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Resumen

“Caracterizacion funcional de una dehidrina SK3; aislada de una biblioteca de
cDNA de Opuntia streptacantha”

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

En la segunda etapa se aislaron, identificaron y caracterizaron genes de
nopal inducidos durante estrés abibtico. Para ello se construy6é una biblioteca de
cDNA de cladodios de nopal sometidos a diferentes tipos de estrés: sequia,
salinidad, calor y frio. De esta biblioteca se obtuvieron 329 unigenes a partir de
442 clonas seleccionadas al azar incluyendo genes que codifican proteinas LEA
(Late Embryogenesis Abundant), ERD15 (Early Responsive to the Dehydration
15), HSP (Heat Shock Protein), AQPs (aquaporins), entre otros. Se selecciond el
EST mas abundante de la biblioteca, el unigen 33 (OpsDHN1), que codifica una
dehidrina del tipo SK3 de 248 aminoacidos, para su caracterizacidn molecular y
funcional. Ademas del cDNA se obtuvo un fragmento de DNA gendmico del gen
OpsDHNT1, el cual tiene un intron de 234 pb interrumpiendo el marco de lectura
abierto de este gen. La expresion del gen OpsDHN1 se analizé mediante RT-PCR
en tiempo real a partir de muestras de cladodios sometidos a estrés, mostrando
que el trancrito de OpsDHN1 se acumula en respuesta a estrés por frio y por ABA.
Por otro lado, se generaron lineas transgénicas de A. thaliana que sobreexpresan
el gen OpsDHN1 de nopal, las cuales tuvieron una mayor tasa de sobrevivencia
en comparacion al control después de la recuperacion de un estrés por
congelamiento, mientras que bajo estrés salino, no se observaron diferencias en la
tasa de sobrevivencia entre las lineas sobreexpresantes y la parental (Col-0). Con
esta evidencia se sugiere que la dehidrina de nopal (OpsDHN1) puede estar
involucrada en los mecanismos de respuesta al estrés por congelamiento. La
informacion obtenida en esta tesis, que incluye el aislamiento e identificacion de
genes de nopal en respuesta a estrés abidtico, y la caracterizacién de uno de
ellos, constituye una plataforma inicial para el estudio de genes en Opuntia spp. y
la generacién de una base de secuencias de nopal y posibles aplicaciones para
conferir tolerancia a estrés abidtico a otras especies vegetales.

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

“Functional characterization of a SK; dehydrin isolated from an abiotic-
treated Opuntia streptacantha cDNA library”

In this work we analyzed the cactus pear with a physiological and a molecular
approach. The first part of this work was to analyze the effect of polyamines and
proline in the germination of seeds of cactus pear (Opuntia streptacantha) under
salt stress. The results showed trends to higher germination percentage compared
to the control of cactus pear seeds treated with 1 mM proline. In the treatment of
exogenous polyamines, there was no effect in breaking seed dormancy. On the
other hand, salt stress affected the germination of seeds of cactus, especially at
concentrations of 50 and 75 mM NaCl. In the treatments in which both proline (1
and 10 mM) and polyamines (1uM each one) were applied, only treatment with
spermine was able to recover the percentage of seeds at 75 mM NaCl. In the
second part of this work, cactus pear genes expressed under abiotic stress were
isolated and characterized. We constructed a cDNA library of cactus pear cladodes
under different types of stress: drought, salinity, heat and cold. From this library
329 unigenes were obtained from 442 randomly selected clones including genes
that encode LEA proteins (Late Embryogenesis Abundant), ERD15 (Early
Responsive to the Dehydration 15), HSP (Heat Shock Protein), AQPs
(aquaporins), among others. We selected the most abundant EST library, unigen
33 (OpsDHN1), which encodes a SKs-type dehydrin of 248 amino acids for
molecular and functional characterization. In addition to the cDNA sequences, a
genomic DNA fragment of the OpsDHN1 gene was obtained, which has an intron
of 234 bp interrupting the open reading frame of this gene. gqRT-PCR analysis
showed that the OpsDHN1 transcript is specifically accumulated in response to
cold, and induced by ABA. On the other hand, we generated transgenic lines of A.
thaliana overexpressing the OpsDHN1 gene of cactus pear. These lines had a
higher survival rate compared to the control after recovery from freezing stress,
whereas under salt stress, there was no difference in survival rate between the
transgenic lines and parental (Col-0). This evidence suggests that the dehydrin of
cactus pear (OpsDHN1) might be involved in freezing stress responsiveness.
Information obtained in this thesis, including the isolation and identification of
cactus pear genes in response to abiotic stress and the characterization of one of
them, constitutes an initial platform for the study of genes in Opuntia spp., and also
for the generation of a cactus pear database and possible applications to confer
abiotic stress tolerance to other plant species.

Keywords: abiotic stress, cactus pear, dehydrin, dormancy, seed
germination, LEA protein
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Introduccién

INTRODUCCION

De acuerdo a su naturaleza sésil, las plantas son organismos adaptables
a las condiciones ambientales existentes en su entorno. Sin embargo, factores
ambientales adversos tales como la sequia, la salinidad, las temperaturas
extremas, la toxicidad quimica, entre otros, (Wang y col., 2003; Rodriguez y
col., 2005) causantes del estrés abidtico en los sistemas agricolas, provocan
una serie de cambios morfoldgicos, fisioldgicos, bioquimicos y moleculares
afectando drasticamente el crecimiento, el desarrollo y la productividad de las
plantas (Close, 1996; Wang y col., 2003). El estrés abidtico causa pérdidas de
cultivos a nivel mundial, reduciendo mas del 50% de su produccién. Se estima
que para el afno 2050 las tierras que son cultivables seran improductivas a
consecuencia de la salinidad y la sequia (Wang y col., 2003).

Actualmente, la biologia molecular de plantas ha abierto la posibilidad de
manipular el genoma vegetal hacia objetivos cada vez mas especificos y
productivos, por ejemplo el aislamiento y caracterizacion de nuevos genes, el
estudio de promotores tejido especifico que respondan a ciertos estimulos,
métodos de transformacion genética de plantas mas eficientes y especificos,
ofreciendo un espectro de posibilidades en la resistencia a enfermedades e
insectos parasitos, a la tolerancia de estrés ambientales, y en el mejoramiento
del rendimiento y la calidad de las granos y frutos.

Por todo lo anterior es necesario conocer los mecanismos moleculares
por los que las plantas se adaptan y toleran el estrés, mediante el uso de
herramientas de biologia molecular que nos permitiran identificar los genes
involucrados en la tolerancia.

La secuenciacién de EST’s (Expressed Sequence Tag), obtenidas de
condiciones de estrés en plantas ha sido usada como un método efectivo,
rapido y econdmico para el descubrimiento de genes, para la generaciéon de
marcadores moleculares y la caracterizacion de patrones transcripcionales.
Esta es una herramienta eficiente para identificar un gran numero de genes de
plantas expresados durante diferentes etapas de desarrollo y en respuesta a

una variedad de condiciones ambientales.



Antecedentes

ANTECEDENTES

1. RESPUESTA A NIVEL CELULAR Y FISIOLOGICO DE PLANTAS EN
ESTRES ABIOTICO.

Las plantas al sufrir algunos tipos de estrés abidtico como la sequia,
altas concentraciones de sales en el suelo y las temperaturas extremas, o por
eventos programados en el desarrollo (como ocurre en la fase de la desecacion
de la semilla) representan un déficit hidrico. Para las plantas ésto origina una
serie de cambios a nivel celular como la disminucion o pérdida en la turgencia,
variaciones en el gradiente del potencial hidrico y en la concentracion de
solutos, alteraciones en la fluidez y composicion de la membrana,
desnaturalizacion de proteinas, y en las interacciones proteina-proteina, entre
otros (Bray, 1997; Chaves y col., 2003). A nivel fisiolégico, uno de los cambios
que presenta la planta es el cierre de los estomas, lo cual origina una
disminuciéon en la tasa de transpiracion (evitando la pérdida de agua) y por
consiguiente una reduccion en la asimilaciéon de CO; (gas necesario para llevar
a cabo el proceso de la fotosintesis), lo que ocasiona una inhibicién en el

crecimiento de la planta (Chaves y col., 2003).

2. RESPUESTA A NIVEL MOLECULAR DE LAS PLANTAS BAJO ESTRES
ABIOTICO.

La sefal inicial provocada por el estrés abidtico es percibida por
receptores que se encuentran en la membrana celular, que con la activacion
inician o suprimen una cascada de transduccion de sefales de las células,
mediante eventos de fosforilacion y desfosforilacidon por medio de proteinas
cinasas y fosfatasas. Estas a su vez activan factores de transcripcién que
inducen la expresion de grupos de genes especificos que codifican proteinas
que estan involucradas en la respuesta al estrés en diversos procesos para
ayudar a las plantas a sobrevivir bajo condiciones desfavorables (Xiong y Zhu,
2001; Xion y Yang, 2003; Bartels y Sunkar, 2005; Manajan y Tuteja, 2005). Las
cascadas de transduccién de sefiales se dividen en tres vias de sefalizacion
como se puede observar en la figura 1: la via | esta mediada por la traduccién
de senales a través de las MAPK cinasas e involucra la produccién de

2



Antecedentes

antioxidantes y osmolitos. La via Il esta mediada por proteinas cinasas
dependientes de Ca* (CDPK) e involucra la produccién de diferentes tipos de
proteinas como las LEAs (Late Embryogeneis Abundant) y la via Ill involucra la
via SOS (Salt Overlay Sensitive) dependiente de calcio que regula la
homeostasis ionica, la cual es una via especifica para el estrés idnico (Xiong y
col., 2002; Kaur y Gupta, 2005; Rodriguez y col., 2005; Singh y col., 2010).

2.1 Via | de senalizacién

El estrés por salinidad, sequia, temperaturas extremas (frio y calor)
causantes de la deshidratacion y el estrés oxidativo son acompafados por la
formacion de especies reactivas de oxigeno (EROs) como los superéxidos, el
peréxido de hidrégeno y los radicales hidroxilos (Apel y Hirt, 2004; Sairam y
Tyagi, 2004; Rodriguez y col.,, 2005; Brosché y col.,, 2010). Una alta
concentracion de EROs inhibe la fotosintesis, efecto debido principalmente al
dafo en el fotosistema Il (Bartels y Sunkar., 2005, Rodriguez y col., 2005).
Ademas pueden causar peroxidacion en los lipidos de las membranas asi
como también la desnaturalizacién de proteinas y la mutaciéon de los acidos
nucleicos (Mundree y col., 2002; Majan y Tuteja, 2005). Sin embargo, las
plantas han desarrollado algunos mecanismos de destoxificacion mediante
antioxidantes enzimaticos (superoxido dismutasa, peroxidasas y catalasas) o
no-enzimaticos (ascorbato, glutatiéon, flavonoides, alcaloides y carotenoides)
(Xiong y Zhu, 2002; Mittler, 2002; Sairam y Tyagi, 2004; Kaur y Gupta, 2005;
Bartels y Sunkar, 2005; Suzuki y Mittler, 2006). Ademas otros componentes
pueden funcionar como secuestradores de EROs, tales como los osmolitos
compatibles: prolina, glutamato, glicina betaina, carnitina, manitol, sorbitol,
fructanos, polioles, trehalosa, sacarosa, oligosacaridos, e iones inorganicos
como el K*. Dichas moléculas no interfieren con el metabolismo basal de las
células, se acumulan en el citoplasma y en la vacuola a altas concentraciones
bajo un estrés osmoético teniendo un papel en respuesta al estrés. Otra de las
funciones de los osmolitos compatibles es mantener la turgencia celular,
favorecer la estabilidad de las membranas y de las proteinas (Nuccio y col.,
1999; Wang y col., 2003; Barteles y Sunkar, 2005). Las EROs activan la via de
las MAPKs cinasas, las cuales se encargan de realizar la transduccién de

3



Antecedentes

sefales. La cascada de las MAPKs es activada por receptores/sensores como
proteinas cinasa de tirosina, proteinas G acopladas a receptores y proteinas
histidina cinasa de dos componentes. Esta sefalizacion es activada en
respuesta al estrés osmotico y es la responsable de la acumulacion de
osmolitos compatibles que son importantes para el ajuste osmético (Munnik y
Meijer, 2001; Zhu, 2002; Rodriguez y col., 2005). Dicha cascada la conforman
tres proteinas cinasa interrelacionadas, MAPKKK, MAPKK y MAPK que son
fosforiladas y activadas en los residuos de serina y treonina por una cinasa
corriente arriba. La ultima MAPK fosforilada se encarga de fosforilar y activar
compuestos especificos como lo son los factores de transcripcion encargados
de inducir la respuesta celular (Xiong y col., 2002; Xiong y Yang, 2003; Kaur y
Gupta, 2005).

2.2 Via ll de senalizacién

En las plantas el calcio es un nutriente esencial el cual se requiere para
varias funciones estructurales de la pared y de la membrana celular, ademas
de regular el crecimiento y desarrollo de la planta (White y Broadley 2003;
Hepler, 2005). Ante un estrés idnico y osmdético se induce un incremento en la
concentracion de iones Ca®* en el citoplasma, el cual entra a través de canales
ionicos permeables de la membrana plasmatica y también es liberado del
reticulo endoplasmico (Xiong y col., 2002; Bartels y Sunkar, 2005; Rodriguez y
col., 2005). Las fluctuaciones de los niveles de calcio citosdlico pueden ser
detectados por proteinas cinasa dependientes de Ca?* (CDPKs), calcineurinas
del tipo B (CBLs) y calmodulinas (White y Broadley, 2003; Kaur y Gupta, 2005;
Bartels y Sunkar, 2005; Li y col., 2008).

2.3 Via lll de senalizaciéon

Durante el estrés salino se altera la homeostasis iGnica ocasionada por
un aumento extra e intracelular de Na*, que conlleva a la activacion de una
sefalizacion citoplasmatica de Ca?*, en la cual participa la via SOS (Salt Overly
Sensitive), en donde SOS3 (proteina que se une al calcio mediante un motivo
hélice-vuelta-hélice), la cual se encarga de percibir las fluctuaciones de los
niveles de Ca®" citosdlico provocados por el estrés. La proteina SOS3
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Antecedentes

interactua especificamente con la proteina SOS2, que tiene actividad de serina-
treonina cinasa, formando un complejo necesario para la fosforilacién y
activacion de la proteina SOS1, el cual es un antiportador Na*/H* de membrana
plasmatica que regula la homeostasis idnica en plantas (Sairam y Tyagi, 2004;
Gong y col., 2004; Mahajan y Tuteja, 2005). De igual forma, SOS4 (cinasa
dependiente de piridoxal) interviene en la regulacion de la homeostasis de Na*
y K' modulando las actividades de los transportadores de iones, y esta
implicada en la biosintesis del piridoxal-5-fosfato, una forma activa de la
vitamina B6 (Shi y col., 2002).

Vias de sefializacién para estrés osmético e idnico

I IT III
frio,. salino, sequia Salino (idnico)
» (osmético) }\
sensores (.\, (.\, 1 ]
/ ~ "4 - (*
Rgs / Ca2+ 4« \ Ca?*
MAPKKK \ ¥
\4 CDPK S0S3
MAPKK ¥ ¥
¥ Fosfoproteinas s0s2
MAPK ¥ ¥
Factores de Factores de Factores de
transcripcién transcripcién transcripcién
N P2 ¥
Osmolitos, antioxidantes, T"“”S.F,w." tadores
genes LEA |on|*cos
A4

Proteccién Equilibrio idnico
reparacién

Xiong et al., 2002

Figura 1.- Esquema representativo de las diferentes vias de senalizacién presentes en
la respuesta al estrés abidtico. La senal de estrés es percibida a través de receptores
localizados en la membrana plasmatica. En la sefalizacion via | participa la via de las MAPK
cinasas que activa diversos factores de transcripcién para inducir la respuesta celular. En la
senalizacion de via Il participa la via del Ca®", la cual se encarga de activar a una serie de
proteinas dependientes de este catién como lo son la calmodulina, las CDPKs, entre otras.
Dichas proteinas se encargan de fosforilar y activar a los factores de transcripcion encargados
de activar la respuesta celular. En la sefnalizacion via lll, el Ca” induce la via de sefializacion

SOS (Salt Overly Sensitive), la cual es especifica para el estrés idnico.
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Los mecanismos de tolerancia al estrés en plantas son multifactoriales, e
involucran alteraciones especificas en la expresién de genes que codifican
proteinas relacionadas al estrés como las HSPs (proteinas de choque térmico),
las LTP (proteinas transportadoras de lipidos), las AQP (aquaporinas) y las
proteinas LEA (proteinas de embriogénesis tardia), entre otras. El grupo de las
proteinas LEA se describira en detalle, ya que en el presente trabajo de tesis

se realiz6 la caracterizacion de una dehidrina de nopal.

3.-PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO (HSP)

Las proteinas de choque térmico (HSP) son las responsables de llevar acabo el
plegamiento, ensamble, transporte y degradacion de las proteinas tanto en los
procesos celulares normales como en condiciones de estrés (Feder y Hofmann,
1999; Wang y col., 2004; Swidell y col.,, 2007). Las HSPs o chaperonas
moleculares son proteinas muy conservadas evolutivamente que se han
encontrado en diversos organismos tanto procariotas como eucariotas (Hirt y
Shinozaki, 2003). Estas proteinas han sido agrupadas en 5 familias en funcién
a su peso molecular como las Hsp100 (Clp) Hsp90, la Hsp70 (DnaK), GroEL y
Hsp60 (chaperoninas) y las pequefias Hsp (sHsp) (Wang y col 2004). Las
diferentes clases de proteinas HSPs en plantas se encuentran distribuidas en
el citosol, cloroplastos, reticulo endoplasmico y mitocondrias (Feder y Hofmann,
1999). La induccién de estas chaperonas fue descrita inicialmente en estrés por
calor, sin embargo, también se han visto inducidas en respuesta a otros tipos
de estrés como el osmotico, las bajas temperaturas (Sabehat, y col., 1998, Sun
y col., 2001), a la exposicion de metales pesados (Heckathorn y col., 2004) y a
la salinidad (Liu y col., 2006).

4.- PROTEINAS DE TRANSFERENCIA DE LiPIDOS (LTP)

Las proteinas de transferencia de lipidos (LTPs) son proteinas basicas de bajo
peso molecular que han sido identificadas en una gran diversidad de plantas
mono Yy dicotiledéneas (Kader, 1996; Arondel y col., 2000; Jang y col., 2002)
incluyendo Arabidopsis (Arondel y col., 2000), maiz (Sossountzov y col., 1991),
arroz (Vignols, 1997), trigo (Jang y col.,, 2002), entre otras. Se han

caracterizado algunas de ellas por la habilidad de transferir in vitro fosfolipidos
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entre liposomas (Kader, 1984, 1996; Jang y col., 2002). La funcion exacta de
las LTPs aun se desconoce, sin embargo, se ha sugerido que participan en el
transporte intracelular de lipidos (entre organelos). Asimismo la presencia de
posibles péptidos sefal en el N-terminal de estas proteinas, como la
localizacion extracelular de algunas de ellas, ha sugerido que participan en la
secrecion y deposicion de lipidos extracelulares que dan lugar a la formacion
de la cuticula (Kader, 1996; Yeats y Rose, 2008). Ademas, se ha visto que
participan de manera directa como antimicrobianos, asi como en la
sefalizacion de defensa de la planta contra el ataque de patdégenos bacterianos
y fungicos, siendo clasificadas dentro del grupo de las proteinas relacionadas a
patogénesis (PR-14; Yeats y Rose, 2008). Por otro lado, se ha reportado que
genes que codifican para LTPs se inducen en respuesta a condiciones
ambientales adversas como la salinidad, sequia, bajas temperaturas (Torres y
col., 1992; Kader, 1996; Molina y Garcia, 1993; Jung y col., 2003) y en
presencia de metales pesados (Hollenbach y col., 1997). Su participacion en el
crecimiento y desarrollo del tejido vegetativo y reproductivo también ha sido
descrita, al participar en el proceso de crecimiento de la pared celular (Yeats y
Rose, 2008).

5. PROTEINAS AQUAPORINAS (AQP).

Las aquaporinas pertenecen al grupo de las proteinas intrinsecas de la
membrana (por sus siglas en inglés, MIP), que son las encargadas de movilizar
el agua y/o solutos pequefos de naturaleza neutra como la urea, el acido
bdrico, entre otros (Chaumont y col., 2001; Javot y col., 2003; Maurel y col.,
2008). En el genoma de Arabidopsis. se han identificado 35 genes que
codifican este grupo de proteinas MIP (Johanson y col., 2001; Quigley y col.,
2001). En el caso de monocotileddneas como maiz y arroz se han identificado
31 y 33 isoformas, respectivamente (Chaumont y col., 2001; Sakuari y col.,
2005). Las aquaporinas intervienen en el ajuste osmético como mecanismo de
respuesta al estrés en las plantas (Maurel y Chrispeels, 2001). En el caso de
Arabidopsis, se reportd la acumulacién de los transcritos que codifican las
aquaporinas SIMIP (Salt-stress Inducible Major Intrinsic Protein) y SITIP (Salt-
stress Inducible Tonoplast Intrinsic Protein) bajo condiciones de estrés salino

(Pih y col., 1999). Zhang y col (2008) reportaron que en hojas de Brassica
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juncea la expresion del gen BjPIPI que codifica a una aquaporina incrementé
en condiciones de estrés por sequia, salinidad, frio y durante la exposicion a

metales pesados.

6. PROTEINAS LATE EMBRYOGENESIS ABUNDANT (LEAs).

Las proteinas LEA fueron identificadas por primera vez en semillas de
algodon (Gossypium hirsutum) durante la etapa tardia de la embriogénesis,
previo al proceso de la desecacion de la semilla (Hundertmark y Hincha, 2008;
Bies-Ethéve y col.,, 2008). La presencia de estas proteinas en el tejido
embrionario depende del contenido endogeno de ABA, hormona que suele
aumentar en sus niveles durante la formacion de las semillas sobre todo antes
de su maduracion (Allagulova y col., 2003). Ademas, se acumulan en los
tejidos vegetativos cuando las plantulas son sometidas a condiciones de estrés
abiotico (Hundertmark y Hincha, 2008). Dichas proteinas se han clasificado
dentro del grupo de las hidrofilinas, debido a que presentan ciertas
caracteristicas especificas que definen a dicho grupo, tales como su alto
contenido de glicinas (>6%), presentan un indice de hidrofilicidad mayor a 1
(Garay-Arroyo y col., 2000; Battaglia y col., 2008), asi como la baja proporcion
o carencia de los aminoacidos cisteina y triptofano. Las proteinas LEA
hidrofilicas presentan un alto grado de estructura desordenada en solucion
(Battaglia y col., 2008). El grupo de las proteinas LEA no es exclusivo del reino
vegetal sino que también se ha identificado en otros organismos como en
bacterias (Stacy y Aalen, 1998; Battaglia y col., 2008), levaduras (Garay-Arroyo
y col., 2000; Battaglia y col., 2008), nematodos (Browne y col., 2004, Battaglia y
col., 2008), musgos (Kamisugi y col., 2005) y cianobacterias (Close y Lammers,
1993).

Las proteinas LEA se han clasificado en seis grupos basados en la
homologia de su secuencia, los grupos 1, 2, 3, 4, 6 y 7 pertenecen al grupo de
las proteinas LEA hidrofilicas, en cambio el grupo 5 pertenece a las proteinas
LEA hidrofébicas o LEAs atipicas (Battaglia y col., 2008).
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6.1 CLASIFICACION DE LAS PROTEINAS LEAs
6.1.1 PROTEINAS LEA DEL GRUPO 1

Esta categoria de proteinas LEA se encuentra representada en todos los
dominios taxonémicos (arqueas, bacterias y eucariontes), y se caracterizan por
presentar un motivo conservado de 20 aminoacidos cuya secuencia consenso
es la siguiente: TRKEQ(L/M)G(T/E)EGY(Q/K)EMGRKGG(L/E). Dicha
secuencia puede estar repetida en tandem de 4 a 10 veces (Manfre y col.,
2006; Battaglia y col., 2008) y se ha sugerido que dicho reacomodo de
repetidos en tandem es resultado de duplicaciones génicas, seguida de
eventos de recombinacion o de deleccion (Stacy y col., 1995). En el caso de A.
thaliana se han reportado que las proteinas ATEM1 y ATEMG6 contienen cuatro
copias y una copia de éste motivo conservado, respectivamente (Mafre y col.,
2006). Battaglia y col.(2008) reportaron que ademas de la presencia del primer
motivo conservado, existen otros motivos, el primero se encuentra hacia el
extremo amino terminal antes del motivo de los 20 aminoacidos, la secuencia
consenso es TVVPGGTGGKSLEAQE(H/N)LAE y el segundo motivo se
encuentra hacia el extremo carboxilo terminal y su secuencia consenso es
D(K/E)SGGERA(A/E)(E/R)EGI(E/D)IDESK(F/Y). Estas proteinas presentan un
papel en la deshidratacion durante la maduracién de la semilla. Manfre y col.
(2006) han reportado que mutantes insercionales (ATEM6) de A. thaliana
presentan un fenotipo prematuro en la maduracién de las semillas en la parte
distal de las silicuas, lo que sugiere un papel importante en el desarrollo de las
semillas. Estudios in vitro realizados en la proteina Em de trigo sugieren que
esta proteina tipo LEA1 es capaz de proteger enzimas como la citrato sintetasa
0 lactato deshidrogenasa (LDH) de la agregacion o inactivacion provocada por
la desecacién o por el congelamiento (Goyal y col., 2005; Gilles y col., 2007).
Ademas se ha reportado que la sobreexpresante de esta proteina Em en S.
cerevisiae puede atenuar la inhibicion del crecimiento de la levadura en un
medio de alta osmolaridad, sugiriendo que puede actuar como proteina de

osmoproteccion (Swire y Marcotte, 1999).



