enzima fosfo-enol-piruvato-carboxilasa
(PEPCasa), la cual es una enzima clave en la ruta de asimilacion de CO en plantas C4 como el maiz;
permitiendo a las plantas aumentar su tasa fotosintética bajo condiciones de estrés por sequia,
tolerandolo (Liu et al., 2014). Por otra parte, en las plantas C3 la tasa de asimilacién de CO> se satura a
medida que aumenta la conductancia estomatica, debido a limitaciones denominadas “no estomaticas”,
tales como la regeneracién de la RuBisCO (Farquhar y Sharkey, 1982). Sin embargo, Yoo et al. (2009)
demostrd que en los mismos rangos de conductancia estomatica, la transpiracién incrementa
linealmente, por lo tanto, una disminucion moderada en la densidad estomatica reducird las

transpiracion significativamente sin afectar la asimilacion de CO2 y aumentando el uso eficiente del
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agua, lo cual fue efectivamente observado en las plantas mutantes gt/1, las cuales tenian un menor
numero de estomas, mostrandose mas tolerantes a la sequia (Yoo et al., 2010). Considerando que el
fenotipo de las hojas de las plantas sobreexpresoras de SchSDD1-like (figura 24 y 30) es similar al
reportado para gtl1, es posible que una situacion analoga se esté dando en estas plantas transgénicas.
Interesantemente, el control de la abundancia estomatica es un proceso altamente regulado,
considerando que una reduccion mayor en la cantidad de estomas en las hojas podria reducir
significativamente la captacion de CO2 y la acumulacion de biomasa. Consistente con esta hipdtesis,
plantas 35S::AtSDD1 en Arabidopsis (C24) disminuyeron en un 60% su densidad estomatica lo que
redujo en un 20% la tasa de asimilacion de CO> (Bussis et al., 2006).

Finalmente, para sobrevivir en condiciones ambientales adversas, las plantas han desarrollado
mecanismos flexibles para alterar su estado fisioldgico en respuesta al estrés abiotico. Sin embargo, no
solo cambios fisioldgicos son empleados por las plantas para evitar la desecacién, sino que tambien
cambios fenotipicos y alteraciones en los programas de desarrollo, los que dan cuenta de una
plasticidad fenotipica en respuesta a las condiciones ambientales imperantes durante el desarrollo. En
conjunto, la disminucion el niumero de estomas desarrollados en las hojas, ademas de variaciones en
los parametros fisioldgicos y moleculares fueron detectados en las plantas transgénicas Psss:SchSDD1-
like resultaron ser beneficiosos para responder a la sequia.

En conclusién, el gen SDD1-like que codifica para una subtilisina en Solanum chilense, el cual
presenta una localizacién predicha en el apoplasto, fue caracterizado bajo condiciones de estrés
abidtico. El analisis filogenético indicé que es el gen que mas se relaciona con AtSDD1, el cual codifica
para una serino proteasa involucrada en el control de la densidad y distribucion de estomas en las hojas
de Arabidopsis. Considerando su comportamiento bajo condiciones de estrés, su sobreexpresion en
plantas de Arabidopsis thaliana y S. lycopersicum cv. “Moneymaker”, redujo significativamente la
densidad estomatica en las hojas de las plantas transgénicas, asi como fue capaz de revertir el fenotipo
de excesiva abundancia estomatica de la mutante sdd7-3, lo que permiti6 establecer que es el putativo
ortélogo de AtSDD1. Esta disminucion se relaciond con una represion de los genes claves de la ruta
canonica de desarrollo estomatico de Arabidopsis y los putativos ortdlogos de tomate. Bajo estrés por
deshidratacion, las plantas transgénicas de Arabidopsis y tomate, exhibieron un aumento en la
tolerancia a tal condicion debido a una menor tasa de pérdida de agua y, en Arabidopsis, una respuesta

integrada por una disminucién de la cantidad de lipidos peroxidados y la induccion de genes de
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respuesta a estrés. Estos resultados aumentan el conocimiento de las funciones de las proteasas en
especies vegetales y en especifico en miembros del género Solanum, y su participacién en los
mecanismos de respuesta frente a estrés permitiendo su adaptaciéon en condiciones ambientales
desfavorables, sefialando posibles estrategias para la proteccion de las plantas en condiciones de
estrés. Asi mismo, las conclusiones obtenidas a partir de lo observado en la planta experimental modelo
Arabidopsis thaliana, provee un gen candidato para uso en el mejoramiento biotecnoldgico de plantas

de interés agroeconémico como tomate, papa, arroz o trigo, entre otros.
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XI. CONCLUSIONES

1. El gen SchSDD1-like codifica una subtilisina asociada fundamentalmente a procesos de

desarrollo foliar en Solanum chilense.
2. AtSDD1y SchSDD1-like son genes ortblogos, modulan negativamente la densidad estomatica

en las hojas de las plantas de Arabidospis y tomate, regulando la expresion de los genes

SPCH, MUTE y FAMA, reguladores positivos del desarrollo de estomas.

3. AtSDD1y SchSDD1-like son genes inducibles por estrés abiotico y tratamiento con ABA.

4. La sobrexpresion de SchSDD1 like en Arabidosis y en tomate aumentan la tolerancia al déficit

hidrico, mediante la reduccion de la densidad estomatica en las hojas de estas plantas.
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