Antecedentes

6.1.2- PROTEINAS LEA DEL GRUPO 3

Las proteinas LEA del grupo 3 se han reportado en el reino vegetal, en
organismos anhidrobioticos como los rotiferos (Tunnacliffe y col., 2005), en
algunos nematodos (Solomon y col., 2000; Browne y col., 2004), en crustaceos
(Hand y col., 2007; Wang y col., 2007) y en procariontes (Battista y col., 2001;
Dure, 2001). Estas proteinas contienen un motivo de 11 aminoacidos que estan
repetidos en tandem, siendo su secuencia consenso
POPE/QXDPKE/QKDXE/D/Q, donde ® representa residuos hidrofébicos (Dure,
2001). De acuerdo a las predicciones in silico de la estructura secundaria de
algunas proteinas de este grupo, se ha sugerido que este motivo de 11
aminoacidos forman alfa hélices anfipaticas, lo que permite formar dimeros por
la estructura de espiral enrollada conocida como “coiled-coil” (Dure 1993,
Battaglia y col., 2008). Adicionalmente se ha reportado la existencia de otros
motivos conservados donde sus secuencias consenso son
TAQ(A/S)AK(D/E)KT(S/Q), SYKAGETKGRKT, GGVLQQTGEQV y
AADAVKHTLGM (Battaglia y col., 2008). Por otro lado, en trabajos realizados
con semillas de cebada y chicharo, se ha descrito que estas proteinas se
localizan en el citoplasma o en vacuolas de almacenamiento para proteinas y
en la matriz mitocondrial (Marttila y col., 1996; Grelet y col., 2005). También se
ha reportado su distribucidn en el reticulo endoplasmico de células del
parénquima cortical y el estroma del cloroplasto de tejidos vegetativos
sometidos a bajas temperaturas (Ukaji y col., 2001; NDong y col., 2002). Con
base en estudios de ganancia y pérdida de funcion realizados para este tipo de
proteinas, se demostré que tienen un papel importante en la adaptacion a
condiciones de estrés. Xu y col. (1996) reportaron que las lineas transgénicas
de arroz que contienen el gen HVA1 de cebada son tolerantes a estrés salino y
déficit hidrico. Asimismo, plantas transgénicas de Arabidopsis que contienen el
gen Wcs19 de trigo muestran un aumento en la tolerancia al estrés por
congelamiento (NDong y col., 2002). Por otro lado, el silenciamiento del gen
(Ce-lea-1) de C. elegans mostré una reduccion significativa en la sobrevivencia
del gusano durante la desecacion, el estrés osmotico y altas temperaturas (Gal
y col., 2004). En estudios realizados usando el sistema de expresion heteréloga

de levadura (S. cerevisiae), se ha reportado que la expresion del gen HVA1 de
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cebada mejoré la tasa de crecimiento de las cepas transformantes de levadura
bajo condiciones de estrés idnico y por congelamiento (Zhang y col., 2000). En
el caso de la sobreexpresion de los genes TaLEA2 y TaLEA3 de trigo en
levadura, las transformantes mostraron tolerancia a condiciones de estrés

osmotico, salino y por frio (Yu y col., 2005).

6.1.3 PROTEINAS LEA DEL GRUPO 4

Inicialmente este grupo de proteinas fue localizado en embriones secos
de algoddn, asi como en tejidos vegetativos bajo condiciones de estrés hidrico
(Cohen y col., 1991; Battaglia y col., 2008; Olvera-Carrillo y col., 2010). Este
grupo se ha denominado hidrofilinas, porque son proteinas altamente
hidrofilicas y ricas en glicina (Garay-Arroyo y col., 2000; Reyes y col., 2005;
Battaglia y col., 2008). Estas proteinas estan distribuidas en el reino vegetal
incluyendo plantas no vasculares (briofitas) y plantas vasculares
(gimnospermas y angiospermas) (Battaglia y col., 2008), Se caracterizan por
presentar en su regidon N-terminal un dominio conservado de 70 a 80
aminoacidos y se ha predicho que esa region forma alfa hélices anfipaticas, las
cuales pueden interactuar con iones o membranas (Zhang y col., 2000),
mientras que la region C-terminal es menos conservada, lo cual se predice que
puede formar una conformacién aleatoria (Kyte y Doolittle, 1982; Dure, 1993;
Battaglia y col., 2008; Olvera-Carrillo y col., 2010). Dichas proteinas presentan
5 motivos, sin embargo, el motivo 1, localizado hacia la region N-terminal es el
mas caracterizado, cuya secuencia consenso es
AQEKAEKMTA[R/H]IDPXKEMAHERKI[E/K][A/E][K/R] (Battaglia y col., 2008).
Ensayos de deshidratacion in vitro, han demostrado que algunas hidrofilinas del
grupo 2, 3y 4 de las proteinas LEA en plantas, e hidrofilinas de S. cerevisiae y
E. coli son capaces de proteger la actividad enzimatica de la malato y la lactato
deshidrogenasas en condiciones de baja disponibilidad de agua (Reyes y col.,
2005; Olvera-Carrillo y col., 2010). En el genoma de A. thaliana dicho grupo de
las LEA-4 esta conformado por 3 miembros que son AtLEA4-1 (At1g32560),
AtLEA4-2 (At2g35300) y AtLEA4-5 (At5g06760) (Olvera-Carrillo y col., 2010).
En estudios realizados de ganancia o pérdida de funcion de estas proteinas se

demostré que juegan un papel importante en la adaptacion a condiciones de
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estrés. Lineas mutantes de Arabidopsis en los genes A{LEA4-5, AtLEA4-1 y
AtLEA4-2 mostraron una reduccién significativa en la tasa de germinacion
comparado con las semillas de la planta silvestre en condiciones de estrés
osmotico, y en el caso de plantas de dichas mutantes al someterlas a
condiciones de sequia, mostraron una reduccién en la acumulacion de biomasa
y en la produccion de yemas axilares y florales. Por otra parte, cuando se
sobrexpresa el gen At{LEA4-5 en Arabidopsis mostré un fenotipo de tolerancia a
la sequia en comparacion a las plantas silvestres, adicionalmente presentaron
una mayor produccidén de yemas axilares y florares cuando fueron sometidas a

condiciones de deshidratacion-rehidratacion (Olvera-Carrillo y col., 2010).

6.1.4 PROTEINAS LEA ATIPICAS DEL GRUPO 5

Estas proteinas tienen un alto contenido de aminoacidos hidrofobicos, por lo
que se les ha considerado como proteinas hidrofobinas o atipicas (Battaglia y
col., 2008). Este grupo de proteinas presentan un indice de hidrofilicidad menor
a 1, por lo que no pueden considerarse dentro del grupo de las LEAs que son
hidrofilinas. Con base en sus propiedades fisicoquimicas, éstas proteinas no
son solubles después de un tratamiento de desnaturalizaciéon por calor,
sugiriendo que éstas adoptan una conformacion globular (Bartels y Sunkar,
2005; Battaglia y col., 2008). Por otro lado, se ha reportado que los transcritos
de las proteinas del grupo 5 se acumulan en respuesta a condiciones de estrés
como sequia, alta salinidad, frio, y por aplicaciéon de ABA (Park y col., 2003;
Kim y col., 2005). Estudios realizados de lineas transgénicas que sobrexpresan
el gen de chile (CaLEA6) en plantas de tabaco y col mostraron un incremento
en la tolerancia bajo condiciones sequia y salinidad (Park y col., 2003; Kim y
col., 2005).

6.1.5. PROTEINAS LEA DEL GRUPO 6

Las proteinas del grupo 6 de las LEAs se han caracterizado por presentar
un bajo peso molecular (7 a 14 kDa), contienen 4 motivos de los cuales dos
son altamente conservados, presentando la secuencia consenso LEDK en el
motivo 1. De acuerdo a sus caracteristicas fisicoquimicas y a los analisis in
silico se predice que dichas proteinas son intrinsicamente no estructuradas

(Garay-Arroyo y col., 2000). Debido a esta caracteristica, son proteinas que
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presentan una alta flexibilidad y maleabilidad para adaptarse estructuralmente
a diferentes patrones de conformacion (Tompa, 2003; Dyson y Wright, 2005).
La primera proteina descrita de este grupo fue la PVLEA18 de frijol y se ha
reportado que los niveles de esta proteina y su transcrito se acumulan en
semillas deshidratadas, en granos de polen, asi como también en respuesta a
un déficit hidrico y a los tratamientos con ABA (Colmenero-Flores y col., 1999;
Battaglia y col., 2008). También se ha reportado que bajo condiciones normales
de crecimiento, el gen PvLeal8 se expresa preferencialmente en regiones

meristematicas (Colmenero-Flores y col., 1999)

6.1.6 PROTEINAS LEA DEL GRUPO 7

En el grupo 7 se agrupan las proteinas ASR (Abscisic acid Stress
Ripening), las cuales han sido consideradas como parte del grupo de las
hidrofilinas por ser proteinas intrinsecamente no estructuradas. Ademas,
muestran las caracteristicas fisicoquimicas que definen a dicho grupo como
son su alto indice de hidrofilicidad (1.7) y su alto contenido de residuos de
glicina (7%) (Goldgur y col., 2007; Battaglia y col., 2008). Las proteinas del
grupo 7 han sido identificadas en varias especies de plantas monocotiledoneas
y dicotileddneas, contienen 3 dominios altamente conservados, de los cuales el
motivo 3 se encuentra localizado en la region C-terminal y contienen un
probable sitio de localizacion nuclear (NLS) (Wang y col., 2005). Los otros dos
motivos se localizan en la regién N-terminal, que comprenden un segmento rico
en histidinas, los cuales estan involucrados con la union de metales divalentes
como el Zn** (Kalifa y col., 2004; Goldur y col., 2007); esta unién metal-proteina
induce un cambio en la conformacion de la proteina pasando de un estado
desordenado a uno ordenado (Goldury col., 2007, Battaglia y col., 2008).
También se ha reportado que este tipo de proteinas se acumulan en la
senescencia, maduracion del fruto, semilla y polen, asi como en respuesta a un
déficit hidrico, salinidad, frio y durante el tratamiento con ABA (Amitai-
Zeigerson y col., 1995; Silhavy y col., 1995; Padmanabhan y col., 1997; Doczi y
col., 2005; Kalifa y col., 2004a; Battaglia y col., 2008). La sobreexpresién del
gen ASR1 de tomate en plantas transgénicas de tabaco confirié tolerancia a

estrés salino. Los autores reportaron una menor acumulacion de sodio en las
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plantas transgénicas con respecto a las no transformadas, sugiriendo una
reduccion en la entrada de sodio o bien un incremento en su secrecion (Kalifa y
col., 2004b).

6.1.7.- PROTEINAS LEA DEL GRUPO 2

El grupo 2, lo conforman las proteinas llamadas dehidrinas (DHNs) que
al igual que los anteriores grupos de proteinas LEA, también se acumulan
durante la etapa tardia de la embriogénesis, ademas se inducen en respuesta a
multiples estreses ambientales que causan deshidratacion celular tales como
sequia, baja temperaturas y salinidad, asi como también por ABA (Close, 1997;
Chung y col., 2003; Shen y col., 2004; Lee y col., 2005). Estas proteinas
presentan un amplio rango de peso molecular que va de 9 a 200 kDa, (Close,
1996; Allagulova y col., 2003), son termoestables y mantienen su integridad en
soluciones acuosas por arriba de los 100 °C (Close, 1997; Allagulova y col.,
2003). Se ha reportado la acumulacion de transcritos que codifican dehidrinas
de diferentes plantas al someterlas a condiciones de estrés abidtico, como la
dehidrina CaDHN (SK3) de chile (Capsicum annuum) (Chung y col., 2003), la
dehidrina BcDH2 (YSK3) de Boea crassifolia (hierba perene sin tallo) (Shen y
col., 2004), la dehidrina OsDHN1 (SK3) de arroz (Oryza sativa) (Lee y col.,
2005), la dehidrina CbCOR29 (SK3) de Capsella bursa-pastoris (también
conocida como bolsa de pastor) (Fan y Wang 2006), la dehidrina DHN-5(SK>)
de trigo (Triticum durum) (Brini y col., 2007), la dehidrina WCOR410 (SK3) de
trigo (Triticum aestivum L.) (Shakirova y col., 2009), la dehidrina PODHN (SK3)
de Populus alba x P. temula var. glandulosa (Bae y col., 2009) y las dehidrinas
PpDHN1, PpDHN2 y PpDHN3 de durazno (Prunus persica L.) (Basset y col.,
2009) durante diversos tipos de estrés.
Algunas proteinas como RAB (Responsive to Abscisic Acid) y COR (Cold-
Regulated) pertenecen al grupo de las dehidrinas (Nylander y col., 2001; Lee y
col.,, 2005), tales como la RAB21/16A (YKS;), RAB 16B (YSK3), RAB 16C
(YSK3), RAB 16D (YKS;), RAB25 (Y,SK;) de arroz (Mundy y Chua, 1988;
Kusano y col., 1992; Takahashi y col., 1994; Close, 1997; Lee y col., 2005),
RAB17 (YSK;) de maiz (Close, 1997; Godoy y col, 1994) RAB18 (Y.SK3) y
CORA47 (SK3) de A. thaliana (Close, 1997; Nylander y col., 2001), CuCOR15 y
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CuCOR19 de Citrus unshiu (Hara y col., 1999; 2001; 2003), WCOR410 (Close,
1996; 1997; Danyluk y col., 1998) y COR39 (Guo y col., 1992) de trigo (Triticum
aestivum). Recientemente, Weiss y Egea-Cortines 2009 propusieron a las
dehidrinas como marcadores transcripcionales de la respuesta a estrés por frio,
por su rapida induccién bajo estas condiciones; ademas, se ha visto que se
regulan a nivel transcripcional por los factores de transcripcion CBF, los cuales

participan en la respuesta a frio.

6.1.7.1 ESTRUCTURA DE LAS DEHIDRINAS

Esta familia de proteinas se caracteriza por la presencia de los siguientes
motivos conservados denominados segmentos “K”, “S”, “Y” y “@”. La
caracteristica distintiva del grupo LEA 2 es el segmento K, el cual es rico en
lisinas, consta de un motivo consenso de aproximadamente 15 aminoacidos
(EKKGIMDKIKELPG), el cual forma una probable estructura a-hélice (Close
1996, 1997; Allagulova y col., 2003). Se ha sugerido que esta estructura
promueve interacciones hidrofébicas para estabilizar a macromoléculas bajo un
déficit hidrico (Dure, 1993). Por otro lado, el segmento S es el segundo motivo
mas frecuente de este grupo de proteinas, el cual estd conformado por
residuos de serina (4 a 10 serinas). Ha sido demostrado que el segmento S
puede ser fosforilado; esta fosforilacion esta relacionada con la unién de
péptido senal de localizacion nuclear para el transporte nuclear. (Goday vy col.,
1994; Close 1996; 1997, Allagulova y col., 2003; Shen y col., 2004; Xu y col.,
2008). EI segmento Y [(V/T) DEYGNP], el cual esta presente en algunas
proteinas de este grupo, esta localizado frecuentemente cerca del extremo
amino terminal, que posee regiones de union a nucledtidos que son parecidos
a los que se encuentran en las chaperonas de plantas y bacterias (Close,
1996). El segmento @, es el menos conservado, y también esta presente en
solo algunas proteinas de este grupo. Este segmento @ usualmente es rico en
aminoacidos polares (especialmente treonina) y en glicinas. Dicho segmento se
encuentra intercalado entre los segmentos K y puede formar puentes de
hidrégeno con los grupos polares de las macromoléculas (Carpenter y Crowe,
1988; Close, 1997)
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6.1.7.2 CLASIFICACION DE LAS DEHIDRINAS

La clasificacién de las DHNs esta basada en la organizacion o rearreglo
especifico de los motivos caracteristicos de esta familia (el segmento “K”, el
segmento “S” y el segmento “Y”) y en sus propiedades bioquimicas,

subdividiéndose en 5 clases, que se describen a continuacion:

Dehidrinas Y,SK;

Estas proteinas son de naturaleza basica, contienen de 1 a 3 segmentos
Y, 1 segmento S y 2 segmentos K. Se ha reportado que dichas proteinas
generalmente son inducidas por ABA y bajo condiciones de estrés hidrico, pero

no se ha reportado induccién a bajas temperaturas (Allagulova y col., 2003).

Dehidrinas K,

Este subtipo de DHNs son proteinas acidas o neutras, no contienen

segmento Y o S, solo contienen de 2 a 9 segmentos K y tienden a inducirse por

ABA, frio y deshidratacién (Allagulova y col., 2003).

Dehidrinas SK,

Son de naturaleza acida y contienen un segmento S, de 2 a 3 segmentos

K, y generalmente se acumulan en plantas en respuesta a bajas temperaturas
(Close, 1996; Allagulova y col., 2003). En el caso de la dehidrina ERD14 de A.
thaliana, se une a metales como Ca2+, evento dependiente de la fosforilacion

del segmento S de la proteina (Alsheikh y col., 2003).

Dehidrinas K,S

Este subtipo de proteinas, en comparacion a los subgrupos anteriores

(SK.), se caracterizan por una variacién en el segmento K, el cual comienza
con el motivo (H/Q)KEG en lugar del motivo EKKG. Ademas, el segmento S se
localiza cerca del extremo carboxilo terminal. Este tipo de dehidrinas también
se ha reportado que es inducido en respuesta a frio (Close, 1996; Allagulova y
col., 2003), por ejemplo la dehidrina CuCOR15 de tipo KS del Citrus unshi
presenta alta afinidad de unién a metales como Cu?* (Hara y col., 2005).

Adicionalmente, la dehidrina ITP de tipo KS de Ricinus communis, se une a
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Fe* y a su vez participa en el transporte de Fierro (Kriiger y col., 2002). Dichas
proteinas estas relacionadas con la reduccion de la toxicidad a metales, los
cuales pueden formar EROs que ocasionan desestabilizacién a nivel celular
(Rorat, 2006).

Dehidrinas YK,

Estas proteinas acidas generalmente contienen 2 segmentos Y, 1 o 2

segmentos K y son acumuladas en plantas en respuesta a bajas temperaturas
(Close, 1996; Allagulova y col.,, 2003). Existen otros tipos de DHNs
estructuralmente diferentes a las descritas, que no son agrupadas en la
clasificacion mencionada. Por ejemplo la dehidrina SK3S de Stellaria longipes
(GenBank Z21500) representa un hibrido entre las dehidrinas del tipo SK, y
KnS (Zhang y col., 1993; Close, 1996; Allagulova y col., 2003). El transcrito de
esta dehidrina se ha observado incrementado en condiciones de estrés
o6smotico y aplicacién con ABA (Zhang y col., 1993). Otro ejemplo, es la
dehidrina YK4y de Spinacia oleracea (GenBank S31097) que tiene
caracteristicas de las de tipo K,, Y2K, y K,S que también se induce bajo
condiciones de estrés por frio y sequia (Neven y col., 1993; Close, 1996;

Allagulova y col., 2003).

6.1.7.3 LOCALIZACION DE LAS DEHIDRINAS.

Las DHNs se han localizado en diferentes compartimientos celulares,
incluyendo el citoplasma, el nucleo y la mitocondria, asi como en la membrana
plasmatica (Close, 1996, 1997; Borovskii y col., 2002). También se ha
identificado en diferentes tejidos como en puntas de las raices, tejidos
vasculares de las raices, tallos, hojas y flores como es el caso de las dehidrinas
ERD14 (SKz) y ERD10/LT129 (SK3) (Nylander y col., 2001).

6.1.7.4 POSIBLE FUNCION DE LAS DEHIDRINAS
La funcién particular de cada subtipo de las DHNs aun no se conoce.
Sin embargo, estudios in vitro revelaron que estas proteinas se unen a través
de los segmentos K a vesiculas de lipidos que contienen fosfolipidos acidos y

también se unen a metales pesados como el zinc, cobre y hierro a través de los
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motivos ricos en histidinas (Close 1996, Hara y col., 2005; Koag y col., 2003,
Kovacs y col., 2008). Ademas, la actividad crioprotectora de las DHNs ha sido
descrita para algunas enzimas sensibles a congelamiento tales como la
catalasa y la lactato deshidrogenasa (Hara y col., 2001). También se ha
propuesto que actuan como chaperonas para proteger macromoléculas del
citoplasma y membrana durante la deshidratacion, ademas de mantener la
estructura e integridad celular (Close 1996; 1997; Koag y col., 2003). Por otro
lado, previenen la agregacion o inactivacion inducida por calor de varias
proteinas (Kovacs y col., 2008). A su vez estas proteinas tiene actividad
antioxidante, es decir intervienen en la eliminacion del dafio oxidativo causado
por la produccién excesiva de EROs (Sun y Lin, 2010). También se ha sugerido
que estas proteinas previenen la peroxidacion de los lipidos de la membrana

plasmatica (Danyluk y col., 1998).

7. ESTRES POR BAJAS TEMPERATURAS.

La temperatura extrema es uno de los factores ambientales mas
importantes que afecta el crecimiento de las plantas y su desarrollo (Oullet,
2007). Cuando las plantas estan sometidas a temperaturas entre 0 hasta 10 °C
se considera un estrés por frio, en cambio si son temperaturas bajo 0 °C se
considera un estrés por congelamiento (Solanke y Sharma, 2008). En el estrés
por frio ocurre disminucion en la fluidez de la membrana debido a los acidos
grasos insaturados presentes en la membrana lipidica (Wang y col., 2006;
Solanke y Sharma, 2008) y una deshidrataciéon a consecuencia de una
reduccion en la entrada de agua por las raices, y al impedimento del cierre de
los estomas (Solanke y Sharma, 2008). En el caso del congelamiento, las
membranas presentan un dafio a consecuencia de una deshidratacion celular
severa que esta asociada con la formacion de cristales de hielo. La
acumulacién de hielo en los espacios intracelulares causa dano fisico tanto en
las células como en los tejidos (Solanke y Sharma, 2008). Ambos tipos de
estrés también ocasionan un estrés oxidativo debido a la generacion de EROs,
las cuales generan un dafo en el fotosistema Il y en los lipidos de las
membranas, lo que conduce a la muerte de la planta (Prasad y col., 1994;
Suzuki y Mittler, 2006). Sin embargo, las plantas tienen la habilidad para
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sobrevivir al estrés por frio mediante el proceso de aclimataciéon por frio, que
consiste en ajustar su metabolismo al frio e incrementar su tolerancia al
congelamiento en respuesta a bajas temperaturas (Solanke y Sharma, 2008).
Los efectos de las bajas temperaturas en las plantas causan una serie de
cambios bioquimicos, metabdlicos y fisioldgicos, incluyendo la expresién de
numerosos genes, acumulacion de una variedad de proteinas, acumulacion de
osmolitos compatibles, cambio en la composicion de los lipidos de las
membranas, reduccion en el contenido del agua, incremento de antioxidantes y
la actividad de enzimas (Pearce, 1999; Thomashow, 1999; Xin y Browse, 2000;
Seki y col.,, 2001; Minami y col., 2005; Oullet, 2007). La primera estructura
dafada por el frio es la membrana plasmatica por lo tanto surgen cambios en la
fluidez de la misma (Oullet, 2007; Solanke y Sharma, 2008) y a su vez
incrementa el contenido de acidos grasos insaturados y fosfolipidos (Wang y
col.,, 2006). Una vez que las plantas detectan la sefal del estrés por frio a

2* histidina cinasas,

través de receptores como canales permeables a Ca
(HK1) receptores tipo cinasas (RLKs), fosfolipasas, entre otros (Solanke y
Sharma, 2008), se generan segundos mensajeros como son el inositol fosfato,
las EROs, ademas de la calmodulina (CAM), las CBLs (Calcineurin B-Like
proteins), las fosfatasas, pueden modular la concentracion intracelular de Ca®,
lo que conlleva a iniciar la traducciéon de sehales en donde interviene una
cascada de fosforilacion de proteinas donde participan las CDPKs (CaM
Domain-containing Protein Kinases) y las MAPKs (Mitogen Activated Protein
Kinases). Esto a su vez conduce a la activacion de factores de transcripcion
que son los encargados de inducir la expresion de genes en respuesta al estrés
por frio (Thomashow, 1999; Solanke y Sharma, 2008). Dentro de ellos
encontramos a los genes que codifican proteinas relacionadas con la sintesis
de osmolitos tales como prolina, monosacaridos, oligosacaridos (sacarosa,
rafinosa) poli-alcoholes (manitol, sorbitol) y compuestos de amonio cuaternario
(glicinabetaina, alanina betaina). Estos compuestos disminuyen el potencial
hidrico y previene la formacion de cristales de hielo intracelulares (Kosova y
col.,, 2007). Proteinas protectoras como las dehidrinas, “antifreeze proteins”

(AFPs), se encargan de cubrir los cristales de hielo, para evitar el crecimiento
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de los mismos y por consiguiente este mecanismo contribuye a enfrentar el

estrés por congelamiento (Oulllet, 2007).

8. ACIDO ABSCISICO (ABA).

En las condiciones de estrés abidtico incluyendo el frio se presenta un
aumento en el contenido de la fitohormona ABA, la cual juega un papel
importante en algunos procesos celulares tales como el desarrollo de la planta,
la latencia de las semillas, germinacion y a la respuesta ante un estrés abidtico
y bidtico (Rock, 2000; Huang y Zhu, 2004). También se sabe que el ABA
induce una despolarizacion en la membrana plasmatica, lo cual ocasiona una
redistribucién de solutos y iones desde el tonoplasto y citoplasma hacia el
apoplasto, lo cual resulta en el cierre de los estomas (Rock, 2000). EI ABA
participa en la induccion de genes que codifican proteinas que estan
relacionadas en respuesta al estrés y tal es el caso de las proteinas LEAs. Hay
trabajos donde demuestran que algunos genes LEAs son independientes o
dependientes de ABA (Shinosaki y col., 1997).

En el caso de los genes que responden ABA presentan regiones conocidas
como ABRE que contiene el motivo consenso ACGTGGC que se encuentra en

su region promotora (Kaplan y col., 2006)

9. MODELOS DE ESTUDIO

Hoy en dia los diferentes tipos de estrés ambiental (temperaturas extremas,
alta salinidad, sequia y otros) esta repercutiendo en el calentamiento global, en
la contaminacion y en la deforestacion de tierras, lo cual afecta dramaticamente
al desarrollo de la planta y productividad en los cultivos. Sin embargo, existen
algunas plantas que se adaptan a dichas condiciones extremas ambientales

como es el caso del nopal (Opuntia spp.).

9.1 Nopal (Opuntia spp.)

El nopal es una planta xerdfita que pertenece a la familia de las cactaceas y
comprende 2 géneros que son Opuntia y Nopalea (Rios y Quintana, 2004). Es
un importante cultivo frutal endémico del continente americano que esta

ampliamente distribuido desde Canada hasta Argentina (Rios y Quintana,
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2004; Reyes-Aguero y col., 2006), sobre todo en regiones aridas
(precipitaciones anuales de 250 mm) y semiaridas (precipitaciones anuales
entre 250-450 mm) (Stintzing y Carle, 2005). En México, dicha planta se
encuentra ampliamente distribuida desde el Desierto de Sonora (incluyendo
regiones de Sonora, Baja California Sur, Norte de Sinaloa, Arizona y California
en E.U.A) y el Desierto Chihuahuense (incluyendo regiones de Chihuahua,
Coahuila, Nuevo Ledn, Tamaulipas, Durango, Zacatecas, San Luis Potosi,
Jalisco, Guanajuato, Querétaro, Hidalgo, y en E.U.A. en Nuevo México y
Texas) (Flores y col., 1995). En el caso de la region del altiplano potosino-
zacatecano, que se considera como zona cactoldgica por excelencia, destacan
poblaciones silvestres de nopal de mayor tamafo y densidad, tales como:
Opuntia streptacantha o nopal cardén, considerado el de mayor importancia
economica; Opuntia leucohicha o nopal duraznillo; Opuntia robusta o nopal

tapdn (revisado por Lépez y col., 1997).
9.1.1 Caracteristicas morfoldgicas y fisiolégicas del nopal

Debido a que el nopal es un planta que se desarrolla bajo condiciones
extremas en las zonas aridas y semiaridas, ha desarrollado adaptaciones
(anatébmicas, morfologicas y fisioldgicas) extraordinarias a través de su
evolucion que le permiten enfrentarse a este ambiente adverso (revisado por
Pimienta-Barrios y col., 2003), tales como la presencia de raices superficiales y
extendidas que permiten captar el agua de las escasas lluvias que caen en
dichas zonas (Nobel, 1998); tallos modificados que presentan estructuras en
forma de raquetas llamados cladodios o pencas, que llevan acabo la
fotosintesis y son suculentos porque tiene la capacidad de almacenar grandes
cantidades de agua (se encuentra retenida por mucilago), para soportar largos
periodos de sequia y estos a su vez se encuentran cubiertos por una cuticula
gruesa de cera que impide que haya pérdida de agua (Saenz y col., 2006) por
un proceso de transpiracion (salida y entrada de agua y CO2 ) que es regulado
por un poros pequenos (baja densidad de estomas) hundidos. En la epidermis
de dicha cuticula se encuentran unos cristales de oxalato de calcio y tricomas
que se encargar de desviar los rayos solares y por consiguiente evitan la

deshidratacion de la planta. Los tricomas también ayuda a que la planta
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transpire mejor ocasionado asi una mejor circulacion del aire en la epidermis y
tienen espinas (hojas modificadas) que tiene diversas funciones como proteger
contra las depredadores, producir sombra, reflejar la radiacién solar, y
condensar la humedad ambiental, todo esto ayuda a que haya una disminucion
en la transpiracion (Gonzalez y col., 2001). Otras de las adaptaciones que
presenta el nopal es el tipo de fotosintesis CAM (metabolismo de las
crasulaceas) que se lleva acabo en los tallos y que consiste en captar el agua y
el CO; a través de los estomas durante la noche para almacenarlos y durante
el dia utilizar estos compuestos para la produccién de nutrientes que requiere

la planta para su crecimiento y desarrollo.

9.1.2 Usos y aplicaciones del nopal

El uso principal del nopal en México remota desde la época prehispanica,
donde se consumia como alimento ya sea como fruta (tuna) o verdura
(nopalito) formando parte de la dieta basica del humano. Se conocen cerca de
300 especies del género Opuntia pero solo 10 o 12 especies se aprovechan
para la produccion de fruta y nopalitos tales como Opuntia ficus-indica, O.
amyclaea, O. xoconostle, O. megacantha y O. streptacantha, Opuntia
hyptiacantha, O. leucotrichay O. robusta ( Saenz y col., 2006).

En la actualidad a nivel industrial el nopalito se usa en la produccion de
escabeche y en ensalmuera y la fruta para la obtencién de jugos, mermeladas,
colorantes, entre otros. Otro de los usos es como planta medicinal,
antiguamente se utilizaban las espinas para aliviar infecciones, las pencas para
disminuir el dolor y curar inflamaciones, etc. Ademas se utilizan para la
produccion de forraje (tales como O. ficus-indica, O. leucotricha, O.
streptacantha, O. robusta, O. cantabriagiensis, O. rastrera, O. lindheimeiri y O.
phaecantha) sobre todo en épocas de escasez de agua (Gonzalez y col., 2001;
Saenz y col., 2006). Otro uso es en la produccion de un colorante rojo intenso
obtenido de un insecto llamado cochinilla (Dactylopius spp.) y que se reproduce
en las plantas de nopal. El colorante es usado en la industria farmacéutica,
alimenticia, comestoldgica y textilera (Flores y col., 1995). El nopal es usado en
otras aplicaciones alternativas como en la formacion de cercos para limitar
huertos familiares o terrenos (Flores y col., 1995). A nivel ecolégico, el cultivo

de nopal permite frenar la degradacion 6 erosién del suelo originada por las
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variaciones climaticas y la actividad del hombre en zonas semiaridas y aridas,
promoviendo la conversion de tierras improductivas a productivas y a su vez

permite preservar la biodiversidad en dichas zonas.

9.2 Arabidopsis thaliana

Es una planta angiosperma dicotiledonea que pertenece a la familia de la
mostaza (Cruciferae o Brassicaceae), distribuida por Europa, Asia y el
Noroeste de Africa (Meinke y col., 1998). Se considera un excelente modelo de
estudio para el area de Genética, Fisiologia y Biologia molecular. Esta planta
tiene un ciclo de vida corto (5-6 semanas), presenta un genoma pequefio (125
Mb/ haploide), que se encuentra distribuido en los 5 cromosomas que
contienen alrededor de 20,000 genes, tiene una alta fecundaciéon porque es
capaz de producir mas de 10000 semillas por planta (Meinke y col., 1998; Page
y Grossniklaus, 2002). Otra de las ventajas mas importantes que tiene
Arabidopsis es la disponibilidad de la coleccion de mutantes insercionales de T-
DNA mediante la transformacion con Agrobacterium, lo cual constituye una
herramienta importante para estudios de gendémica funcional (Page vy
Grossniklaus, 2002; Alonso y col., 2003).

23



Objetivos

OBJETIVOS
Capitulo |

Objetivo general :
Analizar el efecto de prolina y de poliaminas en la germinacion de Opuntia

streptacantha, bajo condiciones de estrés salino.

Objetivos especificos:

1. Analizar si las poliaminas (putrescina, espermidina y espermina) y los
tratamientos con prolina ayudan a romper la latencia de semillas de O.
streptacantha.

2. Analizar si dichos compuestos (prolina y poliaminas) contrarrestan, en la

germinacion, el efecto negativo del estrés salino.

Capitulo I

Objetivo general:

Aislar y caracterizar una dehidrina de Opuntia streptacantha bajo condiciones
de estrés abidtico.

Objetivos especificos:

1. Construir una biblioteca de cDNA de Opuntia streptacantha empleando

RNAs aislados bajo diversas condiciones de estrés abidtico.

2. Aislar y analizar secuencias de la biblioteca de cDNA de Opuntia

streptacantha.

3. Caracterizar molecularmente el gen OpsDHN1 de Opuntia streptacantha.

3.1 Analizar in silico el gen OpsDHN1 que codifica una dehidrina de

nopal.
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3.2 Analizar a nivel transcripcional el gen OpsDHN1 de Opuntia
streptacantha bajo diversos agobios de tipo abidtico y por

aplicacién exodgena de acido abscisico (ABA).

4. Caracterizar funcionalmente el gen OpsDHN1 de Opuntia streptacantha en

Arabidopsis thaliana.
4.1 Analizar y comparar lineas sobreexpresantes del gen OpsDHN1 en A.

thaliana y la parental (Col-0) bajo condiciones de estrés por

congelamiento.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO, TECNICAS, CONDICIONES DE CRECIMIENTO Y
TRATAMIENTOS.

1. Opuntia streptacantha

En 2005, se realizd una colecta de semillas de tuna Cardona (Opuntia
streptacantha L.) en el municipio de Villa de Zaragoza, en el estado de San
Luis Potosi, México. Estas semillas fueron esterilizadas con una solucién de
hipoclorito de sodio comercial al 30% (v/v) (6% de cloro libre) por 30 min y con
una solucién de etanol al 70% (v/v) por 4 min. Entre cada tratamiento, se
realizaron tres lavados con agua destilada estéril. Las semillas desinfectadas
fueron germinadas en una camara de crecimiento a 25 °C bajo un fotoperiodo
de 12 h luz/12 h obscuridad, hasta obtener la emergencia de los cotiledones y
posteriormente fueron transferidas a macetas conteniendo un sustrato
comercial (Cosmocel, Monterrey, México) para su posterior crecimiento. Estas
plantas fueron mantenidas en una camara de crecimiento a 25 + 2 °C bajo un

fotoperiodo de 12 h luz/12h obscuridad.

2. Arabidopsis thaliana

Las semillas de A. thaliana ecotipo Columbia-0 (Col-0) fueron desinfectadas
con una solucion de hipoclorito de sodio al 20 % (v/v) por 8 min, y lavadas 7
veces con agua destilada estéril. Las semillas asépticas fueron germinadas en
cajas Petri con medio Murashige-Skoog (GIBCO BRL, Gaithersburg, MD)
conteniendo 0.6% de agar y 2% de sacarosa. Las semillas fueron
sincronizadas por 2 dias a 4 °C y germinadas a 22 + 2 °C durante 7 dias en

una camara de crecimiento bajo un fotoperiodo de 16h luz / 8 h obscuridad.

3. Agrobacterium tumefaciens

La cepa de A. tumefaciens (GV2260) fue crecida en medio LB liquido (0.5%
extracto de levadura, 1% peptona de caseina, 1% de NaCl) suplementado con
100 ug/mL de carbenicilina y rifampicina, y con 50 uyg/mL de kanamicina; y se
incub6é a 28 °C durante 2-3 dias con agitacion constante. Este cultivo fue

empleado como in6culo para la transformacion de plantas de A. thaliana.
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4. Escherichia coli

Se empled la cepa TOP10 de E. coli para la transformacion y clonacion del
DNA recombinante. Esta cepa fue conservada a —70 °C en viales con glicerol al
50%. Cuando fue necesario, la cepa de E. coli fue crecida en medio LB liquido
(0.5% extracto de levadura, 1% peptona de caseina, 1% de NaCl)
suplementado o no con antibiodticos (50 yg/mL de kanamicina; 100 ug/mL de
espectinomicina, 100 ug/mL de ampicilina), e incubada a 37 °C durante 1 dia a
200 rpm.

5. Medios de cultivos

5.1 Medio Hoagland

Para el crecimiento de plantas en condiciones semidroponicas se utilizd la
solucion nutritiva de Hoagland 0.5X (Hoagland y Arnon, 1950) con una
modificacion en la concentracion de hierro. La solucién stock se prepara al 1X
como se menciona en la Tabla 1.

Tabla 1

Composicion de la soluciéon de Hoagland 1X

Solucion Contenido Para 1L de
Hoagland 1X
A NH,H,PO, 1M 1 mL
B KNO, 1M 6 mL
C Ca(NO,), 1M 4 mL
D MgSO, 1M 2mL
Micronutrientes * 1mL
Solucion de Hierro ** 0.25 mL

* Micronutrientes: 1 L de solucion stock contiene: H3BOs; (2.86 mg),
MnCl;.4H,O (1.81 mg), ZnS04.7H20 (0.22 mg), CuS04.5H20 (0.08 mg),
H,Mo0O4.H20 (0.02 mg).

** Solucion de hierro: FeS0O,4.7H20 (0.089 M o bien equivalente al 2.5%), EDTA
(0.07 M), pH 7.1. La preparaciéon original de Hoagland contenia 1 mL de
solucion de tartrato de hierro al 5%, a diferencia de la empleada que contiene

sulfato de hierro al 2.5%.
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6. Vectores

PDNR-LIB. Este plasmido es de un tamafio de 4.2 Kb, se utiliza para la
construccion de bibliotecas compatibles con el Creator ™ System. Contiene
dos sitios LoxP que flanquean el sitio de clonacién multiple (MCS) y el gen de
resistencia a cloramfenicol (Cm'). Dicho sitio permite que el inserto pueda ser
transferido mediante el uso de la Recombinasa Cre hacia un vector aceptor
Creador. Ademas el vector contiene el gen de la sacarosa (SacB) para la

seleccion de clonas positivas después de la recombinacion realizada con la
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PCR4-TOPO. Es un plasmido autoreplicativo en bacteria que tiene un tamaifo
de 3.9 kb, posee el promotor /ac, los genes marcadores de seleccion para los
antibiéticos kanamicina y ampicilina, un sitio de clonaciéon multiple (MCS), el
gen letal ccDB que esta fusionado al extremo carboxilo-terminal del gen de la
B-galactosidasa (LacZa). Cuenta con la tecnologia TOPO® Cloning TA
(Invitrogen, 2006) que permite ligar de manera eficiente productos de PCR en el
vector, ya que la enzima Taq polimerasa tiene una actividad transferasa terminal
que agrega una desoxiadenosina (A) a los extremos del producto de PCR; estos
extremos del producto de PCR con adenina se pueden unir por
complementariedad a los extremos del vector linealizado que contienen timina (T)
(Invitrogen, 2004). Al ligarse el producto de PCR impide la expresion de la
fusidbn ccDB-LacZa, permitiendo asi el crecimiento solo de las clonas
recombinantes, mientras que la clonas que no contienen el inserto no pueden

crecer debido a que se transcribe el gen letal (ccDB).
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\
pCR"4-TOPO®

\ 3956 bp

PCR8/GW/TOPO. Es un plasmido autoreplicativo en bacteria de un tamafio de
2.8 kb. EIl vector de entrada pCR®8GW/TOPO® combina la tecnologia TOPO®
Cloning TA y la tecnologia Gateway® (Invitrogen, 2004). Este vector esta adaptado
para permitir una facil transferencia basada en la recombinacién de productos de
PCR de interés hacia los vectores destino Gateway®. La tecnologia Gateway ® es
un método de clonaciéon universal que se aprovecha de las propiedades
especificas de la regiéon de recombinacion de bacteriéfago lambda para trasladar
de una manera rapida y muy eficiente un gen de interés en multiples vectores. El
gen de interés es transferido del vector de entrada hacia el vector de expresion
mediante un proceso de recombinacion homologa entre sitos del vector de entrada
(sitios attL1 y attL2) y sitios del vector de expresion (sitios attR1 y attR2),
empleando la enzima LR clonasa (Invitrogen, 2004). Este vector también, contiene
un origen de replicaciéon pUC que permite obtener un alto niumero de copias en E.
coli. Las clonas pueden ser facilmente secuenciadas ya que contiene sitios de
uniéon a oligonucleodtidos especificos localizados en los flancos del producto de
clonacién. Ademas, contiene un gen de resistencia a espectinomicina que permite

la seleccion de células transformadas.

M13 forward (-20) priming site

TAACGCTAGC ATGGATGTTT TCCCAGTCAC GACGTTGTAA AACGACGGCC AGTCTTAAGC TCGGGCCCCA AATAATGATT

a1 | GW1 priming site ‘
T T
TGATAGTGAC CTGTTCGTTG CAACAAATTG ATGAGCAATG CTTTTTTATA ATGCCAACT TTG TAC AAR
AAC ATG TTT
EC‘DR\ EcoR | Leu Tyr Lys
— | ——
AAA GCA GGC TCC GAA TTC GCC CTT] PCR product F\AG GGC GAA TTC GAC CCA GCT TTC TTG TAC
TTT CGT CCG AGG CTT AAG CGG GALN TTC CCG CTT AAG CTG GGT CGA ARAG AAC ATG
Lys Ala Gly Ser Glu Phe Gly Leu Lys Gly Glu Phe Asp Pro Ala Phe Leu Tyr
atiL2 . GW2 priming site .
t U
ARAGTTGG CATTATAAARA AATAATTGCT CATCAATTTG TTGCAACGAA CAGGTCACTA TCAGTCAARA TAAAATCATT
T7 promoter/priming site M13 reverse priming site
- 1 f
ATTTGCCATC CAGCTGATAT CCCCTATAGT GAGTCGTATT ACATGGTCAT AGCTGTTTCC TGGCAGCTCT
x ; x
S ]
B &
=
atiid
<A 22
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pPMDC32. Es un plasmido derivado del vector binario pCambia de un tamafio
de 11.75 kb que se utiliza para la expresion de genes de interés en plantas.
Este vector cuenta con el promotor 35S del virus del mosaico de coliflor, el cual
es un promotor fuerte y constitutivo. Ademas, posee los bordes derecho (RB) e
izquierdo (LB) de A. tumefaciens, por lo que un T-DNA puede ser integrado al
genoma de la planta. Este vector también cuenta con la tecnologia Gateway®,
el cual contiene los sitios aftR1 y attR2 que logran la recombinacion homodloga
de los insertos de interés clonados en los vectores de entrada (como el
pCR8/GW/TOPOQO). Ademas contiene un gen de resistencia a higromicina, que

permite la seleccidon de las plantas transgénicas.

oo Xba 1(290
Nor 1(283) ¥P2 ] (h_,gé]
Sac 1(269 | Pac_1(305)
skt ].‘ | | attRZ

Sal 1(445)
| Pst 1(455)
|| ccdB
Sma_1(706)
Bam HI(1120)
Xba 1(1126)
Neo 1(1272)
/  CMr
Eco RI(1573)
Bam Hgl (1853)
Not 1(1893)
attR1
be— isc 1(2036)
S Who 1(2042)
Kpn 1(2061)
Sma 1(2063)
Bam H]I(2066)
W\ \Aba 1(2072)
W\ Eca RV (2175)
1}, 2X35S promoter
\\\ Pt 1(2837)
\\ Hin d I (2846)
| RB
Sph 1(3183)

3 Wi
Eco RI(1) nos termmalcr‘.‘l‘

Eco RV (10858)

Xho 1(10723)

Sma 1(10708)
hygromycin resistance
Xho 1(9629)

LB

pMDC32

kanamycin resistance
LA
Eco RV (8234)

pBR322 origin
Not 1(4062)
Not 1(6884)
Cla 1(6266)
pvs1

Not 1(5594)

7. Técnicas de transformacion

7.1. Agrobacterium tumefaciens y Escherichia coli

Se emplearon células quimicamente competentes (preparadas con cloruro de
calcio) de E. coli, o bien, electrocompetentes de E. coli y de A. tumefaciens
para la transformacion genética, empleando las mezclas de ligacion
correspondientes. Se empled el método de transformacion basado en choque
térmico (Sambrook et al., 1989) y la técnica de electroporacién empleando un
electroporador Eppendorf 2510 de acuerdo a las especificaciones del fabricante
(Eppendorf North America, Inc, USA).

7.2 Arabidopsis thaliana
Para la transformacion de plantas de A. thaliana se empled el método de “floral
dip” descrito por Clough (1998). Para ello, la cepa de A. tumefaciens GV2260

previamente transformada con el plasmido de interés fue crecida hasta una
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ODgoo 0.6-07 en un medio LB suplementado con Ilos antibiéticos
correspondientes. Posteriormente, éste indculo fue centrifugado y resuspendido
en 100 mL de la solucion de transformacion, que contiene 0.22 g de sales MS,
5 g. de sacarosa (5%) y 50 pL de silwett L-77. Para llevar acabo la
transformacién en A. thaliana, se sumergieron las plantas en la solucién de
transformacién por un tiempo de 15 s. Luego las plantas fueron incubadas en
una camara de crecimiento en obscuridad a una temperatura 22 + 2 °C por un
tiempo de 16-24 h y finalmente las plantas se transfirieron a una camara de
crecimiento con un fotoperiodo de 16 h luz/8 h obscuridad, para posteriormente

obtener semillas transgénicas.

8. Tratamientos de estrés

8.1 Estrés abiético

Para este experimento se emplearon plantas jovenes de O. streptacantha de
un afo de edad que fueron transferidas a macetas individuales conteniendo un
sustrato comercial (Cosmocel, Monterrey, México) o bien en condiciones
semihidropdnicas, dependiendo del experimento a realizar. Para las
condiciones semihidroponicas se usdé una mezcla de arena/agrolita (relacién
3:1) y regadas con la solucion nutritiva de Hoagland. Los experimentos que se

realizaron bajo estas condiciones se indican en la Tabla 2:

Tabla 2. Experimentos de estrés en semihidroponia

Tratamiento Clave o Fotoperiodo | Temperatura Duracién

abreviatura del
tratamiento

Salinidad 25°C
(NaCl 250 mM) N
Salinidad con 12112 h
calor (NaCl 250 HN (luz/obscuridad) 40°C
mM)

*En este tratamiento, las macetas fueron cubiertas con papel aluminio para evitar la

fotodegradacion del ABA, asimismo los cladodios fueron asperjados con ABA cada 48 h.

Los experimentos de estrés realizados en macetas conteniendo el

sustrato comercial se describen en la tabla 3.
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Tabla 3. Experimentos de estrés en tierra

Tratamiento Clave o abreviatura del Fotoperiodo | Temperatura Duracién
tratamiento del
tratamiento
Frio C 4°C
Calor con
Sequia HD 40 °C
Simulacién
condiciones DHC (40/4°C)
desérticas:
Calor (dia),
Frio (noche)
con sequia
12/12 h
(luz/obscuridad
)
Calor (dia), HC
Frio (noche) (40/4°C)
con riego

Después de cada tratamiento, los cladodios fueron transferidos a
nitrogeno liquido para la posterior extraccion de RNA y la construccion de una
biblioteca de cDNA. Asimismo, el RNA fue empleado para analisis de expresion
mediante PCR en tiempo real (QRT-PCR).

8.2 Acido Abscisico (ABA).

Para este experimento se emplearon plantas jovenes de O. streptacantha de 3
meses de edad que fueron crecidas en condiciones semidropdnicas, a las
cuales se les aplico solucién nutritiva de Hoagland junto con la cantidad
necesaria de ABA (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) para obtener las siguientes
concentraciones 0, 0.1 y 100 uM durante un tiempo de 1.5, 5y 12 h. Para evitar
la fotodegradacién de la hormona, el sistema semihidropdnico fue cubierto con
papel aluminio durante todo el experimento. Los cladodios fueron recolectados
a los tiempos establecidos y congelados con nitrégeno liquido para su

posteriormente realizar la extracciéon de RNA.
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9. Extraccion de acidos nucleicos

9.1 Extracciéon de RNA de nopal

Se extrajo el RNA total de los cladodios de O. streptacantha usando el Kit
RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) de acuerdo a las
especificaciones del fabricante. La integridad del RNA se visualiz6 en un gel
desnaturalizante al 1%, y la concentracion del RNA se cuantifico antes y
después del tratamiento con la enzima DNasa | (Invitrogen, Carlsbad, USA), a
una absorbancia de 260 nm en el espectrofotometro NanoDrop ND-1000 UV-
Vis (NanoDrop Technologies) de acuerdo a las especificaciones del fabricante.
Dicho RNA se utilizé para generar la biblioteca de cDNA de nopal y para el
analisis de PCR en tiempo real (QRT-PCR).

9.2 Extraccion de DNA de nopal.
El DNA genodmico fue extraido de cladodios de plantulas de O. streptacantha
de 3 meses de edad usando el kit DNeasy Plant Mini (Qiagen, Hilden,

Germany) de acuerdo a las especificaciones del fabricante.

10. Construccion de una biblioteca de cDNA de nopal

Se generd una biblioteca de cDNA completa usando plantas de O.
streptacantha de un afo de edad, las cuales fueron sometidas a diversos
tratamientos de estrés abidtico (calor, frio y salinidad) y tratamientos con ABA

como se describe en la seccion 8.

10.1. Sintesis de la primera cadena de cDNA y amplificacion del cDNA
usando “long distance PCR (LD PCR)”.

La sintesis del cDNA se realizé a partir 1 ug de RNA total resultante de aislados
de RNA obtenidos de las plantas sometidas a diferentes tratamientos de estrés,
usando el Creator™ Smart ™ cDNA library Construction Kit (Clontech, Palo
Alto, CA) siguiendo las especificaciones del fabricante. Se empled para la
sintesis de la primer cadena de cDNA el “CDSIII/3’PCR Primer”, el cual es un
oligonucledtido d(T)3p modificado que ancla sobre la cola de poliA de los
mensajeros, junto con el oligonucledtido SMART IV que contiene una
secuencia rica en guaninas (G) en el extremo 3'. Esta secuencia permite el

alineamiento del oligonucleotido SMART IV con los nucleétidos desoxicitidina
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(dC) que son adicionados por la actividad transferasa terminal de la
transcriptasa reversa MMLV en el extremo 5 del RNA mensajero. Ademas, el
oligonucleétido SMART IV crea un sitio templado para la subsecuente
amplificacion de la segunda cadena de cDNA empleando el oligonucledtido “5’-
PCR primer” junto con la mezcla de enzimas “50X Advantadge 2 Polymerase

mix”. Los productos de cDNA obtenidos fueron tratados con la enzima

proteinasa K para inactivar la actividad de la DNA polimerasa.

10.2 Digestién con Sfil

El producto de cDNA se digiri6 con la enzima de restriccion Sfil, la cual
reconoce sitios especificos de corte sobre la secuencia de los oligonucledtidos
empleados para la sintesis del cDNA, permitiendo la generacion de sitios
asimétricos Sfil Ay B (cohesivos) en los extremos 5" y 3" del cDNA, y asi dirigir
de esta manera su clonaciéon direccional en el vector pDNR-lib. Ademas este
sitio de restriccion Sfil reconoce 5 pb, y se ha reportado una baja probabilidad

de corte en los cDNAs.

10.3 Purificacion y fraccionamiento del cDNA digerido

El cDNA de doble cadena digerido con la enzima Sfil fue fraccionado en una
columna CHROMA SPIN-400 (Clontech, Palo Alto, CA), la cual permite separar
las moléculas de acuerdo a peso molecular. Se colectaron 16 fracciones que
fueron analizadas en un gel de agarosa al 1.1%. De estas fracciones, se
seleccionaron la 8, 9, 10 y 11, conteniendo fragmentos de cDNA de 500 a 1000

pb, para su clonacion en el vector pPDNR-lib como se describe a continuacién.

10.4 Clonacidn en el vector pDNR-lib y transformacién en E. coli.

Los cDNAs fueron clonados direccionalmente en el vector pDNR-lib (Clontech)
mediante una reaccion de ligacion empleando la enzima T4 DNA ligasa segun
las indicaciones del Kit Creator™ Smart ™ cDNA library Construction (Clontech,
Palo Alto, CA). Posteriormente, la mezcla de ligacion fue empleada para la
transformacion de células electrocompetentes de E. coli TOP 10 (Invitrogen,
Carlsbad, USA), las cuales fueron seleccionadas en medio LB suplementado

con 30 pg /mL de cloranfenicol.
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10.5 Purificacion del DNA plasmidico

Los plasmidos de las clonas individuales fueron obtenidos con el procedimiento
de lisis alcalina segun el protocolo descrito por Birmboim y Doli (1979). Las
clonas positivas fueron identificadas mediante ensayos de PCR de colonia

usando los oligonucledétidos universales M13.

10.6 Secuenciacion de los plasmidos.

Los plasmidos fueron secuenciados con el equipo ABI PRISM 377 DNA
automated sequencer (Perkin Elmer). Todas las secuencias de nucleétidos
fueron depositadas en la base de datos del GenBank (USA) del NCBI con los
siguientes numeros de acceso HO058618 - HO058946.

11. Analisis de expresion génica

11.1 Ensayos de PCR en tiempo real (QRT-PCR)

La sintesis de cDNA y el analisis de PCR cuantitativo fue realizado con el kit
iScript™ One-Step RT-PCR junto con el fluoréforo SYBRe Green (Bio-Rad,
Laboratories, Inc.). La mezcla de reaccion se llevé a cabo en un volumen total
de 25 L, en la cual se incluyé 50 ng de RNA total, 12.5 pyL del buffer de
reaccion 2X SYBR Green RT-PCR, 200 nM de cada oligonucléotido (ver Tabla
4) y 1 uL de la enzima transcriptasa reversa iScript MMLV (Bio-Rad,
Laboratories, Inc.). Las condiciones para el PCR tiempo real fueron las
siguientes: 10 min a 50 °C y 5 min a 95 °C para la sintesis de cDNA y la
inactivacion de la enzima trancriptasa reversa iScript MMLV; seguido de 40
ciclos de 10 s a 95 °C y 30 s a 60 °C. Las curvas “melt’ fueron obtenidas
mediante 80 ciclos de 1 min a 95 °C, 1 min a 55 °C y 10 s a 55 °C,
incrementando la temperatura 0.5 °C por cada ciclo. Dicho procedimiento se
realizd con el termociclador iQ5 Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad,
Laboratories, Inc). Los analisis fueron realizados por ftriplicado. La

cuantificacion relativa del gen OpsDHN1 fue expresada como niveles de
abundancia relativa del RNA mensajero en la condicion de interés con respecto
a la condicién control (sin tratamiento), posterior a la normalizacién con el gen
que codifica al factor de elongacion EF1% de O. streptacantha (OpsEF1%; No.
de acceso HM581972) mediante el método comparativo ciclo umbral (CT;
threshold cycle) 6 2ACT (Livak y Schmittgen 2001).
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12. Aislamiento de un fragmento de DNA genémico del gen OpsDHN1 de
nopal

El DNA gendmico fue amplificado empleando un par de oligonucleétidos (ver
tabla 4.) disefados en base a la secuencia completa de cDNA del gen
OpsDhN1, el cual se aislo e identificd en la biblioteca construida en esta tesis.
Las condiciones del PCR fueron las siguientes: 5 min a 94 °C, junto con 35
ciclos de 60 sa 94 °C, 60 s a 59 °Cy 2 min a 72 °C y una extension final de 7
min a 72 °C. El producto de PCR obtenido fue de 1139 pb, el cual fue clonado
en el vector pCR4-TOPO (TOPO TA Cloning Kit, Invitrogen, Carlsbad, USA)
para su posterior secuenciacion. Esta secuencia fue depositada en la base de

datos del GenBank con numero de acceso HM581971.

13. Generacion de plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana

13.1 Amplificaciéon del cDNA y clonacion mediante el sistema GATEWAY
Se amplifico el marco de lectura abierto (ORF) y 76 pb del extremo 3’-UTR del
cDNA de la dehidrina de nopal (OpsDHN1) con los oligonucleétidos
50psDHNORF y 30psDHNUTR (Tabla 4.). El producto de PCR fue clonado en
el vector de entrada pCR®8/GW/TOPO (Invitrogen, Carlsbad, USA) vy
posteriormente fue subclonado en el vector de expresion pMDC32 mediante
recombinacion especifica la enzima LR clonasa (Gateway LR Clonase Il mix;

Invitrogen, Carlsbad, CA).
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Tabla 4. Oligonucleétidos utilizados para la amplificacion del cDNA y genémico
del gen OpsDHN1 .

Aplicacion Gen secuencia de los oligonucléotidos Tamaio
del
amplicon
OpsDHN1 | 50psDHN1 5-GATCGCGGACTGTTCGACTT-3’ 171 pb
30psDHN1 5-GTCGGAACGATGGAGCTTGT-3
ART-PCR 5 SEF7 | 5PvEF1 5-GGTCATTGGTCATGTCGACTCTGG-3 | 150 pb
3PVEF1 5-GCACCCAGGCATACTTGAATGACC-3
Amplificaci 1139 pb
6n de un 5gOpsDHN1 5-GGGACAGCAAAGCAAAGCA-3’
fragmento 3gOpsDHN1
del DNA 5-TCGAAAAGCATAAATCATCAAAGTTCC-3
Amplificaci | OpsDHN1 | 50psDHNORF 5'- 835 pb
on del CCAATTTCTGAAATGGCGGAAG-3’ 30psDHNUTR
cDNA 5-GCATAAATCATCAAAGTTCCTGAC-3
(ORF y 3’-
UTR)

14. Transformacién de A. thaliana.
La transformacién de A. thaliana mediante Agrobacterium tumefaciens se llevo
a cabo con el método de inmersion floral. La seleccion de las plantas
transgénicas se realizé en agar nutrivo MS 0.5X suplementado con 50 pug/mL
T2 de |las

(35S::0psODHNT1) fueron transferidas a tierra. Las lineas homocigotas fueron

de higromicina. La generacion plantas transgénicas
analizadas por la segregacién de la resistencia en higromicina en la progenie

T3.

15.Analisis de la sobreexpresion del gen OpsDHN1.

La expresion del gen OpsDHN1 en A. thaliana fue evaluado mediante RT-PCR
punto final. Se empledé usé 1 ug de RNA total para la sintesis de la primera
cadena de cDNA usando el sistema SuperScripttm First-Strand Synthesis
System (Invitrogen, Carlsbad, USA) siguiendo el protocolo descrito por
Rodriguez-Kessler et al. 2008. ElI gen OpsEF1 fué usado como control de
carga.

16. Tratamiento de estrés por congelamiento en A. thaliana que
sobreexpresa el gen OpsDHN1.

Se crecieron plantas silvestres (Col-0) y plantas transgénicas de tres lineas

homocigotas de la progenie T3 (35S::OpsDHN1) de un mes de edad en una
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camara de crecimiento (22 £ 2 °C), bajo un fotoperiodo de 16 h luz/8 h
oscuridad. Posteriormente, fueron aclimatadas a frio a una temperatura de 4 °C
por 12 h, después de este paso las plantas fueron sometidas por2 ha-15°Cy
fueron asperjadas con agua fria para inducir la formacién de hielo.
Posteriormente, dichas plantas fueron descongeladas a 4 °C por 12 h y por
ultimo se transfirieron a una camara de crecimiento para su recuperacioén bajo
condiciones 6ptimas de crecimiento. La tasa de sobrevivencia de las plantas
fue calculada después de un periodo de 21 dias, la cual fue expresada en
porcentaje de plantas que se recuperaron después del tratamiento de estrés

por frio.

17. Analisis de las secuencias obtenidas de la biblioteca de cDNA
Todas las secuencias fueron analizadas con el programa Vector Screen para

eliminar la contaminacion de vector (www.ncbi.nim.nih.gov/Vescreen).

Posteriormente, con el programa Segman (DNASTAR, Madison, WI) fueron
agrupadas en “contigs” (grupos de secuencias de DNA que sobrelapan). La
busqueda de homologia en las secuencias se realiz6 mediante los programas
BLASTN y BLASTX (GenBank non-redundant (nr) y EST) de la base de datos
del Centro Nacional de Informacion de Biotecnologia (NCBI;
www.ncbi.nim.nih.gov). El analisis de la clasificacién funcional fué realizado de
acuerdo a las bases de datos Gene Ontology (www.geneontology.org/) y TIGR
de A. thaliana (www.tigr.org/). Los posibles dominios de cada proteina fueron
identificados con el ProtParam del servidor ExXPASy proteomics del Instituto de
Bioinformatica de Suiza (SIB; www.isbsib.ch) y el InterProScan del Instituto de
Bioinformatica Europeo (EBI; www.ebi.ac.uk). La sefal de localizacion nuclear
(NLS) fue predicha con el servidor PredictNLS server del CUBIC (del centro de
Bioinformatica de la Universidad de Columbia). El alineamiento de las
secuencias de las proteinas se realizé con los programas CLUSTAL W y T-
Coffee de la base de datos EBI. Los alineamientos “pairwise” globales y locales
fueron realizados para establecer los porcentajes de identidad entre dos
proteinas usando los programas de alineamiento Needleman-Wunsch y Smith-
Waterman de la base de datos EBI, respectivamente. La construccion de
arboles filogenéticos se realizé con las aplicaciones del paquete 3.67 PHYLIP
(Phylogeny Inference Package; Felsenstein, 1989).
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Resultados

RESULTADOS
Capitulo 1
Efecto del estrés salino, prolina y poliaminas en la germinacion de Opuntia
streptacantha.

Este trabajo fue realizado para determinar si las poliaminas (putrescina,
espermidina y espermina) y los tratamientos con prolina ayudan a romper la
latencia de las semillas de O. streptacantha, ademas de conocer si estos
compuestos favorecen a la germinacién de las semillas cuando estan bajo un
estrés salino. Para ello las semillas se sometieron a los siguientes tratamientos: a)
aplicaciéon de poliaminas (Put, Spd 6 Spm a1 uM), (b) aplicacion de prolina (1 6 10
mM), (c) y tratamiento con NaCl a 25, 50 6 75 mM. Posteriormente, se llevaron a
cabo mezclas de los tratamientos anteriores, los cuales fueron: (d) mezcla de
poliaminas PAs (Put, Spd y Spm) con cada una de las concentraciones de prolina,
(e) cada poliamina (Put, Spd, y Spm) junto con cada una de las soluciones de sal y
(f) cada concentracion de prolina con cada solucion de sal. Todos los resultados de
los experimentos fueron analizados estadisticamente. En el caso del experimento
que fueron tratados solamente con prolina a 1mM la tendencia es a presentar un
porcentaje mas alto en la germinacién en comparacion al control (no tratadas), sin
embargo las diferencias no fueron estadisticamente significativas (F = 1.500, P >
0.5). En cambio el tratamiento con poliaminas no indujo rompimiento de la latencia
de las semillas ya que no hubo diferencias estadisticamente significativas en el
porcentaje de germinacion. Para el caso del tratamiento con estrés salino a la
concentracion de NaCl a 25 mM no hubo variaciones en la germinacion con
respecto a las semillas control, sin embargo, en las concentracién de NaCl a 50
mM, el porcentaje de germinacion fue mas bajo en comparacion al control, y en
NaCl a 75 mM hubo una completa inhibicién en la germinacion. En el caso del
tratamiento con prolina a la concentraciéon de 1 y 10 mM junto con estrés salino se
observo una disminucion en la germinacion conforme incremento la concentracion
de sal (NaCl a 50 mM), hasta obtener una inhibicion en la germinaciéon en la

concentracion mas alta de sal (NaCl a 75 mM).
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Para el caso del tratamiento de poliaminas junto con sal, se observo que el
porcentaje de germinacion disminuyé al incrementar la concentracion de sal, a
excepcion del tratamiento con Spm donde se observd una mejoria en la
germinacién al someter las semillas a una concentracion de NaCl a 75 mM. Dichos
resultados han demostrado primeramente que los tratamientos con poliaminas no
ayudan a romper la latencia de las semillas, sin embargo con prolina 1TmM sin
estrés salino se estimuld la latencia en cambio los tratamientos aplicados ya sea
prolina o poliaminas junto con estrés salino no ayudaron al mejoramiento de la

germinacion.

Manuscrito publicado en la revista “Journal of the Professional Association for
Cactus Development” aino 2008.
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ABSTRACT

In this study we conducted experiments in order to determine whether polyamines (putrescine,
spermidine, and spermine) and proline treatments help to break seed dormancy of Opuntia
streptacantha and also if they facilitate seed germination under salt stress. The results showed that
1mM proline stimulated a better germination percentage as compared to untreated seeds, although
the difference was not statistically significant. With respect to polyamines, they did not break seed
dormancy. On the other hand, salinity affected seed germination at the higher concentrations (50
and 75 mM NaCl) used, whereas, at 25 mM NaCl, results were similar to the control. The
germination percentage in the treatments with proline (1 and 10 mM) and with polyamines (1uM
each) diminished significantly when increasing the concentration of NaCl. The exception was
spermine treatment, which alleviates seed germination at the higher concentration of NaCl used (75
mM).

Keywords: Opuntia streptacantha, Polyamines, Proline, Salt stress, Seed germination.
Abbreviations: Spd—Spermidine; Spm—Spermine ; PAs—Polyamines; Pro—Proline; Put—Putrescine.
1. INTRODUCTION
Seed germination is a process that begins with the uptake of water by the dry seed and it finishes

with elongation of the embryo axis (Bewley and Black 1994). This process is affected by adverse
factors such as salinity, which is one of the major abiotic stresses that affect plant growth and
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development, especially in arid and semiarid regions (Neumann 1997, Chinnusamy et al. 2005,
Cony et al. 2006). This stress condition could affect the germination of seeds when high osmotic

N
potential is created, which prevents water uptake (osmotic effect) or causes toxic effects of Na and

Cl ions (Okcu et al. 2005 and references therein). Plants respond and adapt to stress to survive by
complex molecular responses, including the accumulation of compatible solutes, the production of
protective proteins, and the expression of different sets of genes, which are part of the plant
signaling and defense system against high salt stress (Zhu 2001, Sairam and Tyagi 2004). Proline
(Pro) is one of the most widely distributed osmolytes in stress conditions not only in plants but also
in other organisms (Delauney and Verma 1993; Bartels and Sunkar 2005). Pro has diverse
functions, such as stabilization of subcellular structures (proteins and membranes), it functions as a
hydroxyl radical scavenger and serves as a source of carbon and nitrogen (Kavi-Kishor et al. 2005).
In addition, Pro could act as a component of signal transduction pathways that regulate stress
responsive genes (Khedr et al. 2003). Poljakoff-Mayber et al. (1994), suggested a possible role of
Pro during seed germination, since they found that dry seeds of Kosteletzkya virginica contain a
significant amount of betaine but low Pro, but during germination and in the presence of NaCl the
betaine content decreased, while the Pro content increased. Furthermore, Pro application in
Zygophyllum simplex seeds alleviates either the breaking innate seed dormancy or the effect of low
salinity on seed germination (Khan and Ungar 1997).

On the other hand, polyamines (PAs) are polycationic compounds of low molecular weight that
have been implicated in various physiological processes, such as rhizogenesis, somatic
embryogenesis, pollen formation, flowering and initial fruitlet abscission, dormancy, senescence
and the response to abiotic and biotic stresses (Bouchereau et al. 1999, Jiménez-Bremont et al.
2006, 2007, Rodriguez-Kessler et al. 2006, 2008). In addition, it has been suggested that PAs may
play a role in the accumulation of seed storage proteins and in the seed maturation (Santanen and
Simola 1999) and that they help to promote seed germination (Prakash and Prathapasenan 1988,
Sinska and Lewandoska 1991, Zeid and Shedeed 2006). PAs biosynthesis increases greatly in
response to stresses and its function is presumed to be protective with a role in scavenging free
radicals (Ha et al. 1998, Mansour 2000). NaCl salinity causes both ionic imbalance and water stress,

creating membrane damage (Tiburcio et al. 1994). PAs prevent uptake of Na , loss of K, and
leakage of amino acids and electrolytes from plant tissues (Chattopadhayay et al. 2002). It was
suggested that PAs contribute to maintaining cellular cation-anion balance and help in the
stabilization of the membrane integrity through their low molecular mass and polycationic nature
(Smith 1985).

Several reports in Cactaceae have shown that an increase of the salt concentration diminishes the
germination percentage (Romero-Schmidt et al. 1992, Nolasco et al. 1996, Vega-Villasante et al.
1996). In the case of Opuntia species, there are studies about chemical and mechanical
pretreatments used to stimulate seed germination and thus break seed dormancy (Olvera-Carrillo et
al. 2003, Mandujano et al. 2005, 2007, Altare et al. 2006). However, it is not known if PAs and Pro
exogenous application breaks seed dormancy or if they protect seed germination under salt stress
conditions. For this reason, in this present study we examined the effect of PAs such as putrescine
(Put), spermidine (Spd) and spermine (Spm), and Pro in breaking seed dormancy and also if they
facilitate seed germination of Opuntia streptacantha under salt stress.

+ Received 18 October 2007, Accepted 10 July 2008.
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2. MATERIALS AND METHODS
2.1 Material of seeds and germination conditions

Opuntia streptacantha seeds were collected of “Cardona” variety cactus pears, of the region of
Villa de Zaragoza of the state of San Luis Potosi, México (Silva-Ortega et al. 2008). Seeds
collection was January 2005, and they were stored at room temperature during twenty-four months.
Seeds were sterilized with 30% (v/V) commercial sodium hypochloride solution for 30 min and
with 70% (v/V) ethanol for 4 min, and rinsed three times in sterile distilled water between each
treatment.

2.2 Treatments of seeds

Seeds were subjected to the following treatments: (a) PAs (1 uM Put, Spd or Spm), (b) Pro (1 or 10
mM), (c) and for salt treatment (25, 50, or 75 mM NaCl). We also used mixtures of the previous
treatments: (d) Mix of PAs (Put, Spd, and Spm) with each Pro concentration, (e) PAs (Put, Spd, and
Spm) with each salt solutions and (f) each Pro concentration with each salt solutions.

For each treatment five replicates, with twenty seeds per replicate, were used. The seeds were
placed in Petri dishes containing a perlite support. For the control we added 20 ml of sterile distilled
water and for the treatments we added 20 ml of each of the solutions previously described. These
experiments were carried out in a growth chamber at 25°C with a photoperiod of 12 h light/12 h
dark cycle. The number of seeds germinated was recorded every two days during 2 months,
considering that a seed was germinated when it showed the radicle emerged.

2.3 Statistical analysis

To explore potential differences in seed germination percentage, a one-way ANOVA was used,
with treatment as the main factor. Before analysis, the data were transformed using square-root
arcsine, as it is recommended for the percentage data (Sokal and Rohlf 1995). Differences among
treatments were explored through orthogonal contrasts.

3. RESULTS AND DISCUSSION
3.1 Breaking seed dormancy

It has been found that many Cactaceae have prolonged seed dormancy, with low or null germination
(Rojas-Aréchiga and Vazquez-Yanes 2000, Flores et al. 2005, 2006, 2008). Specifically, one genus
of this family considered as having seed dormancy is Opuntia. The first species found to have
dormant seeds was Opuntia auranthiaca (Archibald 1939) and, up to the present, seed dormancy
has been found in 28 Opuntia species (see Table 1).

Here we show that in the untreated seeds of O. streptacantha the germination percentage was low
(14%), meaning that this cactus species presents seed dormancy (Figure 1A). This result is similar
to that reported for seeds of other species of the Opuntia genus (Table 1). Several dormancy-
breaking treatments, including scarification with sulfuric acid, mechanical scarification, after-
ripening, cold stratification, leaching, passage through the digestive tract of animals, soaking in hot
water, and some combinations of these treatments have been suggested to enhance germination of
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Opuntia seeds. However, these treatments do not always promote germination and, in some cases,
treated seeds have germinated to lower percentages than those in the control (Orozco-Segovia et al.
2007). Gibberellic acid (GA,) alone seems to be only moderately effective in promoting seed

germination of Opuntia spp. (Wang et al. 1996). However, it induces a high percentage of
germination in combination with other treatments such as rinsing/washing, chemical or mechanical
scarification (Orozco-Segovia et al. 2007).

3.2 Effect of the application of proline and of polyamines on the germination.

Due to the low germination percentage obtained for O. streptacantha, in the present study we
evaluated the effect of exogenous application of Pro and PAs on breaking seed dormancy. Our
results showed that at 1 mM Pro treatment the germination percentage was higher than the control;
however, this difference was not significant (F = 1.500, P > 0.5). Also, at 10 mM Pro, we observed
that there was not a significant difference in the germination percentage with respect to the control
(F =0.001, P > 0.5; Figure 1A). It has been reported that Pro treatments (1 and 0.1 mM) alleviated
the innate dormancy of Zygophyllum simplex seeds and germination reached 40-60% compared to
12% in the control (Khan and Ungar 1997).

The PA treatments used in this experiment did not stimulate the breaking seed dormancy, because
there were not significant differences in germination percentages among PAs and the control
(Figure 1B). It was observed that with Put treatment the germination percentage was slightly higher
than the control, but this difference was not significant (F = 0.004, P > 0.5). It has been reported
that Put promotes the germination of various species, for example Oryza sativa (Prakash and
Pratapasenan 1988), Hordeum vulgare (Locke et al. 2000), Citrullus lanatus (Korkmaz et al. 2004),
Cucumis melo (Korkmaz et al. 2005) and Medicago sativa (Zeid and Shedeed 2006). However,
other authors have found that Put inhibits germination. Amoroso-Botelho and Juliano-Gualtieri
(2001), reported that the treatment with 0.5 mM Put did not affect the seed germination of
Peltophorum dubium, while a negative effect was observed at 1.0 mM Put. Moreover, at 0.1 M
and 0.1 mM Put, the germination of the cacti Turbinicarpus lophophoroides and Turbinicarpus
pseudopectinatus was inhibited (Flores et al. 2008). In other plant species, an effect of PAs in the
germination has been reported, for example in apple (Malus domestica) the exogenous application
of Put and Spd (0.1 and 1 mM) stimulated the germination, whereas Spm inhibited it (Sinska and
Lewandowska 1991). In Peltophorum dubium Spd treatments (0.5 mM and 1.0 mM) did not affect
seed germination (Amoroso-Botelho and Juliano-Gualtieri 2001). Thus, we suggest that the effect
of PAs in the seed germination depends on the plant species.

We carried out an experiment with the mixture of Pas (1 uM Put, Spd, and Spm) with Pro
concentrations (1 and 10 mM). Using the higher concentration of Pro (10 mM) with a mix of PAs (1
MM of each one) a negative effect on seed germination was observed, although it was not
statistically significant (F = 3.025, P > 0.05). The lower concentration of Pro (1 mM) and a mix of
PAs (1 uM of each one) showed a similar behavior than the control (F = 0.446, P > 0.05; Figure
1A).

3.3 Effect of salt stress on the germination.

In a general way, we found that the germination of seeds of O. streptacantha was significantly
affected by salt stress. The percentage of germination of O. streptacantha seeds treated with 25 mM
NaCl was similar to the control (F = 0.045, P > 0.05), while at 50 mM NaCl the germination
percentage was lower than the control (F = 17.633, P < 0.0001) and at 75 mM there was a complete
inhibition (Figure 2). The results of this study showed that O. streptacantha seed germination is
affected by salt stress like in other cacti species. For example, in the “cactus barril” (Ferocactus
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peninsulae), the “cardon gigante” (Pachycereus pringlei) and the “cardon barbon” (Pachycereus
pecten-aboriginum) the seeds were able to germinate at 25 and 50 mM NacCl, while at 100 mM the
percentage of germination diminished and at 200 and 300 mM there was a complete inhibition
(Romero-Schmidt et al. 1992, Nolasco et al. 1996, Vega-Villasante et al. 1996).

3.4 Effect of the application of proline during the germination of seeds under salt stress.

In general, the germination percentage in the treatments with Pro (1 and 10 mM) significantly
diminished when increasing the NaCl concentration, leading to an inhibition of germination at the
higher concentration (75 mM) (Figure 3). Our results are similar to those reported by Poljakoff-
Mayber et al. (1994) in Kosteletzkya virginica, in which the exogenous application of Pro (10 mM)
did not improve germination under salt stress conditions (100 mM NaCl). Khan and Ungar (1997)
reported that Pro application in Zygophyllum simplex seeds alleviates the effect of low salinity (25
mM NaCl), and induced seed germination, being more effective at the lower Pro concentration
(0.1mM) than at the higher concentration (1mM). However, at higher salinity treatments (75 and
125 mM NacCl) Pro was ineffective in alleviating the dormancy of seeds. On the other hand,
although in our study the exogenous application of Pro did not improve seed germination under
stress, it is important to mention that we have shown a significant Pro accumulation in cladodes of
the same species (O. streptacantha) under salt stress (Silva-Ortega et al. 2008), suggesting that the
effect of Pro depends on the developmental stage of the plant.

3.5 Effect of the application of polyamines during the germination of seeds under salt stress.

The application of exogenous PAs (Put, Spd, or Spm) did not produce a significant difference in the
percentage of germination respecting control seeds as described above (Figure 4). In the case of
simultaneous application of each PAs and salt stress treatments, we observed that the germination
percentage significantly diminished as the salt concentration increased together with the addition of
Put and Spd. However, Spm treatment alleviated seed germination (4%) at the higher concentration
of NaCl used (75mM); it showed a recovery of 28.57%, as compared to the percentage of
germination of control plants (14%). At this concentration of NaCl, seed germination was
completely inhibited by salt stress, whereas at these same conditions the application of Put and Spd,
or Pro did not stimulate germination.

Our results are in agreement, specifically Spm, with the idea that polyamines may be involved in
salt stress protection. In a previous study, we have observed an accumulation of Spm in a bean
tolerant cultivar at higher concentrations of NaCl used (150 and 400 mM), suggesting that Spm
might be part of the mechanism conferring salt tolerance (unpublished data). Zapata et al. (2004)
reported a significant increase in Spm and Spd levels during germination of different plant species
such as lettuce (Lactuca sativa L.), pepper (Capsicum annuum) and broccoli (Brassica oleraceae L.
var. Italica Plenk.) under conditions of salt stress (150 mM NaCl). A protective role for Spm in
abiotic stress such as high salt or drought stress has been shown in the Arabidopsis spermidine
synthase (acl5/spms) double mutant that does not produce Spm. This Arabidopsis Spm-deficient
mutant is hypersensitive to high concentrations of NaCl and also to drought stress; and this
phenotype was rescued by exogenously applied Spm (Yamaguchi et al. 2006, 2007). This mutant

caused a defect of Ca homeostasis, evidencing a protective role for Spm in the context of responses
to ionic stress (Yamaguchi et al. 2006). On the other hand, Zhu et al. (2006) reported that the

exogenous application of PAs, specifically Spd inhibits Na transport from roots to shoots in barley
seedlings under conditions of high salinity, suggesting that PAs could be a mechanism for
alleviating salt stress. In a recent report, Zhao et al. (2008) showed that exogenous application of
PAs, specifically Spd blocked the inward Na+ and K+ currents (especially Na+ currents) in barley
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root epidermal and cortical cells. In root xylem parenchyma, the inward K+ current was also
blocked by extracellular Spd, while the outward K+ current was enhanced. Thus, by repressing Na+
influx into roots and by preventing K+ loss from shoots, PAs improved K+/Na+ homeostasis in
barley seedlings to cope with high saline conditions.

4. CONCLUSIONS

1. Opuntia streptacantha presents seed dormancy, which could not be broken down by the different
treatments used (Pro, Pas, and Pro plus PAS).

2. The treatments with higher salinity (50 and 75 mM NaCl) affected dramatically the seed
germination, whereas the treatment of 25 mM NaCl allowed a similar germination percentage as the
control.

3. Germination under salt stress conditions could not be alleviated by the application of different
treatments (Pro and PAs), excepting by Spm which promoted 4% of seed germination at 75 mM
NaCl.
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Species

O0000000000000000O0 00000000000

. atrispina

. auranthiaca
. camanchica
. chisoensis

. compressa

. decumbens

discata

. echios var. gigantea
. edwardsii

engel

. engelmannii

. ficus-indica

humifusa

. imbricata
. joconostle

kleiniae

. leucotricha

. lindheimeri

. littoralis

. macrocentra
. macrorhiza
. microdasys

poly

. polyacantha

rastrera

. spinossibacca
. streptacantha
. stricta

. tomentosa

Table 1. Opuntia species with seed dormancy.
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Seed germination (%)

Treatments

Figure 1. 1A) Germination percentage (Means + SE) of O. streptacantha seeds with 1 and 10 mM
Pro and with a mixture of PAs (1 uM: Put, Spd and Spm).
C = Untreated seeds (Control), PAs (Polyamines) = Put (Putrescine), Spd (Spermidine)
and Spm (Spermine) mix, P1 = 1mM Pro (Proline), and P2 = 10 mM Pro (Proline).
1B) Germination percentage (Means =SE) with each PAs.
Different letters represent significant differences between treatments.
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Seed germination (%)

N34T

Treatments

Figure 2. Germination percentage (Means + SE) of O. streptacantha seeds under salt stress.
C = Untreated seeds (Control), N1 = 25 mM NaCl, N2 = 50 mM NacCl, and N3 = 75 mM NacCl.
Different letters represent significant differences between treatments.
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Figure 3. Germination percentage (Means + SE) of O. streptacantha seeds under salt stress
with exogenous added 1 mM (Fig. 3A) and 10mM (Fig. 3B) of Pro (Proline).
C = Untreated seeds (Control), P1 =1 mM Pro, P2 = 10 mM Pro, N1 = 25 mM Nacl,
N2 =50 mM NacCl, and N3 = 75 mM NacCl.
Different letters represent significant differences between treatments.
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Figure 4. Germination percentage (Means + SE) of O. streptacantha seeds under salt stress
with exogenous added PAs: Put (Fig. 4A), Spd (Fig. 4B), or Spm (Fig. 4C).
C = Untreated seeds (Control), Put = 1 uM Putrescine, Spd = 1 uM Spermidine,
Spm =1 uM Spermine, N1 = 25 mM NaCl, N2 = 50 mM NaCl, and N3 = 75 mM NaCl.
Different letters represent significant differences between treatments.
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Capitulo 2

Caracterizacion funcional de una dehidrina tipo SK3 aislada de una

biblioteca de cDNA de Opuntia streptacantha sometida a estrés abiodtico.

En este trabajo se realizd inicialmente una biblioteca de cDNA de nopal
sometida a diversas condiciones de estrés, con la finalidad de identificar aquellos
genes que son inducidos en respuesta al estrés. Para construir dicha biblioteca se
utilizaron plantas de un afo de edad que fueron sometidas a una mezcla de
diferentes tipos de estrés que fueron: a) salinidad (NaCl a 250 mM), b) calor (40
°C) y salinidad, c) frio, d) calor y frio, e) calor y sequia, f) sequia, calor y frio. Una
vez obtenido el RNA de cada una de las tratamientos se procedid a la
construcciéon de la biblioteca mediante el kit Creator™ Smart ™ cDNA library
Construction. De dicha biblioteca se obtuvieron 329 unigenes que provienen de
442 clonas seleccionadas al azar. Se seleccion6 el unigen (OpsDHN1) que
codifica una dehidrina de nopal, para su caracterizacion, ya que fue el EST mas
abundante de las 442 clonas de la biblioteca. EI cDNA del gen OpsDHN1 tiene un
tamano de 905 pb, con 747 pb del marco de lectura abierto (ORF), y hacia el
5'UTR tiene 76 pb, y 82 pb corresponden al 3’'UTR; el cual codifica para una
dehidrina de tipo SK3 de 248 aminoacidos. Ademas se aislo la secuencia del DNA
gendémico correspondiente al cDNA completo del gen OpsDHN1. Al comparar la
secuencia gendémica con la secuencia de cDNA del gen OpsDHN1 resulté la
presencia de un intrén de 234 pb en el ORF de dicho gen.

Mediante analisis de qRT-PCR se observé que la mayor induccién del
transcrito OpsDHN1 en plantas de nopal de 1 ano de edad fue en respuesta a
estrés por frio (4 °C durante 17 dias). Adicionalmente, encontramos una induccién
en la expresion del gen OpsDHN1 con la aplicacion exégena de ABA a plantas de
nopal de 3 meses de edad de una manera dependiente de concentracion y tiempo.
Por otro lado se generaron lineas transgénicas de A. thaliana que sobreexpresan
el gen OpsDHN1 de nopal mediante la transformacion con Agrobacterium
tumefaciens, con la finalidad de estudiar los fenotipos de dichas sobreexpresantes

del gen OpsDHNT1 en A. thaliana bajo condiciones de estrés.
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Para esto las plantas transgénicas fueron sometidas estrés por
congelamiento (-15 °C por 2 h, y después un periodo de aclimatacion de 4 °C por
12 h) y a estrés por NaCl (150 mM). Dichos resultados demostraron que la tasa
sobrevivencia de las lineas transgénicas fue mas alta en la recuperacion después
del estrés por congelamiento (aprox. 3 veces) en comparacion a las plantas Col-0;
sin embargo con el tratamiento con NaCl no se observaron diferencias en la tasa
de sobrevivencia entre las sobreexpresante y la parental (Col-0). Nuestros
resultados sugieren que esta dehidrina de nopal (OpsDHN1) esta involucrada en
los mecanismos de respuesta a las condiciones de estrés por congelamiento.

Nota: Cabe mencionar que el experimento realizado con NaCl en las
plantas transgénicas forma parte de la tesis de la maestria de la bidloga Ma.

Beatriz Peréz Morales.
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ABSTRACT

Cactus pears are succulent plants of the Cactaceae family adapted to extreme arid and hot environments,
making them an excellent model for the study of molecular mechanisms underlying abiotic stress tolerance.
Here in, we report a directional cDNA library from one-year-old cladodes of Opuntia streptacantha plants
subjected to abiotic stresses. A total of 442 clones were sequenced, representing 329 cactus pear unigenes,
classified into eleven functional categories. The most abundant EST (unigen 33) was characterized under
abiotic stress. This cDNA of 905 bp encodes a SKj-type acidic dehydrin of 248 amino acids. The OpsDHN1
gene contains an intron inserted within the sequence encoding the S-motif. Presence of introns and their
insertion within codons in other plant dehydrins is discussed. qRT-PCR analysis showed that the OpsDHN1
transcript is specifically accumulated in response to cold, and induced by ABA. Over-expression of the
OpsDHNI gene in Arabidopsis leads to enhanced tolerance to freezing treatment, suggesting that OpsDHN1
participates in the freezing stress responsiveness. Generation of the first EST collection for the
characterization of cactus pear genes constitutes a useful platform for the understanding of Opuntia and other

CAM plants molecular mechanisms of stress tolerance.
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INTRODUCTION

Opuntia spp. has become important in the semiarid areas of Mexico, where it plays a strategic role in
subsistence agriculture (Pimienta-Barrios 1994). Cactus pear is edible as a fruit and vegetable, and also is
used for medicinal purpose, and as a forage crop. Opuntia spp. plants have a crassulacean acid metabolism
(CAM) which is a photosynthetic adaptation that facilitates night CO, uptake and thereby water use efficiency
of carbon assimilation is optimized. The great capacity to reduce water loss is also associated to
morphological adaptations such as the globular or racquet-like structures known as cladodes, which store
large amounts of water, the replacement of leaves by thorns, thick cuticle cladode, low stomatal frequency
and sunken stomata (Nobel and Bobich 2002; Rabas and Martin 2003). Because of this and its tolerance to
drought, this plant can adapt to a variety of climatic conditions (Cushman 2001; Liittge 2004). Environmental
stress conditions (drought, extreme temperature and high salinity) negatively influence plant distribution,
survival, and crop yields worldwide. It has been estimated that arable lands will become unproductive as a
result of salinity and drought by the year 2050 (Wang et al. 2003). These stress factors induce several
physiological, biochemical and molecular changes in plants (Wang et al. 2001). Among them, changes in
gene expression and metabolism leading to osmotic adjustment, induction of repair systems and chaperones,
and expression of late embryogenesis abundant (LEA) proteins have been described (Ingram and Bartels
1996; Thomashow 1999; Tunnacliffe and Wise 2007).

Dehydrins (DHNs), which belong to the group 2 of LEA proteins, accumulate during the late stages of
embryogenesis and in response to abiotic stresses. Transcriptional regulation of DHN genes in response to
stress have been reported for different plant species including Capsicum annuum (Chung et al. 2003), Boea
crassifolia (Shen et al. 2004), Oryza sativa (Lee et al. 2005), Capsella bursa-pastoris (Fan and Wang 2006),
Triticum durum (Brini et al. 2007), Triticum aestivum L. (Shakirova et al. 2009), Populus alba x P.temula var.
glandulosa (Bae et al. 2009) and Prunus persica L. (Basset et al. 2009). Most of the RAB (Responsive to
Abscisic Acid) and COR (Cold-Regulated) proteins belong to this group (Nylander et al. 2001). Furthermore,
dehydrins have been proposed as transcriptional markers of cold stress in tomato (Weiss and Egea-Cortines
2009).

The family of DHN proteins is characterized by the presence of typical and conserved motifs: the K-, S-, Y-,

and g-segments. The K-segment is a highly conserved lysine-rich consensus region that consists of 15 amino
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acid residues (EKKGIME/DKIKEKLPG), which form a putative amphipathic a-helix (Close 1996, 1997,
Allagulova et al. 2003; Kosovd, et al. 2010). This structure allows both hydrophilic and hydrophobic
interactions to stabilize proteins in water stress environments (Dure 1993). The S-segment is formed by a
stretch of 4-10 serine residues, which are a part of a conserved sequence LHRSGS,_o(E/D); (Kosov4, et al.
2010). It has been suggested that phosphorylation of this motif is related to nuclear transport through the
interaction with specific signal peptides (Close 1996, 1997; Allagulova et al. 2003; Shen et al. 2004). The Y-
segment [(V/T) D(E/Q)YGNP] is located near to the N-terminus, and shares certain degree of homology with
a portion of the nucleotide binding site of plant and bacteria chaperones (Close 1996). The g-segment is a less
conservative region enriched with polar amino acids, especially threonine and glycine, and is interspersed
between K-segments (Campbell and Close 1997; Close 1997; Allagulova et al. 2003; Battaglia et al. 2008).
DHNSs proteins are localized in several cellular compartments including the cytoplasm, plasma membrane,
nucleus, and mitochondria (Close 1996, 1997; Borovskii et al. 2002). The precise functions of each subtype of
dehydrin are still unknown. However, in vitro studies have revealed that these proteins bind to lipid vesicles
that contain acidic phospholipids through the K-segment (Koag et al. 2003; Kovacs et al. 2008). DHN also
bind metals such as Cu*?, Ca** and Zn*? through specific sequences containing histidine residues or by means
of the phosphorylation of serine residues (Heyen et al. 2002; Alsheikh et al. 2003; Hara et al. 2005; 2009). In
addition, the cryoprotective activity of DHNs has been described for several freezing-sensitive enzymes such
as catalase, lactate dehydrogenase and malate dehydrogenase (Hara et al. 2001; Reyes et al. 2005). Moreover,
DHNs have been described to act as chaperons preventing the heat-induced aggregation and/or inactivation of
various proteins (Kovacs et al. 2008).

Opuntia species have been important for the understanding of plant ecophysiology; however, few studies at
the molecular level exist (Nobel 1997; Griffith 2004; Silva-Ortega et al. 2008). In this paper, we report the
construction of a directional cDNA library of Opuntia streptacantha cladodes containing a collection of ESTs
accumulated under a combination of abiotic stresses. Here, the molecular and functional characterization of
the unigene 33, encoding an SKj-type acid dehydrin, and its role in plant freezing stress recovery is presented.
The EST data generated in this study can assist to the establishment of cactus pear as a CAM model system

for molecular biology studies.
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Materials and Methods

Plant material and growth conditions

Opuntia streptacantha seeds were collected from the “Cardona” cactus pear variety growing in the region of
Villa de Zaragoza in the state of San Luis Potosi, Mexico. Seeds were sterilized with 30% (v/v) commercial
sodium hypocloride (6% free chlorine) solution for 30 min, with 70% (v/v) ethanol for 4 min, and rinsed three
times in sterile distilled water after each treatment. Aseptic seeds were germinated in a seed germination bed
and grown in a commercial soil mixture substrate (Cosmocel, Monterrey, Mexico) in plastic pots. Young
cactus pear plants were maintained in a growth chamber at 25 + 2°C under a 12 h (light/dark) photoperiod.
The Columbia ecotype (Col-0) of Arabidopsis thaliana was used for the generation of transgenic plants.
Seeds were sterilized with 20% (v/v) commercial sodium hypocloride (6% free chlorine) solution for 8 min,
and rinsed seven times in sterile distilled water. Aseptic seeds were germinated in plastic Petri dishes
containing Murashige and Skoog (MS) medium (GIBCO BRL, Gaithersburg, MD) supplemented with 0.6%
agar and 2% sucrose. Plates were kept at 4°C for 2 d and then incubated at 22°C during 7 d in a growth
chamber under a 16-h light/8-h dark photoperiod. Plants were grown to maturity in soil pots in a growth

chamber at 22°C with a 16/8-h photoperiod.

Abibotic stress treatments

Depending on the experiment, one-year-old O. streptacantha plants were grown either in a commercial soil
mixture (Cosmocel, Monterrey, Mexico) or in semi-hydroponic conditions for the application of salt stress
treatment. In total, six different stress treatments were applied: salinity (N), heat-salinity (HN), cold (C), heat-
cold (HC), heat-drought (HD) and drought-heat-cold (DHC), as described below.

Salt stress experiments (N) were conducted in a semi-hydroponic system, using pots filled with a mixture of
sand and agrolite (3:1), sub-irrigated with half strength Hoagland’s nutrient solution containing 0 or 250 mM
NaCl (Hoagland and Arnon 1950). Pots, each containing one plant, were maintained in growth chambers
under a 12 h (light/dark) photoperiod, at 25 + 2°C. In addition, other salt stress experiments (250 mM NaCl)
were conducted in combination with heat stress (40°C, HN).

For the rest of the stress experiments plants were grown in a commercial soil mixture. Cold stress (C)

treatments were conducted at 4°C under a 12 h (light/dark) photoperiod, watering the plants every 2 d.
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Another experiment consisted in a mixture of cold (4°C/night) and heat (40°C/day) stress (HC) treatments, in
which a set of plants were watered every 2 d and another set (DHC) was let without irrigation during the
entire experiment. Finally, heat stress (40°C) treatments without irrigation were also conducted (HD). All
stress treatments were applied for 17 d. After each treatment cladodes were transferred to liquid nitrogen for
subsequent total RNA isolation and used as starting material for the cDNA library construction and qRT-PCR

analysis.

Abscisic acid treatments

Three-month-old O. streptacantha young plants were grown under semi-hydroponic conditions, adding
concentrations of 0, 0.1 and 100 uM ABA (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) to the Hoagland’s nutrient
solution. To avoid ABA photodegradation, the semi-hydroponic system was covered with aluminium foil.

After 1.5, 6 and 12 h of treatment, cladodes were transferred to liquid nitrogen for total RNA isolation.

Generation of a cactus pear cDNA library

A full length, directionally cloned cDNA library was constructed from one-year-old cladodes of O.
streptacantha plants subjected to several abiotic stresses (heat, cold, salinity and drought). A total of six stress
treatments (N, HN, C, HC, HD and DHC) were carried out as described previously, and total RNA from
cladodes was extracted according the RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) protocol. For cDNA
synthesis and subsequent library construction, one pug of a mixture of total RNAs obtained from the six stress
treatments was used following the recommendations of the Creator™ Smart "™ ¢DNA library Construction
Kit (Clontech, Palo Alto, CA). Double stranded cDNA greater than 500 bp were cloned directionally into the
pDNR-LIB vector (Clontech, Palo Alto, CA). TOP10 electrocompetent cells (Invitrogen, Carlsbad, USA)
were transformed and plasmids of individual clones were obtained using the alkaline lysis procedure
(Sambrook et al. 1989). Positive clones containing inserted fragments were identified by colony-PCR and
sequenced. The nucleotide sequences of the O. streptacantha cDNA library were deposited at the NCBI

GenBank database under the accession numbers HO058618 - HO058946.
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RNA isolation and qRT-PCR analysis

Total RNA was isolated from O. streptacantha cladodes using the RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Germany), and RNA concentration was measured before and after treatment with DNase I (Invitrogen,
Carlsbad, USA) with a NanoDrop ND-1000 UV-Vis spectrophotometer (NanoDrop Technologies) according
to the manufacturer’s instructions. cDNA synthesis and quantitative PCR analysis were performed using the
iScript™ One- Step RT-PCR kit with SYBR® Green (Bio-Rad, Laboratories, Inc.). The reaction mixture in a
total volume of 25 pL contained 50 ng of total RNA, 12.5 puL of 2x SYBR Green RT-PCR reaction mix, 200
nM of each oligonucleotide (see Table I) and 1 pL of iScript MMLV reverse transcriptase (Bio-Rad,
Laboratories, Inc.). Real-time one-step RT-PCR conditions were 10 min at 50°C (cDNA synthesis), 5 min at
95°C (iScript MMLV reverse transcriptase inactivation), followed by 40 PCR cycles of 10 s at 95°C
(denaturation) and 30 s at 60°C (oligonucleotide annealing/extension). Melting curves were performed by 80
cycles of 1 min at 95°C, 1 min at 55°C and 10 s at 55°C, increasing the temperature by 0.5°C per cycle using
the iQ5 Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad, Laboratories, Inc). Analyses were performed by
triplicate. Data were analyzed with the iQ5 Optical System Software (Bio-Rad, Laboratories, Inc.).
Quantification of the OpsDHNI gene, expressed as normalized fold expression, compared mRNA levels
(stress condition or ABA treatments) with un-treated controls and, was calculated after normalization to the
O. streptacantha elongation factor gene (OpsEF1; accession no. HM581972) using the comparative threshold

cycle method (Livak and Schmittgen 2001).

Isolation of a genomic fragment of the cactus pear dehydrin (OpsDHNI)

Genomic DNA was extracted from cladodes of three-month-old O. streptacantha plants using the DNeasy
Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany). In order to amplify a genomic fragment of the OpsDHNI gene, a
set of oligonucleotides 5gOpsDHN1 and 3gOpsDHNI1 (see Table I) were designed based on the full length
cDNA sequence identified in the cDNA library. PCR amplification conditions were as follows: 5 min at 94°C
followed by 35 cycles of 60 s at 94°C, 60 s at 59°C and 2 min at 72°C and finally 7 min at 72°C. The obtained
PCR product of 1133 bp was cloned into the pCR4-TOPO vector (TOPO TA Cloning Kit, Invitrogen,
Carlsbad, USA) and sequenced on both strands. The genomic sequence reported in this paper appears at the

GenBank under the accession number HM581971.
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Generation of transgenic Arabidopsis plants

The ORF sequence and 76 bp of the 3’-UTR region of the dehydrin cDNA (OpsDHNI) was amplified using
the oligonucleotides 5OpsDHNORF and 3OpsDHNUTR (Table I). The ORF was cloned into the
pCR®8/GW/TOPO (Invitrogen, Carlsbad, USA) entry vector and then subcloned into the pMDC32
expression vector by site-specific recombination using Gateway LR Clonase II Enzyme Mix (Invitrogen,
Carlsbad, CA). Agrobacterium-mediated transformation was performed via the floral dipping method of A.
thaliana (ecotype Columbia). Transgenic plants were selected by plating seeds on plant nutrient agar plates
supplemented with 50 pg/ml hygromycin and the T2 generation transgenic plants (35S::OpsODHNI) were
transferred into soil. Homozygous lines were analyzed following the segregation of the hygromycin resistance
(T3). Expression of the OpsDHNI gene in A. thaliana was evaluated by semi-quantitative RT-PCR using one
ug of total RNA for first strand cDNA synthesis following the SuperScript™ First-Strand Synthesis System
for RT-PCR (Invitrogen, Carlsbad, USA), as described previously (Rodriguez-Kessler et al. 2008). As loading

control the OpsEFI product was used.

Freezing stress treatments of OpsDHNI1 transgenic Arabidopsis plants

One month-old wild-type (Col-0) and three 35S::OpsDHNI (1-3) transgenic plants (homozygous lines T3)
were grown in soil in a growth chamber (22 + 2°C), under a photoperiod of 16 h light/8 h dark and then
incubated at 4°C for 12 h for cold acclimation. After the acclimation period, the plants were frozen for 2 h at -
15°C and sprayed with ice-cold water to induce ice formation, after freezing 10/10 (Col-0/35S::OpsDHNI-1)
plants were thawed to 4°C for 12 h and transferred to a growth chamber for recovery under optimal growth
conditions. Plant survival rate was calculated after a period of 21 d and plant photographs were taken. Data

are mean *+ SE (n=10) from five replicates. This experiment was repeated threefold obtaining similar results.

NaCl stress treatment of OpsDHNI1 transgenic Arabidopsis plants

Three week-old wild-type (Col-0) and 35S::0OpsDHNI-1 transgenic plants (homozygous lines T3) grown in
vitro on MS Petri dishes in a growth chamber (22 + 2°C; 16 h light/8 h dark regimen), were transferred to MS
plates supplemented with 150 mM NaCl. After 15 d of stress treatments, 10/10 (Col-0/35S::OpsDHNI-1)

plants were transferred for recovery to plastic pots containing a commercial soil mixture substrate and
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irrigated every 4 d. Plant survival rate was calculated after 21 d NaCl treatment, and photographs of each
experiment were taken. Data are mean = SE (n=10) from five replicates. These stress experiments were

repeated twice obtaining similar results.

Nucleic acid sequencing and analysis

DNA sequencing was conducted with double stranded templates in an ABI PRISM 377 DNA automated
sequencer (Perkin Elmer). All nucleic acid sequences were screened for vector contamination using the
Vector Screen program (www.ncbi.nlm.nih.gov/Vescreen) and grouped into contigs (group of overlapping
DNA sequences) using the SeqMan program (DNASTAR, Madison, WI). Homology searches were
conducted using the BLAST program (BLASTN and BLASTX) in two databases [GenBank non-redundant
(nr) and EST] of the National Center of Biotechnology Information (NCBI; www.ncbi.nlm.nih.gov).
Functional classification analyses were performed according the Gene Ontology (www.geneontology.org/)
and the Arabidopsis TIGR Arabidopsis thaliana (www.tigr.org/) databases. Putative protein domains were
identified using the ProtParam of the ExXPASy proteomics server at the Swiss Institute of Bioinformatics (SIB;
www.isb-sib.ch) and the InterProScan at the European Bioinformatics Institute (EBI; www.ebi.ac.uk)
databases. The putative nuclear localization signal (NLS) was predicted with the PredictNLS server at the
CUBIC (Columbia University Bioinformatics Center). Comparisons and protein sequence alignments were
carried out using the CLUSTAL W and the T-Coffee programs at the EBI database. Pairwise alignments were
conducted in order to establish protein sequence identities among species using the NeedlemaneWunsch
(global) and SmitheWaterman (local) alignment programs at the EBI database. Phylogenetic trees were
created using the applications of the PHYLIP (Phylogeny Inference Package) 3.67 package (Felsenstein,

1989).


http://www.geneontology.org/
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RESULTS

Identification and functional annotation of expressed gene transcripts in Opuntia streptacantha

In order to identify genes involved in stress responsiveness in O. streptacantha, a full length, directionally
cloned cDNA library of one year-old cactus pear plants treated with several abiotic stresses (drought, salt,
cold and heat), and ABA applications (see Materials and Methods) was constructed. The cDNAs were ligated
into pDNR-LIB vector and transformed into Topl0 Escherichia coli cells. Subsequently, 800 colonies of the
cDNA library were picked at random from the plates, and their plasmid DNA was isolated. We selected 442
plasmids having inserts greater than 500 bp, with an average size of 700 bp (data not shown). After data
assembly with the Seqman program (DNASTAR, Madison, WI) and BLAST analysis (NCBI database), 329
unigenes consisting of 65 contigs and 264 singletons were identified (Supplemental Table I). The putative
function of these ESTs was assigned based on the different categories included in the Gene Ontology database
and considering a maximum probability threshold per sequence to an E-value of 10™. Accordingly, all the
ESTs were classified into eleven functional categories including: stress responsiveness (9%), metabolism
(6%), cellular transport and ion homeostasis (7%), photosynthesis (6%), protein synthesis (5%), signaling
(4%), folding, degradation and protein modification (3%), development, division and cellular organization
(3%), transcription (2%), unknown function (13%) and no hit (42%) as shown in Figure 1. Among the
proteins of known function, the ones corresponding to stress responsiveness were the most represented, as
expected by the multiple stress conditions applied to the cactus pear plants. In addition, a large number of
ESTs had no hit with the NCBI database suggesting that several sequences might encode novel proteins or are
incomplete cDNA sequences including mostly the putative 3’- UTR. All the nucleotide sequences of the O.
streptacantha cDNA library were deposited at the NCBI GenBank database under the accession numbers

HO058618 - HO058946.

The OpsDHNI1 gene of Opuntia streptacantha encodes a SK;-acidic dehydrin

The most abundant EST (unigene 33) was selected for its further characterization under abiotic stress. This
unigene encodes a dehydrin protein and was named OpsDHNI (Supplemental Table I). The OpsDHNI full
length cDNA sequence (accession no. HO058650) of 905 bp, includes 76 bp of 5’-UTR and 82 bp of 3’-UTR.

The open reading frame consists of 747 bp encoding a polypeptide of 248 amino acids with a predicted
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molecular mass of 28.36 kDa and an isoelectric point (pI) of 5.43. The deduced amino acid sequence of the
cactus pear OpsDHNI1 protein revealed characteristic features of other plant dehydrins (DHNs), such as a high
hydrophilicity, as deduced by the content of charged and polar amino acids including glutamic acid (18.1%)
and lysine (16.9%) (Close 1997). In addition, a high content of glycine residues (5.6%), a lack of tryptophan
and low proportion of cysteine residues (one residue). Furthermore, the OpsDHN1 protein contains a serine
repeat segment (S) located at residues 75-79 and, three conserved lysine-rich regions (K) at the central
(residues 98-112 and 172-186) and C-terminal region (residues 212-226), encoding a SKj-type acidic DHN
protein (Fig. 2). A nuclear localization signal (NLS, KRRKKEKKE) is localized between the conserved S-
segment and the first K-segment motif (Fig. 2, underlined). A histidine-rich motif (KQKDHHHHHHDEED)
characteristic of metal binding proteins was identified between the first and second K-segment (Fig. 2, double
underlined).

Comparative analysis of the OpsDHNI1 protein with DHNs of other plant species showed low sequence
identity, conserving mainly the S-and K-motifs (Supplemental Table II). The OpsDHNI1 is more closely
related to the Phaseolus vulgaris PVDHN (49%) and Coffea canephora CcDH3 (48%) proteins. Although the
identities are low (49-30%), it is observed that the OpsDHNI1 are related to the SK3 and SK,-type dehydrins
(Supplemental Table II).

A phylogenetic tree including the OpsDHNI1 protein and the ten DHN proteins identified in the A. thaliana
genome was created by Neighbor joining using the Phylogeny Inference Package (PHYLIP 3.67; Felsenstein
1989; Hundertmark and Hincha 2008; Bies-Etheve et al. 2008). As inferred from the tree, the OpsDHNI is
clustered with the A. thaliana SK; and SK,-type acidic DHNs, ERD10, COR47 and ERD 14, which are related
to cold stress tolerance (Fig. 3A). The schematic representation of the characteristic protein motifs present in
the OpsDHNI1 and the A. thaliana DHNs in shown in Fig. 3B. In addition, the insertion site of the unique
intron contained in the Arabidopsis DHNs is also represented, and interestingly, it is usually inserted within
the sequence that encodes the conserved S-segment and only in one case (Atlg54410/KS) within the 3’-UTR
region (Fig. 3B, triangle, Table II). However, the intron insertion in this KS dehydrin is localized 4 bp
downstream (including the stop codon and one base pare of the 3°-UTR) of the sequence encoding the S-
segment within the C-termini. In addition, these introns are phase O (inserted between two codons) and are

characterized by GT-AG borders. In order to determine if the OpsDHNI gene also contains an intron, specific
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oligonucleotides were designed on the basis of the full length cDNA sequence and a genomic fragment of
1139 bp in length was cloned and sequenced (Table I, Supplemental Fig. 1). This genomic fragment includes
part of the 5’ and 3’-UTR regions as well as the entire coding region, which was interrupted by an intron of
234 bp (Figs. 3B, Supplemental Fig. 1). As described for the A. thaliana proteins, the intron of the OpsDHN1
gene is inserted within the sequence that encodes the S-segment. Furthermore, we analyzed the presence of
introns in other DHNs from mono-and dicotyledonous plants (Supplemental Table III), and observed a similar
intron insertion pattern (one intron) only in DHNs containing the S-segment; whereas other type of DHNs
without S-segment might contain up to three introns, such as the Physcomitrella patens Y ;K (Saavedra et al.
2006). The insertion site of these P. patens introns is not related to the sequences encoding the Y- or the K-
segments. Further evidence on intron insertion sites associated to the sequence encoding the S-segment is
presented based on in silico analysis between dehydrin orthologs of A. thaliana and A. lyrata (Table II). These
ortholog proteins share high percentage of sequence identities ca. 80-90% (Table II). Interestingly, the introns
of A. lyrata dehydrins follow a similar pattern of insertion as their counterparts in A. thaliana, excepting the
K6-type dehydrin that contains a very large intron (4310 bp) in A. lyrata which is absent in the A. thaliana

ortholog.

The OpsDHNI1 gene is up-regulated under abiotic stresses

The expression of the OpsDHNI gene was analyzed by qRT-PCR in twelve-month-old O. streptacantha
young plants subjected to six stress treatments: salinity (N), heat-salinity (HN), cold (C), heat-cold (HC),
drought-heat (DH) and drought-heat-cold (DHC) for seventeen days (Fig. 4). In addition, control treatments
(semi-hydroponic and commercial soil mixture) were included. Depending on the stress treatments, plants
were grown in a commercial soil mixture or under semi-hydroponic conditions (see Materials and Methods).
Most of the stress treatments induced a decrease in succulence, which resulted in flaccid cladodes
(Supplemental Fig. 2).

High expression levels (ca. 130-fold) were obtained under cold stress (C), in which cactus pear plants were
subjected to 4°C with irrigation (Fig. 4). Interestingly, when plants were subjected to a combination of heat
and cold stress [40°C (day)/4°C (night)] with irrigation, a lower accumulation (ca. 14-fold) of the OpsDHN1

transcript was observed (Fig. 4, HC). When the same treatment was applied without irrigation (DHC), the
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OpsDHNI gene was down-regulated. In accordance, heat stress (40°C) treatments without irrigation (HD)
also produced OpsDHNI down-regulation (Fig. 4). This data suggests that the OpsDHNI gene is not induced
in cladodes in response to heat and drought stresses. On the other hand, under semi-hydroponic conditions,
salt stress treatments (250 mM NaCl) induced a ca. 16-fold transcript accumulation (Fig. 4, N). The
combination of salt stress with heat stress (40°C, HN) induced lower levels of transcript accumulation in

comparison to salt stress (N) treatments (Fig. 4).

The OpsDHNI gene is induced at the transcriptional level by ABA

The effect of ABA on the expression of OpsDHNI gene in twelve-week-old O. streptacantha young plants
was analyzed by qRT-PCR using different ABA concentrations and short periods of time (Fig. 5). As
observed in the figure, the OpsDHNI gene expression decreased gradually with time and in an ABA dose-
dependent manner. The highest expression level was observed at 1.5 h of treatment with 0.1 pM ABA (ca. 15-

fold, Fig. 5).

The overexpression of the OpsDHNI gene allows A. thaliana transgenic plants recover from freezing
stress

The possible role of the OpsDHNI gene under stress conditions was assessed by the generation of over-
expressing lines of A. thaliana (35S::0psDHNI-1 to -3; Fig. 6). The expression of the OpsDHNI gene in
Arabidopsis was determined by semi-quantitative RT-PCR, observing that all transgenic lines showed
expression of the cactus pear gene in different degrees, in comparison to control plants (Col-0) in which no
expression was detected (Fig. 6B). The over-expressing lines 35S::OpsDHNI-1, 35S::OpsDHNI-2 and
358::0OpsDHNI-3 were subjected to freezing stress for 2 h at -15°C after a period of cold acclimation (see
Materials and Methods). After stress treatments, plants were allowed to recover for 21 d and the percentage of
survival was recorded (Fig. 6C-D). In general, over-expressing lines presented 2.5 to 3-fold higher survival
rates than control plants (Fig. 6D). In addition, the effect of NaCl treatment was assessed using the
358::0OpsDHNI-1 Arabidopsis transgenic line (Supplemental Fig. 3), showing no differences between the
over-expressing line and control (Col-0) plants under salt stress (150mM NaCl). It is important to mention

that under normal growth conditions there are no phenotypic differences between the transgenic lines and
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Col-0 plants (Fig. 6, Supplemental Fig. 3). Our results suggest that the OpsDHNI gene might have an

important role in the stress recovery mechanisms to freezing stress condition.
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DISCUSSION

Plants are continually subjected to different types of environmental stresses: extreme temperatures,
high salinity, drought and others. Nowadays, environmental stresses are increasing do to global warming,
pollution and soil degradation, affecting dramatically plant development and productivity. However, some
plants are adapted to extreme environmental conditions such as cactus pear (Opuntia spp.). This plant species
belongs to the Caryophyllales Order, and has several anatomical, morphological and physiological
adaptations that enable its surveillance under extreme conditions. Most of these adaptations are related to the
water use efficiency, such as succulent cactus pear cladodes, which store large amounts of water, the
replacement of leaves by thorns, thick cuticle cladode, low stomatal frequency and sunken stomata. In
addition, its CAM metabolism allows night-time CO, uptake avoiding water loss through transpiration (Black
and Osmond, 2003). We consider that all these adaptations make cactus pear an interesting model for the
understanding of the molecular events associated to abiotic stress tolerance in CAM plants. Up to now,
Opuntia species have been important for the understanding of plant ecophysiology; however, few studies at
the molecular level exist and less information regarding sequences have been deposited at the GenBank
database (Nobel 1997; Griffith 2004; Silva-Ortega et al. 2008). cDNA libraries are a fundamental tool of plant
molecular biology. Plant EST sequencing obtained from stress conditions have been used as an effective, fast
and economical method for gene isolation, the generation of molecular markers and the characterization of
transcriptional patterns (Ohlrogge and Benning 2000). In the present study, we were interested in the
identification of cactus pear ESTs related to stress response. In this sense, we subjected twelve-month-old
cladodes of O. streptacantha to several stress treatments (heat, cold, salt and drought) to construct a cDNA
library. Equal amounts of total RNAs obtained from each treatment were mixed and used as template for the
synthesis of double stranded cDNA, expecting that several stress related genes enhance their expression under
these conditions and, thus increasing the probability of their isolation. We obtained 329 unigenes, from which
9% were related to stress responsiveness. This percentage is similar to those obtained in subtractive libraries
under abiotic stress (Zhang et al. 2005; Sahu and Shaw 2009), in which the enrichment of ESTs of a desirable
condition is accomplished. In total, we found 29 unigenes encoding stress related genes such as LEA proteins
(late embryogenesis abundant), ERD15 (early responsive to dehydration 15), abscisic acid stress ripening

protein, lipid transfer protein, catalase, heat shock proteins, metallothioneins, glutathione-S-transferase,
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among others (Supplemental Table I). From these set of genes, we selected the most abundant unigene which
encodes an acidic SK;-type dehydrin (OpsDHN1) for its molecular and functional characterization under
abiotic stress. During the last two decades, special attention has been given to the role of plant dehydrin
proteins in developmental and stress responses, since these proteins accumulate during the maturation of
seeds and pollen, and in response to drought, low temperature and salinity (Close 1996; Battaglia et al. 2008).
It has been predicted that plant dehydrins are fully disordered proteins with only some local preferences to o-
helical motifs, proposing their chaperone-like activity (Tompa and Kovacs 2010). In addition, their
participation in membrane stabilization, water buffering, radical-scavenging, metal binding and cryoprotective
activities have been described (Rorat 2006; Hara et al. 2005); nevertheless, their precise function at the
molecular level is still unknown. Plant dehydrins belong to the group 2 of LEA proteins. LEA proteins have
been classified into seven families according to their hydrophilic (group 1, 2, 3, 4, 6 and 7) and hydrophobic
(group 5) properties (Battaglia et al. 2008). In general, hydrophilic LEAs have been named as “hydrophilins”
according to some physicochemical properties for instance, its high hydrophilicity index (>1), high glycine
content (>6%), and low proportion of cysteine and tryptophan residues (Garay-Arroyo et al. 2000; Battaglia et
al. 2008). In the A. thaliana genome, 51 genes encoding LEA proteins have been described and classified into
9 groups (Hundertmark and Hincha 2008). Among them, 10 genes encode dehydrins and contain the
conserved S-, K- and Y- motifs. Dehydrins genes have been identified in all higher plant species studied so
far (angiosperms and gymnosperms) as well as in early land plants like P. patens (Close 1997; Saavedra et al.
2006; Garay-Arroyo et al. 2000). In all plant species the K-motif is the main identifier of this group of
proteins (Battaglia et al. 2008).

The coding sequence of most of the plant dehydrin genes analyzed in this study is split by an intron. In
the case of the dehydrins of Arabidopsis species (A. thaliana and A. lyrata), the intron insertion site is
associated with sequences encoding serine residues, and in most of the cases this corresponds to the conserved
S-segment. This is also maintained for the O. streptacantha OpsDHNI intron and for other introns present in
dehydrins from mono-and dicotyledonous plants containing the S-segment. Whereas DHNs lacking the S-
segment contain up to three introns. According to intron number and position, dehydrins might have two
evolutive origins: those having one intron associated to the S-segment, and the other ones lacking the S-

segment and containing one or more introns that are not related to any of the characteristic K or Y-motifs.

75 16

Page 16 of 65



Page 17 of 65

O©oOoO~NOOOPRWN -

410
411
412
413
414
415
416
417
418
419
420
421
422
423
424
425
426
427
428
429
430
431
432
433
434
435
436

Planta

At the protein level, the OpsDHNI analyzed in this study is related to the SK, and SKj;-type acid
dehydrins from A. thaliana showing identities of 44% (ERDI14), 35% (ERD10) and 33% (COR47),
maintaining only stretches of high identity at the conserved S and K motifs. Acidic dehydrins such as
LTI29/ERD10 and COR47 have been found to be regulated under abiotic stress conditions, mainly during
cold stress (Nylander et al. 2001). These data are in agreement with our results, in which the OpsDHNI
transcript accumulates to a high extent in response to cold stress. Furthermore, the OpsDHNI gene is
regulated at transcriptional level by ABA in a time and concentration-dependent manner, a feature reported
for other plants species (Xu et al. 2008a; Lee et al. 2005; Chung et al. 2003). In the maize Rab17 dehydrin,
ABA transcriptional regulation is mediated by the presence of cis-acting elements in the promoter region
including ABA-responsive elements (ABRE) and drought responsive elements (DRE) (Busk et al. 1997). In
this sense, it might be suggested that the ABA signaling pathway is relevant for the induction of DHN genes
under stress.

On the other hand, we found out that the OpsDHNI gene is not induced at the transcriptional level by
heat and drought stresses. In accordance, we observed no induction of the OpsDHNI gene in cladodes during
long term (15, 30 and 45-d) drought stress experiments conducted in a greenhouse (unpublished
observations). Under our experimental conditions, the observation that the OpsDHNI gene is accumulated
under cold stress but not under dehydration conditions induced by heat and drought stresses constitutes a
relevant data. Rorat et al. (2006) who found that the DHN24 protein levels of Solanum species (SK;-type
DHN) progressively decreased during dehydration conditions but not during cold stress. In these sense, these
SK;-acidic proteins might play important protective roles under low temperature stress.

DHNs are also involved in protection against metal toxicity (Hara et al. 2005; Zhang et al. 2006; Xu et
al. 2008b). In the case of the KS-type DHN from citrus (CuCORI1S; Citrus unshiu cold-regulated 15 kDa) the
presence of a histidine-rich motif (HKGEHHSGDHH) was associated to high affinity for Cu®* binding (Hara
et al. 2005). Otherwise, Alsheikh et al. (2003) reported that phosphorylation of the serine-rich motif of the
ERD14 protein from A. thaliana is required for Ca®* binding. The property of this protein to bind calcium
might be related to buffer activities modulating calcium levels or have a calcium-dependent chaperone-like

activity. The accumulation of some SKn-type DHNs transcripts under metal stress has been described (Zhang
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et al. 2006; Xu et al. 2008b). In accordance, it would be interesting to determine if the histidine-rich motif and
the the S-segment present in the cactus pear OpsDHN1 protein might have a role in metal binding.

Functional characterization of the role of the OpsDHNI gene under freezing stress conditions was
assessed in A. thaliana. Under our experimental conditions, after 21 d of stress recovery, all three over-
expressing lines showed higher survival rates (ca. 3 fold higher) than Col-0 plants. Our data suggests that the
OpsDHNI1 might have an important role in freezing stress tolerance. Cold stress tolerance has been achieved
by the generation of transgenic plants over-expressing the CuCOR19 from Citrus unshiu Marcov in tobacco
(Hara et al. 2003), the DHN24 from Solanum sogarandinum in cucumber (Yin et al. 2006) and the RcDhn5
from Rhododendron catawbiense in A. thaliana (Peng et al. 2008). Furthermore, the over-expression of the
RAB18 together with COR47, and the LTI29 together with LTI30 (TP10) conferred freezing stress tolerance
in A. thaliana (Puhakainen et al. 2004). In general, it has been suggested that radical-scavenging properties of
DHNSs and protection against lipid peroxidation are part of the cold stress tolerance mechanism.

The isolation and characterization of Opuntia spp. genes such as the OpsDHN1 provide important information
regarding the molecular mechanisms of stress tolerance in CAM plants. As well, they constitute a useful
platform for the generation of the first cactus pear database, complementing the biochemical and phylogenetic
studies that have been made in this important crop plant. In addition, this data could help in the understanding
of abiotic stress tolerance in arid environments, which is becoming a crucial aspect for the prediction of

climate impact on native desert plants.
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LEGEND TO FIGURES
Figure 1. Functional classification of 329 cactus pear unigenes that matched the nr database, into eleven

categories according the Gene Ontology program.

Figure 2. Multiple alignment of the deduced amino acid sequences of the O. streptacantha OpsDHNI protein
with SK-type dehydrin proteins from A. thaliana. Identical residues (asterisk) in the four proteins and
conserved amino acid substitutions (dots) are indicated. Dashes show gaps in the amino acid sequences
introduced to optimize alignment. Characteristic motifs present in the DHN proteins are indicated: three K-
segments (shadowed) and one S-segment (boxed). A putative nuclear localization signal (underlined) and a
putative metal binding site rich in histidine residues (double-underlined) identified in the OpsDHN1 protein

are indicated.

Figure 3. Unrooted phylogenetic tree of 11 plant dehydrin proteins including the O. streptacantha OpsDHN1
(GenBank accession no. HO058650) protein and the 10 dehydrin proteins from Arabidopsis. The
phylogenetic tree (A) was created by Neighbor-Joining method, PHYLIP 3.67 package (Felsenstein 1989).
Bootstrap support values out of 1000 pseudoreplicates of the data set are provided as percentages at the
corresponding nodes when >50%. Schematic representation (B) of characteristic protein motifs present in
LEA-type 2 dehydrin proteins: lysine-rich repeat K-segment (KIKEKLPG, gray boxes); Y-segment
(DEYGNP, grid boxes); S-segment (tract of serine residues, black boxes). The insertion site of the intron is
indicated with a triangle. In the case of the At1g54410 (KS), the 3’-UTR region is represented with a

continuous line.

Figure 4. Effect of abiotic stresses on the expression of the OpsDHNI gene. Total RNA was isolated from
twelve-month-old O. streptacantha cladodes subjected to diverse abiotic stress treatments during 17 d. Six
stress treatments were applied: salinity (N), heat-salinity (HN), cold (C), heat-cold (HC), heat-drought (HD)
and drought-heat-cold (DHC), as described in the materials and methods section. Real-time one-step RT-PCR
amplification was carried out as recommended by the iScript™ One- Step RT-PCR kit with SYBR® Green.

Analyses were performed by triplicate. Quantification of the OpsDHNI gene, expressed as normalized fold
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expression, compared mRNA levels (stress conditions) with un-treated controls and, was calculated after
normalization to the O. streptacantha elongation factor gene (OpsEF1; accession no. HM581972) using the
comparative threshold cycle method (Livak and Schmittgen 2001). In case of ratios lower than 1 (i.e. genes
repressed in stress conditions), the inverse of the ratio was estimated and the sign was changed, as graphically

represented.

Figure 5. Effect of ABA on the expression of the OpsDHNI gene. Total RNA was isolated from three-month-
old O. streptacantha cladodes subjected to O (control), 0.1 and 100 uM ABA during 1.5, 6 and 12 h. Each
RNA sample (50 ng) was used for qRT-PCR analyses. Quantification of the OpsDHNI gene, expressed as
normalized fold expression, compared mRNA levels (ABA treatments) with un-treated controls and, was
calculated after normalization to the O. streptacantha elongation factor gene (OpsEFI; accession no.
HM581972) using the comparative threshold cycle method (Livak and Schmittgen 2001). In case of ratios
lower than 1 (i.e. genes repressed with ABA treatment), the inverse of the ratio was estimated and the sign

was changed, as graphically represented.

Figure 6. A) Schematic diagram of the 35S::OpsDHN construct in pMDC32 binary vector. RB, right border
for T-DNA integration; 2X35S, cauliflower mosaic virus 35S promoter; a#tBl and a#tB2 sites for
recombination; OpsDHN1, Opuntia strepthacantha DHN1 cDNA; NosT, nopaline synthase (nos) terminator
region; HPTII, hygromycin resistance gene; LB, left border for T-DNA integration. B) Detection of
OpsDHNI transcript in A. thaliana transgenic lines (35S::OpsDHNI-1, -2 and -3) by semi-quantitative RT-
PCR. Total RNA was isolated from leaves of one month old A. thaliana plants. One pg of total RNA was
used for RT-PCR analysis. Ten microliters of the RT-PCR product were loaded on each lane and separated by
electrophoresis on 0.8% (w/v) agarose gel. As loading control the OpsEFI product was used. C) Phenotype of
the 35S::0OpsDHNI-2, transgenic line and the wild type (Col-0) after 21 d of recovery from freezing stress. D)
Survival rate of the 35S::OpsDHNI-1, -2 and -3 transgenic lines and Col-0 plants after 21 d of freezing stress
recovery. Data are mean = SE (n=10) from 5 replicates. The experiment was conducted threefold obtaining

similar results.
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Supplemental Figure 1. Pairwise alignment of a genomic and the cDNA sequences containing the OspDHN1
gene. The start and stop codons are shadowed. The intron borders GT/AG are bold indicated. Prediction of the
branch point region (CURAY, underlined) located close to the intron acceptor site AG, was performed using

the NetPlantGene Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPGene/).

Supplemental Figure 2. Twelve-month old cactus pear plants were grown either in semi-hydroponic
conditions or in a commercial soil mixture, and subjected to different abiotic stresses during 17 d: control (C),
salinity (N), heat-salinity (HN) (semi-hydroponic); control (C), cold (C), heat-cold (HC), heat-drought (HD)

and drought-heat-cold (DHC) (soil mixture).

Supplemental Figure 3. A) Phenotype of the 35S::OpsDHNI-1 transgenic line and the wild type (Col-0)
after 21 d of recovery from salt stress treatment (150 mM NaCl). B) Survival rate of the 35S::OpsDHNI-1
transgenic line and Col-0 plants after 21 d of NaCl stress recovery. Data are mean + SE (n=10) from 5

replicates. The experiments were conducted twice obtaining similar results.
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from cDNA and genomic DNA templates.
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Application Gene Oligonucleotide sequence Amplicon
size
OpsDHNI 50psDHNI1 171 bp
5’-GATCGCGGACTGTTCGACTT-3’
30psDHN1
qRT-PCR 5’-GTCGGAACGATGGAGCTTGT-3’
OpsEF1 5-OpsEF1 150 bp
5’-GGTCATTGGTCATGTCGACTCTGG-3’
3-OpsEF1
5’-GCACCCAGGCATACTTGAATGACC-3’
Amplification of 5gOpsDHN1 1139 bp
a genomic DNA 5’-GGGACAGCAAAGCAAAGCA-3’
fragment 3gOpsDHNI1
OpsDHN1 5’-TCGAAAAGCATAAATCATCAAAGTTCC-3’
Amplification of 50psDHNORF 835 bp
a cDNA 5’-CCAATTTCTGAAATGGCGGAAG-3’
fragment 30psDHNUTR
(OREF plus 5’-GCATAAATCATCAAAGTTCCTGAC-3’
3’-UTR)
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1
2
2 Table II. Comparison of intron size and identity between the Arabidopsis thaliana y A. lyrata DHNs
2 orthologs. The intron insertion site within the nucleotides encoding the S-segment is presented.
7
A. thaliana A. lyrata
Protein | Intron Sequence Accession No. Sequence Intron | Protein | Protein ID. (%)

10 size size motif * Name motif * size size wk Identity
M mp) (bp) DHN-Type (bp) | (bp) global/
12 local
15 186 81 SSSSS”ED At5g66400 SSSSS”AED 90 170 496967 75.6
14 (RAB18) 75.6
15 Y2SK2/ Y3SK2
16 185 274 SSSSSSS”ED At2g21490 SSSSSSS” ED 581 187 867902 83.1
17 Y2SK2/ Y3SK 83.1
18 128 301 SSSSSSSAED At3g50980 SSSSSSSAED 375 127 906445 95.3
19 (Xerol/ LT145) 95.3
20 YSK2

T 151 206 SSAYT At4g39130 TNLAPEE 219 161 327864 80.7
22 Y3K 81.8
243 185 86 SSSSSASS Atlg76180 SSSSSASS 89 170 895496 83.6
24 (ERD14) SK2 83.6
4 163 88 SSASS At4g38410 SSASS 90 164 490603 89
26 SK2 89
47 265 144 SSSSSASS At1g20440 SNSSASS~ASS 139 264 889495 92.8
28 (COR47) SK3 92.8
49260 89 SSSSSASS At1g20450 SSSSSvA K 94 252 472273 80.9
30 (ERD10) SK3 80.3

1 98 265 SSSSDSDSD.g” At1g54410 SSSSDSDSD.ggt? 295 98 474716 99
32 KS 5 Hokk 99

S 193 | - | e At3g50970 HG"YG 4310 193 866487 84.1
34 (Xero2/Lt130) 84.1
35 K6

° * Intron insertion site is represented by (*)
37 ** Accession number obtained from the Phytozome database (www.phytozome.net)
38 **% The intron is inserted within the 3’-UTR region. The stop codon is represented by (.), and the
28 nucleotides after the stop codon are underlined.
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
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1

2

2 Supplemental Table 1. Functional classification of 329 Opuntia streptacantha

5

6 unigenes according the Gene Ontology database.

7

8 GenBank Unigene GenBank No. Functional Matching E-value
? Accession Accession ESTs annotation organism (Blastx)
11 No. match per GenBank

12 _Unigene contig Accession No.

13

14 A) Stress responsiveness

15

1? HO058636 19 XP_002272995 1 20G-Fe(Il) oxygenase Vitis vinifera le-49
18 putative

19

20 HO058650 33 CAH59415 9 dehydrin 1 Plantago major 8e-12
21

gg HO058667 50 ACT15208 4 abscisic acid stress  Salicornia brachiata  le-15
24 ripening protein

25

26 HO058682 65 AAY34915 3 Catalase Prunus armeniaca 3e-17
27

gg HO058686 69 XP_002276082 3 DnaJ-class molecular V. vinifera 9e-16
30 chaperone

31

32 HO058703 86 BAI94496 1 lipid transfer protein Dianthus 4e-35
33 caryophyllus

34

o5 HO058708 91 AF078912 6 metallothionein Mesembryanthemum — 6e-39
37 crystallinum

38

39 HO058719 102 CAQ64471 2 cytosolic class I small Rhododendron 2e-44
40 heat shock protein type rubropilosum

41 1

"2HO0S8737 120 XP_002451175 1 Ribosome associated  Sorghum bicolor 6e-28
44 membrane protein

45 RAMP4

46 HO058755 138 CAC83045 1 putative phospholipid M. crystallinum 2e-38
47 hydroperoxide

48 : :

49 glutathione peroxidase

50

51 HO058759 142 P81493 2 Defensin-like protein Beta vulgaris le-11
52 AX1

53

54 HO058768 151 NP_171656 1 heavy-metal-associated Arabidopsis 3e-29
gg domain-containing thaliana

57 protein

58

59 HO058770 153 AAR83864 1 28 kDa small subunit Capsicum annuum 3e-8
60

ribosomal protein
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1

2

Z GenBank Unigene GenBank No. Functional Matching E-value
5 Accession Accession ESTs annotation organism (Blastx)
6 No. match per GenBank

7 Unigene contig Accession No.

8

? 0 A) Stress responsiveness

11

12

13 HO058773 156 ABG54481 2 late embryogenesis Tamarix 6e-08
14 abundant protein androssowii

15

12 HO058776 159 AALS5887 1 70kDa heat shock Sandersonia 2e-14
18 protein aurantiaca

19 HO058792 175 ACV52592 1 thioredoxin H-type 1 Nicotiana 2e-40
20 benthamiana

21

3:23 HO058857 240 AAW47577 1 metallothionein Gossypium hirsutum — 4e-09
24

25 HO058861 244 ABB89735 1 ERDI5 C. annuum 8e-21
26

27 HO058864 247 XP_002509785 1 glutathione-s- R. communis Se-27
gg transferase theta, gst,

30 putative

31

32 HO058888 271 ACX37092 1 cyclophilin C. sinensis 2e-79
33

34 HO058893 276 ABB89210 1 dehydroascorbate Sesamum indicum 5e-13
35 reductase

36

37

3g HO058903 286 AAKO01359 1 dehydration stress- Brassica napus le-09
39 induced protein

40

41 HO058904 287 ACU20676 1 Heat shock factor Glycine max 2e-21
jg binding protein 1

44 HO058911 294 NP_054988 1 NADH dehydrogenase S. oleracea 6e-79
45 subunit 4

46

47 HO058920 303 ABL67658 1 putative multiple Citrus cv. Shiranuhi 4e-37
jg stress-responsive zinc-

50 finger protein

51

52 HO058929 312 BAC22953 1 ascorbate peroxidase  Solanum tuberosum 9e-31
53

gg HO058935 318 AAQO08597 1 heat shock protein Hevea brasiliensis 6e-56
56

57 HO058939 322 ABU49591 2 CDC5-like protein Solanum Te-44
58 lycopersicum

59

60 HO058941 324 AAL32037 1 ethylene-responsive Retama raetam 9e-34

transciptional
coactivator-like protein
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1
2
3
g GenBank  Unigene GenBank No. Functional Matching E-value
6 Accession Accession ESTs annotation organism (Blastx)
7 No. match per GenBank
8 Unigene contig Accession No.
9
10 .
11 B) Metabolism
12
13 HO058621 4 AADO01804 1 lipase D. caryophyllus 3e-09
14
15 HO058633 16 AALA47552 1 [AA-amino acid A. thaliana 4e-3
1? conjugate hydrolase-
18 like protein
19
20 HO058670 53 CAI39245 1 beta-amylase G. max 2e-4
21
gg HO058700 83 XP_002305564 1 Glyoxalase/Bleomycin  Populus trichocarpa 2e-22
o4 resistance
25 protein/Dioxygenase
26 superfamily
27
gg HOO058705 88 AAY85174 1 alpha-amylase 2 Manihot esculenta 6e-19
57 HO058718 101 P34922 1 Glyceraldehyde-3- Pisum sativum 2e-45
32 phosphate
33 dehydrogenase,
34 cytosolic
35
P HO058754 137 CAI39244 1 beta-amylase G. max Se-18
38
39 HO058820 203 AAMG62446 3 sorbitol A. thaliana 2e-51
40 dehydrogenase-like
41 protein
42
22 HO058830 213 XP_002323914 1 acyl-CoA thioesterase P. trichocarpa. 3e-18
45
46 HO058837 220 XP_002330135 2 Glycosyltransferase P. trichocarpa le-38
47
7o HO058853 236 CAB09796 1 L-galactono-1,4- Brassica oleracea 3e-75
50 lactone dehydrogenase var.
51 Botrytis
52
53 HO058876 259 XP_002512239 1 Zeta-carotene R. communis 6e-67
gg desaturase, chloroplast
56 precursor, putative
57
58 HO058885 268 XP_002518667 1 Triacylglycerol lipase 1 R. communis 2e-73
59 precursor, putative
60
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1

2

3

g GenBank  Unigene GenBank No. Functional Matching E-value
6 Accession Accession ESTs annotation organism (Blastx)
7 No. match per GenBank

8 Unigene contig Accession No.

9

10 .

11 B) Metabolism

12

13 HO058902 285 XP_002511024 1 methionine sulfoxide R. communis 4e-15
14 reductase, putative

15

1OHO058907 290 XP_002530475 1 aldose-1-epimerase, R. communis 4e-42
18 putative

19 HO058912 295 AAV74407 1 chloroplast latex M. esculenta 3e-109
20 aldolase-like protein

21

gg HO058916 299 AAB61592 2 fructose-biphosphate M. crystallinum 3e-93
o4 aldolase

25

26 HO058922 305 ACQ82818 2 sedoheptulose-1,7- Cucumis sativus Te-75
27 bisphosphatase

28

20 HO058928 311 Q42676 1 Transketolase, Craterostigma 2e-56
31 chloroplast (TK) plantagineum

32

33 HO058938 321 ABE66400 1 carbonic anhydrase Striga asiatica 2e-36
34

gg HO058942 325 CAA04526 1 magnesium chelatase G. max 9e-87
37 subunit

38

39

40 () Cellular transport and ion homeostasis

41

f’é HOO058618 1 EEF47370 1 acyl carrier protein, R. communis 6e-45
44 putative

45

46 HO058638 21 XP_002523617 1 Mitochondrial import R. communis le-10
47 receptor subunit

48 TOM7-1, putative

49

50

51 HO058668 51 XP 002533972 1 multidrug resistance R. communis 1e-08
52 pump, putative

53

54 HO058684 67 CAD23987 1 ATP synthase epsilon Phyllonoma 7e-34
gg subunit ruscifolia

57

58 HO058697 80 XP_002522842 1 GDP-mannose R. communis 4e-48
59 transporter, putative

60
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Z GenBank Unigene GenBank No. Functional Matching E-value
5 Accession Accession ESTs annotation organism (Blastx)
6 No. match per GenBank
7 Unigene contig Accession No.
8
? 0 C) Cellular transport and ion homeostasis
11
12 HO058740 123 XP_002515282 1 Cytochrome c oxidase R. communis Te-24
13 polypeptide Ve,
14 putative
15
1OHO058747 130 XP_002529885 1 gamma-soluble nsf R. communis 4e-39
18 attachment protein,
19 putative
20
g; HO058763 146 ABE72969 1 ATPase Camellia sinensis 3e-13
22 HO058767 150 BAD66739 2 cytochrome oxidase  B. vulgaris subsp.  6e-17
25 subunit 2 vulgaris
26
27 HO058772 155 ACB42441 1 aquaporin PIP2;4 Gossypium irsutum 4e-15
28
20HOO0S8783 166 XP_002528040 1 oxidoreductase, R. communis 8e-86
31 putative
32
33 HO058815 198 GQ9Y98295 3 ATP synthase CF0 Gunnera manicata 5e-98
34 subunit I protein
35
S HO058836 219 ACB87734 | aquaporin M. esculenta le-123
38
39 HO058839 222 XP_002528193 1 ATP binding protein, R. communis 9e-5
40 putative
41
j‘é HOO058841 224  NP_001148792 2 vesicle-associated Zea mays 1e-70
44 membrane protein 725
45
46 HO058858 241 XP_002512943 1 phosphatidylinositol R. communis le-24
jg transporter, putative
S HO058875 258 CBI37994 | Arginine V. vinifera le-34
51 methyltransferase-
52 interacting protein
53 contains RING Zn-
54 finger
55
56
57 HO058378 261 ABUS85611 1 NADH-plastoquinone Scaevola aemula 2e-20
58 oxidoreductase subunit
59 J
60
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1

2

Z GenBank Unigene GenBank No. Functional Matching E-value
5 Accession Accession ESTs annotation organism (Blastx)
6 No. match per GenBank

7 Unigene contig Accession No.

8

? 0 C) Cellular transport and ion homeostasis

11

12 HO058883 266 XP_002517308 1 Dual specificity R. communis 2e-52
13 phosphatase Cdc25,

14 putative

15

13 HO058899 282  XP_002516464 1 NADH-plastoquinone R. communis Se-13
18 oxidoreductase,

19 putative

20

g; HO058925 308 XP_002511549 1 Vacuolar protein R. communis 6e-94
23 sorting, putative

24

o5 HO058927 310 XP_002303893 1 Mitochondrial carrier P. trichocarpa 3e-69
26 protein: ADP/ATP

27 transporter on

gg adenylate translocase

STHO058931 314 NP_195300 | Rho-GTPaseactivating A thaliana 8e-72
32 protein-related

33

34 HO058932 315 CAD57744 1 RAB-like small G- Hordeum vulgare le-20
gg protein subsp. vulgare

37

38D) Photosynthesis

39

40 HO058623 6 CAA32183 1 Photosystem I reaction  Spinacia oleracea 2e-24
41 center subunit IV,

f’é chloroplast precursor

44

45 HO058625 8 BAF80479 1 PSI reaction center Citrus sinensis 2e-47
46 subunit II

47

jg HO058643 26 CAA45775 3 subunit XI of S. oleracea. 3e-78
50 photosystem I reaction

51 center

52

53 HO058657 40 YP_654205 1 photosystem II M Oryza sativa Indica le-16
54 protein Group

55

56

57 HO058735 118 AAA89099 1 ribulose-1,5- Pereskia aculeata 2e-10
58 bisphosphate

59 carboxylase/oxygenase

60

large subunit
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Z GenBank Unigene GenBank No. Functional Matching E-value
5 Accession Accession ESTs annotation organism (Blastx)
6 No. match per GenBank
7 Unigene contig Accession No.
8
? 0 D) Photosynthesis
11
12 HOO058757 140 ACF33361 1 NADH-plastoquinone Gonystylus 4e-42
13 oxidoreductase subunit bancanus
14 3
15
13 HOO058758 141  NP_001105502 1 photosystem II Z. mays 8e-33
18 subunit29
19
20 HO058775 158 AAA89099 7 ribulose-1,5- P. aculeata 9e-64
21 bisphosphate
22
3 carboxylase/oxygenase
o4 large subunit
25
26 HO058787 170 XP_002514914 1 chlorophyll A/B R. communis 4e-27
27 binding protein,
28 putative
29
57 HO058788 171 1211235D 1 Photosystem 1 4kDa  Nicotiana tabacum ~ 1e-23
32 reaction centre
33 component
34
gg HO058800 183 ABF17940 4 putative chloroplast ~ Carya cathayensis ~ le-134
37 chlorophyll a/b-binding
38 protein
39
40 HO058833 216 ADD31246 2 NADH-plastoquinone Berberidopsis 4e-55
3; oxidoreductase subunit corallina
43 K protein
44
45 HO058855 238 AAF06098 1 ribulose 1,5- M. esculenta le-16
46 bisphosphate
jg carboxylase small
49 chain precursor
50
51 HO058856 239 AAA33036 1 ribulose 1,5- M. crystallinum 2e-75
52 bisphosphate
53 carboxylase/oxygenase
54 small subunit]
55
56
57 HO058874 257 XP_002519950 1 chlorophyll A/B R. communis 4e-69
58 binding protein,
59 putative
60
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1

2

Z GenBank Unigene GenBank No. Functional Matching E-value
5 Accession Accession ESTs annotation organism (Blastx)
6 No. match per GenBank

7 Unigene contig Accession No.

8

? 0 D) Photosynthesis

11

12 HO058892 275 NP_564946 1 STN7 (STT7 A.thaliana 2e-60
13 HOMOLOG STN7);

14 kinase/ protein kinase

15

1? HO058896 279 CAE30280 1 chlorophyll a /b B. vulgaris 2e-110
18 binding protein

19

20 HO058905 288 AAA84014 1 ribulose-1,5- Alluaudia procera 3e-121
21 bisphosphate

gg carboxylase/oxygenase

o4 large subunit]

25

26 HO058913 296 P22179 1 Photosystem I reaction S. oleracea le-33
27 center subunit VI,

28 chloroplastic

29

51 HO058924 307 AAU03361 1 (Dhotosystem I oxygen-  Lycopersicon 7e-73
32 evolving complex esculentum

33 protein 3

34

gg HO058930 313 ABK22378 1 ribulose-5-phosphate 3- Picea sitchensis 2e-99
37 epimerase

38

39 E) Signaling

40

3; HO058662 45 AAR98738 1 signal peptide Galega orientalis 2e-48
43 peptidase

44

45 HO058690 73 ACB32228 3 calmodulin B. vulgaris 9e-66
46

22 HO058699 82 AAQ63461 1 calmodulin 4 Daucus carota 2e-77
S HO0S8712 95 XP_002323661 | CBL-interacting P. trichocarpa 3¢-07
51 protein kinase 21

52

53 HO058753 136 NP_563980 1 leucine-rich repeat A. thaliana 5e-07
54 family protein

55

56

57 HO058764 147 AATO08648 2 ADP-ribosylation Hyacinthus 2e-97
58 factor orientalis

59

60 HO058785 168 ACX56275 1 calmodulin Z. mays le-14
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Z GenBank Unigene GenBank No. Functional Matching E-value
5 Accession Accession ESTs annotation organism (Blastx)
6 No. match per GenBank
7 Unigene contig Accession No.
8
9 . .
10 E) Signaling
11
12 HO058866 249 XP_002514928 1 Signal peptidase R. communis S5e-29
13 B complex subunit,
14 putative
15
1? HOO058879 262 XP_002520315 1 F-box and wd40 R. communis 3e-49
18 domain protein,
19 putative
20
g; HO058882 265 XP_002521235 1 protein kinase, putative R. communis. le-44
22HO058898 281  XP_002509446 4 Auxin-repressed 12.5 R. communis 4e-27
25 kDa protein, putative
26
27 HO058917 300 XP_002514928 1 Signal peptidase R. commuis 5e-29
gg complex subunit,
30 putative
31
32 F) Synthesis protein
33
2‘51 HO058676 59 CBI29686 1 aminoacyl-tRNA V. vinifera 2e-12
36 synthetase
37
38 HO058685 68 XP_002518942 1 50S ribosomal protein R. communis 4e-42
39 L11, putative
40
3; HO058691 74 XP_002514173 1 60S ribosomal protein R. communis 2e-45
43 L31, putative
44 -
45 HO058711 94 BAGO06474 1 ribosomal protein S19 Tetrapanax 8e-32
46 papyriferus
47
jg HO058739 122 AF479093 1 26S ribosomal RNA Portulaca 2e-99
50 gene grandiflora
51
52 HO058751 134 XP_002264648 1 ribosome biogenesis V. vinifera 5e-06
53 regulatory protein
54 (RRS1)
55
56
57 HO058774 157 CAI48073 2 60S ribosomal protein  Capsicum chinense 9e-45
58 L37a
59
60
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1

2

Z GenBank Unigene GenBank No. Functional Matching E-value
5 Accession Accession ESTs annotation organism (Blastx)
6 No. match per GenBank

7 Unigene contig Accession No.

8

? 0 F) Synthesis protein

11

12 HOO058777 160 ADB85107 6 translation initiation Jatropha curcas 9e-48
13 factor-like protein

14 (SUI1_elF1)

15

13 HO058789 172 NP_084740 1 ribosomal protein S7 Oenothera elata 4e-20
18 subsp. Hookeri

19

20 HO058791 174 ABB17003 1 60S ribosomal protein S. tuberosum 3e-15
21 L10-like protein

22

gi HOO058812 195 XP_002511200 2 elongation factor 1- R. communis 7e-36
25 beta, putative

26

27 HO058816 199 XP_002519752 2 60S ribosomal protein R. communis le-44
28 L32, putative

29

g? HO058894 277 XP_002522558 1 50S ribosomal protein R. communis 5e-30
32 L34, chloroplast

33 precursor, putative

34

S HO058805 278 ABA40470 1 ribosomal protein S6- S. tuberosum le-78
37 like protein

38

39 HO058900 283 AAP80667 1 ribosomal Pr 117 Triticum aestivum  5e-27
40

41

f’é G) Folding, degradation and modification protein

44

45 HO058642 25 EEF39023 1 ormdl, putative R. communis 3e-73
46

jg HOO058656 39 ACZ69386 6 polyubiquitin UBQ14 C. sativus le-56
gg HO058665 48 AAUS82109 2 ubiquitin-conjugating T. aestivum le-31
51 enzyme

52

53 HO058680 63 XP_002530306 1 ubiquitin, putative R. communis 2e-27
54

gg HOO058710 93 NP_001068278 1 Alpha 5 subunit of 20S 0. sativa Japonica le-50
57 proteasome Group

58

59 HO058882 205 XP_002525098 1 ubiquitin-conjugating R. communis 3e-86
60

enzyme m, putative
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Z GenBank Unigene GenBank No. Functional Matching E-value
5 Accession Accession ESTs annotation organism (Blastx)
6 No. match per GenBank
7 Unigene contig Accession No.
8
? 0 G) Folding, degradation and modification protein
11
12 HO058831 214 ABB90548 1 coated vesicle T. aestivum 2e-68
13 membrane
14 protein-like
15
13 HOO058849 232 XP_002514419 1 Chaperone protein R. communis 4e-04
dnal, putative
18
19
20 HO058872 255 XP_002525582 1 HSP90 co-chaperone, R. communis 8e-25
21 putative
3:23 H0058923 306 EEF48533 1 ubiquitin-protein R. communis le-52
o4 ligase, putative
25
26 H) Development, division, cellular organization
27
28 HO058704 87 EEF49901 1 Dormancy/auxin R. communis 3e-19
29 associated protein
30
31
32 HO058799 182 XP_002283194 1 Dormancy/auxin V. vinifera 8e-6
33 associated protein
34
SoHOO0S8844 227 XP_002301387 1 predicted protein P. trichocarpa le-5
37
3g HO058852 235 AAY31012 1 maturase K Opuntia dillenii 3e-60
39
40 HO058869 252 NP_001151563 1 CBS domain Z. mays le-91
41 containing protein
42
22 HOO058886 269 XP_002533101 1 actin depolymerizing R. communis 3e-55
45 factor, putative
46
47 HO058887 270 CAA04767 1 ripening-induced Fragaria vesca 3e-59
jg protein
50
51 HO058906 289 ABF70077 1 spliceosomal U5 Musa acuminata 9e-47
52 snRNP-specific 15 kDa
53 protein, putative
54
gg I) Transcription
57
58 HO058679 62 XP_002526735 1 TRANSPARENT R. communis 2e-37
59 TESTA 1 protein,
60 putative
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1

2

Z GenBank Unigene GenBank No. Functional Matching E-value
5 Accession Accession ESTs annotation organism (Blastx)
6 No. match per GenBank

7 Unigene contig Accession No.

8

? 0 I) Transcription

11

12 HOO058732 115 XP_002529910 1 zinc finger protein, R. communis 3e-19
13 putative

14 HO058765 148 XP_002267800 1 DNA directed RNA V. vinifera le-23
12 polymerase, 7 kDa

17 subunit

18

19 HO058793 176 XP_002517811 1 binding protein, R. communis 6e-27
20 putative

21

22

22HO058811 194 EEF43655 2 Ssmé protein, putative R .communis 2617
25

26 HO058871 254 XP_002510592 1 ring finger protein, R. communis 2e-41
27 putative

28

20HO058909 292 XP_002517180 1 ccaat-binding R. communis 2e-61
31 transcription factor,

32 putative

33 J) Unknown function

34

gg HO058619 2 EEF49698 1 conserved hypothetical R. communis le-47
37 protein

38

39 HO058624 7 XP_002337775 1 predicted protein P. trichocarpa le-10
40

41 H0058629 12 CBI33867 2 unnamed protein V. vinifera 2e-12
42 roduct

43 p

44

45 HO058639 22 CAN79804 1 hypothetical protein V. vinifera 4e-33
46

jg HO058648 31 XP_002277479 2 hypothetical protein V.vinifera 7e-05
gg HO058652 35 ACG28009 1 hypothetical protein Z. mays 3e-06
51

52 HO058658 41 ABK23648 1 unknown P. sitchensis Se-19
53

gg HO058660 43 XP_002488947 1 hypothetical protein S. bicolor 5e-30
g? HO058663 46 BADO95083 1 hypothetical protein A. thaliana le-5
58

59 HO058673 56 CAN70546 2 hypothetical protein V. vinifera. 3e-9
60
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5 Accession Accession ESTs annotation organism (Blastx)
6 No. match per GenBank
7 Unigene contig Accession No.
8
9
1(1) J) Unknown function
12
13 HO058678 60 XP_002330690 1 predicted protein P. trichocarpa 3e-11
14
12 HO058683 66 XP_002263118 2 hypothetical protein V. vinifera le-22
1S HO058680 72 YP_173374 7 hypothetical protein N. tabacum 2e-41
19 NitaMp027
20
g; HO058701 84 XP_002262814 1 hypothetical protein V. vinifera 2e-40
22HO058700 92 BAE98425 1 hypothetical protein A. thaliana 5e-19
25
26 HO058713 96 EEE74739 2 hypothetical protein P. trichocarpa 3e-27
27
gg HO058722 105 ABK92910 1 Unknown P. trichocarpa le-07
51 HO058734 117 CAH59409 1 hypothetical protein P. major 2e-6
32
33 HO058744 127 XP_002265589 1 hypothetical protein V. vinifera 3¢
34
gg HO058760 143  XP_002262887 1 hypothetical protein P. trichocarpa le-21
37
38 HO058782 165 XP_002266531 1 hypothetical protein V.vinifera le-29
39
40 HO058796 179 XP_002325872 1 predicted protein P.trichocarpa 3e-15
41
12HO058804 187 XP_002535169 1 conserved hypothetical R. communis Se-17
44 protein
45
46 HO058805 188 XP_002282465 1 hypothetical protein V. vinifera le-4
47
jg HO058821 204 CANG66568 2 hypothetical protein V. vinifera 2e-31
50
51 HO058825 208 XP_002525752 1 conserved hypothetical R. communis 2e-26
52 protein
53 HO058828 211 XP_002532855 2 conserved hypothetical R. communis le-30
54 protein
55
56
57 HO058834 217 ACU16813 unknown G. max le-15
58 1
59 HO058838 221 XP_002533450 1 conserved hypothetical R. communis S5e-35
60

protein

107



Page 49 of 65 Planta

1

2

Z GenBank Unigene GenBank No. Functional Matching E-value
5 Accession Accession ESTs annotation organism (Blastx)
6 No. match per GenBank

7 Unigene contig Accession No.

8

9

1(1) J) Unknown function

12

13 HO058850 233 XP_002525420 1 conserved hypothetical R. communis 2e-40
14 protein

15

1OHO058859 242 ACF06596 1 translationally Elaeis guineensis ~ 2e-76
18 controlled tumor

19 protein

20

g; HO058865 248 XP_002278536 1 hypothetical protein V. vinifera Se-46
gi HOO058881 264 XP_002307128 1 predicted protein P. trichocarpa 7e-92
25

26 HO058889 272 ACU17800 1 unknown G.max 6e-94
27

28 HO058910 293 XP_002529167 1 Coiled-coil domain- R. communis 8e-76
gg containing protein,

31 putative

32

33 HO058914 297 XP_002520165 1 conserved hypothetical R. communis le-23
34 protein

35

36 HO058915 298 CAO70096 1 unnamed protein V. vinifera 9e-19
37 product

38

39

40 HO058921 304 EEE60707 1 hypothetical protein 0. sativa Japonica 3e-33
41 Group

42

ji HO058926 309 XP_002306682 1 predicted protein P. trichocarpa 2e-99
45

46 HO058936 319 CBI25520 1 hypothetical protein V. vinifera 8e-49
47

48 HO058937 320 ACU19325 2 unknown G max 4e-39
49

g? HO058940 323 CBI38350 1 unnamed protein V. vinifera 7e-20
52 product

53

54 HO058943 326 XP_002306876 1 predicted protein P. trichocarpa 3e-27
55

g? HO058944 327 XP_002302624 1 predicted protein P. trichocarpa 2e-48
5¢ HO058620 3 2 No significant

59 similarity found

60
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8
9 .
10 K) No hit
11
12 HO058622 5 1 No significant
13 similarity found
14
15 H0058626 9 1 No significant
1? similarity found
18
19 HO058627 10 1 No significant
20 similarity found
21
gg HO058628 11 2 No significant
o4 similarity found
25
26 HO058630 13 1 No significant
27 similarity found
gg HO058631 14 1 No significant
30 similarity found
31
32 HO058632 15 1 No significant
33 similarity found
34
gg HO058634 17 1 No significant
37 similarity found
38
39 HO058635 18 1 No significant
40 similarity found
41
2 HO058637 20 2 No significant
44 similarity found
45
46 HO058640 23 1 No significant
47 similarity found
48
S HO058641 24 1 No significant
51 similarity found
52
53 HO058644 27 1 No significant
54 similarity found
55
56
57 HO058645 28 2 No significant
58 similarity found
59
60
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1

2

Z GenBank Unigene GenBank No. Functional Matching E-value
5 Accession Accession ESTs annotation organism (Blastx)
6 No. match per GenBank
7 Unigene contig Accession No.
8

9 .

10 K) No hit

11

12 HO058646 29 2 No significant
13 similarity

14 found

15

13 HO058647 30 2 No significant
18 similarity found
19

20 HO058649 32 1 No significant
21 similarity found
22

22HO058651 34 1 No significant
25 similarity found
26

27 HO058653 36 1 No significant
28 similarity found
29

51 HO058654 37 1 No significant
32 similarity found
33

34 HO058655 38 1 No significant
35 similarity found
36

37

3g HO058659 42 2 No significante
39 similarity found
40

41 HO058661 44 1 No significant
f’é similarity found
44

45 HO058664 47 1 No significant
46 similarity found
47

jg HO058666 49 1 No significant
50 similarity found
51

52 HO058669 52 1 No significant
53 similarity found
54

2> HO058671 54 2 No significant
57 similarity found
58

59 HO058672 55 1 No significant
60

similarity found
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1
2
Z GenBank Unigene GenBank No. Functional Matching E-value
5 Accession Accession ESTs annotation organism (Blastx)
6 No. match per GenBank
7 Unigene contig Accession No.
8
9 .
10 K) No hit
11
12 HO058674 57 1 No significant
13 similarity found
14
15 HO058675 58 1 No significant
1? similarity found
18
19 HO058678 61 1 No significant
20 similarity found
21
gg HO058681 64 2 No significant
o4 similarity found
25
26 HO058687 70 1 No significant
27 similarity found
28
gg HO058688 71 1 No significant
31 similarity found
32
33 HO058692 75 2 No significant
34 similarity found
35
S0 HO058693 76 1 No significant
38 similarity found
39 HO058694 77 4 No significant
40 similarity found
41
2 HO058695 78 1 No significant
44 similarity found
45
46 HO058696 79 2 No significant
47 similarity found
48
S HO058698 81 1 No significant
51 similarity found
52
53 HO058701 85 2 No significant
54 similarity found
55
56
57 HO058706 89 1 No significant
58 similarity found
59
60
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1

2

Z GenBank Unigene GenBank No. Functional Matching E-value
5 Accession Accession ESTs annotation organism (Blastx)
6 No. match per GenBank
7 Unigene contig Accession No.
8

9 .

10 K) No hit

11

12 HOO058714 97 1 No significant
13 similarity found
14

15 HO058715 98 1 No significant
1? similarity found
18

19 HOO058716 99 1 No significant
20 similarity found
21

gg HO058717 100 1 No significant
o4 similarity found
25

26 HO058720 103 1 No significant
27 similarity found
28

gg HO058721 104 1 No significant
31 similarity found
32

33 HO058723 106 1 No significant
34 similarity found
35

X HO058724 107 1 No significant
38 similarity found
39

40 HO058725 108 2 No significant
41 similarity found
2 HO058726 109 1 No significant
44 similarity found
45

46 HO058727 110 1 No significant
47 similarity found
48

S HO058728 111 1 No significant
51 similarity found
52

53 HO058729 112 1 No significant
54 similarity found
55

56

57 HO058730 113 1 No significant
58 similarity found
59

60
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1
2
Z GenBank Unigene GenBank No. Functional Matching E-value
5 Accession Accession ESTs annotation organism (Blastx)
6 No. match per GenBank
7 Unigene contig Accession No.
8
9 .
10 K) No hit
11
12 HO058731 114 1 No significant
13 similarity found
14
15 H0058733 116 1 No significant
1? similarity found
18
19 HO058738 121 1 No significant
20 similarity found
21
gg HO058741 124 2 No significant
o4 similarity found
25
26 HO058742 125 1 No significant
27 similarity found
28
gg HO058743 126 1 No significant
31 similarity found
32
33 HO058745 128 1 No significant
2‘51 similarity found
S0 HO058746 129 1 No significant
38 similarity found
39
40 HO058748 131 1 No significant
j ; similarity found
43
44 HO058749 132 1 No significant
45 similarity found
46
47 HO058750 133 1 No significant
jg similarity found
50
51 HO058752 135 1 No significant
52 similarity found
53
gg HO058756 139 1 No significant
56 similarity found
57
58 HO058761 144 1 No significant
59 similarity found
60
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1

2

Z GenBank Unigene GenBank No. Functional Matching E-value
5 Accession Accession ESTs annotation organism (Blastx)
6 No. match per GenBank
7 Unigene contig Accession No.
8

? o K Nohit

11

12 HO058762 145 1 No significant
13 similarity found
14

15 HO058766 149 1 No significant
1? similarity found
18

19 HO058769 152 1 No significant
20 similarity found
21

gg HO058771 154 2 No significant
o4 similarity found
25

26 HO058778 161 1 No significant
27 similarity found
28

gg HO058779 162 1 No significant
31 similarity found
32

33 HO058780 163 1 No significant
2‘51 similarity found
P HO058781 164 1 No significant
38 similarity found
39

40 HO058784 167 1 No significant
j ; similarity found
W HO058786 169 1 No significant
45 similarity found
46

47 HO058790 173 1 No significant
jg similarity found
50

51 HO058794 177 1 No significant
52 similarity found
53

54 HO058795 178 1 No significant
o similarity found
57

58 HO058797 180 1 No significant
59 similarity found
60
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1
2
Z GenBank Unigene GenBank No. Functional Matching E-value
5 Accession accession ESTs annotation organism (Blastx)
6 No. match per GenBank
7 Unigene contig Accession No.
8
9 .
10 K) No hit
11
12 HO058798 181 1 No significant
13 similarity found
14
15 HO058801 184 1 No significant
1? similarity found
18
19 HO058802 185 1 No significant
20 similarity found
21
gg HO058803 186 1 No significant
o4 similarity found
25
26 HO058806 189 1 No significant
27 similarity found
28
gg HO058807 190 2 No significant
31 similarity found
32
33 HO058808 191 1 No significant
34 similarity found
35
S0 HO058809 192 1 No significant
38 similarity found
39
40 HO058810 193 1 No significant
41 similarity found
42
22 HOO058813 196 2 No significant
45 similarity found
46
22 HO058814 197 1 No significant
49 similarity found
50
51 HO058817 200 2 No significant
52 similarity found
53
gg HO058818 201 1 No significant
56 similarity found
57
58 HO058819 202 1 No significant
59 similarity found
60
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1

2

Z GenBank Unigene GenBank No. Functional Matching E-value

5 Accession Accession ESTs annotation organism (Blastx)

6 No. match per GenBank

7 Unigene contig Accession No.

8

? o K Nohit

11

12 HO058824 207 1 No significant

13 similarity found

14

15 H0058826 209 2 No significant

1? similarity found

18

19 HO058827 210 1 No significant

20 similarity found

21

gg HO058829 212 1 No significant

o4 similarity found

25

26 HO058832 215 1 No significant

27 similarity found

28

gg HO058835 218 1 No significant

31 similarity found

32

33 HO058840 223 1 No significant

2‘51 similarity found

P HO0S8842 225 2 No significant

38 similarity found

39

40 HO058843 226 2 No significant

41 similarity found

42

22 HOO058845 228 1 No significant

45 similarity found

46

22 HO058846 229 1 No significant
similarity found

49

50

51 HO058847 230 1 No significant

52 similarity found

53

54 HO058848 231 1 No significant

o similarity found

57

58 HO058851 234 1 No significant

59 similarity found

60

116



Planta Page 58 of 65
1
2
Z GenBank Unigene GenBank No. Functional Matching E-value
5 Accession Accession ESTs annotation organism (Blastx)
6 No. match per GenBank
7 Unigene contig Accession No.
8
? o K Nohit
11
12 HO058854 237 2 No significant
13 similarity found
14
15 HO058860 243 1 No significant
1? similarity found
18
19 HO058862 245 1 No significant
20 similarity found
21
gg HO058863 246 1 No significant
o4 similarity found
25
26 HO058867 250 1 No significant
27 similarity found
28
gg HO058868 251 1 No significant
31 similarity found
32
33 HO058870 253 1 No significant
2‘51 similarity found
S HO058873 256 1 No significant
38 similarity found
39
40 HO058877 260 1 No significant
j ; similarity found
22 HO058880 263 1 No significant
45 similarity found
46
47 HO058884 267 1 No significant
jg similarity found
50
51 HO058890 273 1 No significant
52 similarity found
53
54 HO058891 274 1 No significant
o similarity found
57
58 HO058897 280 1 No significant
59 similarity found
60
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GenBank
Accession
No.
Unigene

Unigene

GenBank
Accession
match

No.
ESTs
per
contig

Functional
annotation

Matching

organism

GenBank
Accession No.

E-value
(Blastx)

0

1
12 HO058901

13
14

15 HO058908
16
17

18
19 HO058918

20
21

22
3 HO058919
24

S, 2 OO NOOUPRWN -~

25
26 HO058933
27
28

29
30 HO058934

31
32
33 HO058945
34
35

36
37 HO058946
38

K) No hit

284

291

301

302

316

317

328

329

No significant
similarity found

No significant
similarity found

No significant
similarity found

No significant
similarity found

No significant
similarity found

No significant
similarity found

No significant
similarity found

No significant
similarity found

39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
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Supplemental Table I1. Protein sequence identities of the Opuntia streptacantha OpsDHN1

protein and similar proteins from mono and dicotiledoneous plants

Identifier Type dehydrin Species GenBank A ccession no % 1dentify
OpsDhnl SK; Opuntia streptacantha HO058650 100
PvDhn SK; Phaseolus vulgaris U54703 49
CcDH3 SK; Coffea canephora DQ333960 48
PmDhn1 SK; Plantago major AJ844000 45
Cadhn SK; Capsicum annuum AY225438 42
Bcbdnl SK; Boea crassifolia AF190474 40
OsDhnl SK; Oryza sativa AY786415 39
At1g20450 (ERD10) SK; Arabidopsis thaliana D17714 35
CbCOR29 SK; Capsella bursa-pastoris. DQO090957 33
At1g20440 (COR47) SK; Arabidopsis thaliana AB004872 33
Atlg76180 (ERD14) SK, Arabidopsis thaliana NM_106267 44
BjDHN3 SK, Brassica juncea L. DQ441471 40
BjDHN?2 SK, Brassica juncea L. DQ441470 34
At4g38410 SK, Arabidopsis thaliana BT003680 30
GbDHN SK Ginkgo biloba AY 847265 30
Atl1g54410 KS Arabidopsis thaliana AF325000 23
At4g39130 Y;K Arabidopsis thaliana NM_120073 15
Cldhn YSK, Codonopsis lanceolata AB126059 28
HvDhn9 YSK, Hordeum vulgare X15289 26
Zmdhnl YSK, Zea mays X15290 25
BcDh2 YSK, Boea crassifolia AY 243045 24
TdDHNS YSK, Triticum durum AY 619566 18
At5g66400 (RAB18) Y,SK, Arabidopsis thaliana AF428458 23
At2g21490 Y,SK, Arabidopsis thaliana NM_127721 17
At3g50980 (Xerol, LT145) YSK, Arabidopsis thaliana NM_114958 32
PsDhnl K, Pisum sativum NM_114958 15
At3g50970 (Xero2/LTI30) K Arabidopsis thaliana X77613 24

149
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1

2

3

g Supplemental Table ITI. Comparison of intron size and identity, and intron insertion within the

6

7 nucleotides encoding the S-segment in DHNs from different plant species

8

9

1 (1) Species Accesion No. DHN- size Sequence Intron

12 Type protein motif ** size (bp)

13 (aa)

14 Opuntia HO058650 SK3 248 SSSSAS 234

15 streptacantha

° (OpsDHN1)

18 Oryza sativa AAV49032 SK3 290 SSSSSSSASS 94

I (OsDHN1)

21 Oryza sativa AAX95254 YSK2 326 SSSSSASSS 91

22 (ecp40)

23 Oryza sativa AAX96129 YSK2 164 SSSSSSASS 95

24 (RAB16B)

gg Oryza sativa AAX96131 YSK2 164 SSSSSSASS 95

27 (RAB16C)

28 Oryza sativa AAX96132 YSK2 151 SSSSSSSAS 387

29 (RAB16D)

30 Oryza sativa CAA68765 YSK2 163 SSSSSSAS 87

g; (RAB21)

33 Brassica juncea ABD95986 Y3SK2 243 SGSSSSSSAS 379

34 (BjDHN1)

35 Vitis riparia AAWS8105 SK, 130 SGSSASSE 84

36 (DHN1a)

o Vitis riparia AAW58107 SK; 124 SGSSSSE 88

39 (DHNI1b)

40 **Medicago Medt3g162790.1 | Y3SK2 196 SSSSSSSSSSA 102

41 truncatula S

25, **Manihot esculenta | cassaval5410.m1 | Y3SK2 168 SSSSSSGSA 202
SE

3‘51 **Populus POPTR_0004s16 | Y3SK 133 SSTSSSGTAS 293

46 trichocarpa 590 E

Py **Populus POPTR_0009s12 | Y3SK2 | 183 | SSTSSSGSAS | 255

49 trichocarpa 290 ED

50 Physcomistrella AY365466 YK 544 LVGSGT”AGH 156

51 patens

> SAGHHALT 169

54

55 another

56 intron is

57 located in

o8 the 5’-UTR

28 * Intron position is represented by an (")

** Accession number obtained from the Phytozome database (http://www.phytozome.net)
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Supplemental Figure 1.

gDNAOpsDHN1 GACAGCAAAGCAAAGCAAAGCAAAAAGAATCACTTGAGTCTCAATCCAGTCAGAGTCCTA
CDNAOpsDHN1 GACAGCAAAGCAAAGCAAAGCAAAAAGAATCACTTGAGTCTCAATCCAGTCAGAGTCCTA
R R SR b b db b b db Sb b 2 dh b b dh S b S Ih b b SR b b 2 IR b b dh Sh b 2 S b S db b b dR Sh b Ib b b dh Sh b S Sh I dh  Sb b b S b 4
gDNAOpsDHN1 CGTACCAATTTCTGAAATGGCGGAAGAACACCAAAAAGGTGACAACGTGAACGTGGAGAG
CDNAOpsDHN1 CGTACCAATTTCTGAAATGGCGGAAGAACACCAAAAAGGTGACAACGTGAACGTGGAGAG
R R b b b b b 2 b I 2 Sh S b 2 S b S Ah I b SR b b 2 Ah b b b b b b b b b I 2R b b b dh b b Sh b S Sh b 2 2h Sh (b 2h Sh o 3
gDNAOpsDHN1  CAGTGATCGCGGACTGTTCGACTTCATGAAGAAGAACAAGGAGAGTGGTGATGAGAAGAA
CDNAOpsDHN1 CAGTGATCGCGGACTGTTCGACTTCATGAAGAAGAACAAGGAGAGTGGTGATGAGAAGAA
R R IR b I b b b S b I 2 Sh b b b b b S SR I b SR b b 2 Ah b b b b b b b b b 2 2R b b b Sh b b Sh b S Sh b 2 2h Sh (b b b o 3
gDNAOpsDHN1  AGATCAAGAGGAGGTGATCGCCACTGAGTTCCACCACAAGGTGGAGGTTTCCAAGGAAGA
cDNAOpPsDHN1 AGATCAAGAGGAGGTGATCGCCACTGAGTTCCACCACAAGGTGGAGGTTTCCAAGGAAGA
R R b b b b b S b I b b b b b b e b I I SR b b 2 SR b I b b b b b b dh b I 2R b b b Sh b b Sh b S Sh b 2 2h Sh (b b Sh 3
gDNAOpsDHN1 CAAACACGACGAGAACAAGGAAGGTGGCCTTCTTCACAAGCTCCATCGTTCCGACGCCAG
cDNAOpPsDHN1 CAAACACGACGAGAACAAGGAAGGTGGCCTTCTTCACAAGCTCCATCGTTCCGACGCCAG
RR R IR I db Sb b b Sb b dh b b SR S b g Sh b b dh Ib b SR b b dh Sb b S Sh b S db b b 2R Sh b e db b b SR Sb b S Sh b b db Sb b b g 4
gDNAOpsDHN1 CTCCTCTTCTGTAAGTCCTTCCTTTTAGCTACTCTGATTTCTTTTCTTTCTTTATGTACG
CDNAOPSDHNL  CTCCTCTTCT == = — e e

*kkk Kk kkKkk*k
gDNAOpsDHN1 CCATCGATCGTAGTTTATTTAGGCTCACTTTTTTTTAAACATGTTTCAAAACATTACATT
cDNAOpsDHN] ——————"—"F—""""""""—
gDNAOpsDHN1  CATAGTCAGAATTTATGTTAGGTTAATTCACCAATCATCGTTAAAATTTATCAAGGACTA
cDNAOpsDHN] ——————"F—F—"—"—"—"""""——

~—CURAY--

gDNAOpsDHN1 TGGTAACAGTTGAAGATCGGAGAGTTTTTGGGGTCTCTAATTCCACATGTGAATTGATTT
cDNAOpsDHN]l @
gDNAOpsDHN1 GCAGTCTGATGAGGAGGAGGGAGATGACGAAGACAAGAAGAGGAGGAAGAAGGAGAAGAA
CcDNAOpPsSDHN1 —---TCTGATGAGGAGGAGGGAGATGACGAAGACAAGAAGAGGAGGAAGAAGGAGAAGAA
R R SR b g 2b b db Ib b 2 db b dh b b S S b dh b b JR Sh b IR b b dh S b SR Sh b b db b b 2h  Sb b dh b b dh Sh b b S 4
gDNAOpsDHN1 AGAAAAGAAAGGATTGAAGGAGAAGATTAAGGAGAAACTTCCAGGCCACCACAAGGAGCA
CDNAOpsDHN1 AGAAAAGAAAGGATTGAAGGAGAAGATTAAGGAGAAACTTCCAGGCCACCACAAGGAGCA
R R IR b b db b b d Sb b 2 dh b b db S b S Ih b b JR b b 2 Ih b dh Sb b 2 S b S db b b dR Sh b S Ib b b dh Sb b S Sb b i dh  Sb b db S 4
gDNAOpsDHN1 GGAAGAAGAACAAGAGGACAAGCAAAAGGATCATCATCATCATCATCATGATGAAGAGGA
CDNAOpsDHN1 GGAAGAAGAACAAGAGGACAAGCAAAAGGATCATCATCATCATCATCATGATGAAGAGGA
R R b b b b b b I b b b S b b S b b I SR b b 2 AR b I b b b b b b b b 2 2R b b b Sh b b Sh b S Sh b 2 2h Sh (b b Sh o 3
gDNAOpsDHN1 CACCAATATAGCAATAGAGAAGATCCACGTGGAAGAGGTGATCTACTCGGAGCCATCTTA
CDNAOpsDHN1 CACCAATATAGCAATAGAGAAGATCCACGTGGAAGAGGTGATCTACTCGGAGCCATCTTA
R R b b b b b b I b b b b b b S Ih I b SR b b 2 AR b b b b b b b b b 2 2R b b b dh b b Sh b S Sh b 2 2h Sh (b b Sh o 3
gDNAOpsDHN1  CCCTGCCCCGGCCCCACCGCCACCTCATTTGGAGGCCGAAGGGGAGAAGAAGGGGCTGCT
cDNAOpsDHN1 CCCTGCCCCGGCCCCACCGCCACCTCATTTGGAGGCCGAAGGGGAGAAGAAGGGGCTGCT

KK A AR AR KA A AR A AR A AR A AR A AR A AR A AR A AR A AR A A A A A A A Ak Ak kA Ak Ak kA kkkk*

121

60
60

120
120

180
180

240
240

300
300

360
310

420

480

540

600
366

660
426

720
486

780
546

840
606
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gDNAOpsDHN1
cDNAOpsDHN1

gDNAOpsDHN1
cDNAOpsDHN1

gDNAOpsDHN1
cDNAOpsDHN1

gDNAOpsDHN1
cDNAOpsDHN1

gDNAOpsDHN1
cDNAOpsDHN1

gDNAOpsDHN1
cDNAOpsDHN1

Planta

TGAGAAGATCAAGGACAAGCTGCCAGGTCAGCACAAGAAGGCCGAGGCCGAGCACGAGGT
TGAGAAGATCAAGGACAAGCTGCCAGGTCAGCACAAGAAGGCCGAGGCCGAGCACGAGGT

KK A KRR AR KA A A A A A KA A AR A AR A AR A AR A AR A AR A AR A A A A A A A Ak Ak kA Ak Ak Ak kkkk*

GGTCCCAACGGCCACTGCCACTGTGGCCGAGGGGGAGGCCCAGGAGAAGAAGGGGTTTTT
GGTCCCAACGGCCACTGCCACTGTGGCCGAGGGGGAGGCCCAGGAGAAGAAGGGGTTTTT

KK A KK AR A AR AA KR AA KA AR A A I A A I AR I A A I A A A A A dA A A hA Ak A dk bk A hA Ak Ak A kA khkk

GGACAAGATCAAGGAGAAGATCCCTIGGCTTCCACTTTAAGGCTCCTGAGGAGGACAAGAA
GGACAAGATCAAGGAGAAGATCCCTIGGCTTCCACTTTAAGGCTCCTGAGGAGGACAAGAA

KA A KK A KR A AR A A KA AR A AR A A I A A I A A I A A I A A A A A A dA A A hA A A dA A A hk bk Ak kA kb hkhkk

GGATGTGGAGTGTGATCAACCCCCTTCATCAACTTAATTAATTATGGCTAATGCATGTTT
GGATGTGGAGTGTGATCAACCCCCTTCATCAACTTAATTAATTATGGCTAATGCATGTTT

KK A KRR AR KA A AR AR A A AR A AR A AR A AR A AR A AR A AR AR A A A A A A kA Ak Ak dA Ak Ak kkkkk

AATTATTGTTAATTITATTTTGGTTAATAAGTCAGGAACTTTGATGATTTATGCTTTTCGA
AATTATTGTTAATTTATTTTGGTTAATAAGTCAGGAACTTTGATGATTTATGCTTTTCGA

KK A AR AR KA A A A A AR A AR A AR A AR A AR A AR A AR A AR A A A A A A A A A A Ak A Ak Ak Ak kA kA kkkkk

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 934
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Discusién general

DISCUSION

Las plantas por ser organismos sésiles estan continuamente expuestas
a condiciones ambientales adversas, sin embargo en la actualidad dichas
condiciones se estan acentuando a consecuencia de la contaminacion
ambiental y del cambio climatico que se esta presentando en el planeta. Lo
anterior provoca que las plantas no se puedan adaptar con facilidad a ese tipo
de situaciones, y esto a su vez con lleva por un lado a la reduccion de aérea
vegetal en el planeta y por otro lado, a una pérdida significativa a nivel
economico, debido a la baja productividad de los cultivos de interés agricola a

nivel mundial.

Uno de los mas importante tipos de estrés abidtico son las bajas
temperaturas, que provocan una deshidratacion en la planta, que ocurre como
resultado de un desbalance entre la absorcién de agua a través de la raiz y la
transpiracion a través de las hojas (Kosova y col., 2007). Ademas el estrés por
frio provoca cambios en la composicidn del citoplasma y dafo en las
membranas celulares. Por otro lado, los mecanismos de la planta para la
aclimataciéon a bajas temperaturas originan un ajuste osmético mediante la
acumulacion de solutos compatibles como sacarosa, rafinosa, sorbitol, manitol,
glicinabetaina, prolina, entre otros, que de alguna manera disminuyen el
potencia hidrico de los compartimientos celulares y asi se previene la
formacion de cristales intracelulares, que son los causantes de un dafo letal
para las estructuras celulares (Goldstein y Nobel, 1991; Loik y Nobel, 1993a;
Kosova y col., 2007). Sin embargo, existen algunas plantas en el planeta que
son capaces de tolerar diversas condiciones ambientales adversas debido a
que presentan ciertas caracteristicas muy peculiares, que les permiten
sobrevivir a dichas situaciones. Por ejemplo tenemos el caso del género
Opuntia, mejor conocidas como el nopal, una planta que crece en ambientes de
regiones aridas y semiaridas en el mundo, y también crecen en ambientes que
sufren estrés por frio. El nopal presenta interesantes caracteristicas
morfoldgicas y fisioldgicas para dicha tolerancia que le han permitido sobrevivir
a dichas situaciones adversas, como cladodios suculentos que almacenan

grandes cantidades de agua, la sustitucién de hojas por espinas que ayudan a
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condensar la humedad ambiental evitando asi la transpiracion, baja densidad
de estomas hundidos que reduce el proceso de transpiracion y por siguiente
incrementa la eficiencia de uso del agua, la presencia de un metabolismo CAM,
que permite la captacion de CO, por la apertura de los estomas durante la
noche, lo cual evita la pérdida del agua y metabolitos secundarios que ayudan
en el mecanismo de respuesta al estrés (Gibson y Nobel,1990; Raba y Martin,
2003; Black y Osmond, 2003). En particular, este género presenta algunas
especies que son tolerantes a temperaturas extremas de congelamiento, tal es
el caso de Opuntia humifusa, que es nativa del sur de Canada y del Este de
Estados Unidos, tolera temperaturas de —24 °C, y en caso de O. fragilis que
crece al norte de Alberta, Canada, sobrevive a tratamientos de temperaturas de
-40 °C por tiempos cortos (Nobel y Loik, 1990, Loik y Nobel, 1993b). Ademas
existen otras especies como O. ficus-indica y O. streptacantha que son nopales
ampliamente cultivados en regiones semiaridas y aridas de México, que
pueden tolerar temperaturas cercanas a -10 °C (Goldestein y Nobel, 1991).

Con base en lo anterior hemos considerado al nopal que es una planta
de la familia de las Cactaceas y que presenta un metabolismo del tipo CAM,
como un modelo muy interesante para estudiar mecanismos moleculares que
estan involucrados en la tolerancia al estrés abidtico en regiones aridas y
semiaridas, que es el habitat natural de este tipo de plantas.

En este trabajo se llevo acabo la construccién de una biblioteca de cDNA
de nopal sometida a diversos tipos de estrés abidtico, para recopilar algunos
unigenes relacionados a la respuesta del estrés, y otros de procesos generales
de la célula.

De esta biblioteca se obtuvieron 329 unigenes de un total de 442 clonas,
de los cuales el 9% representan aquellos genes que codifican proteinas que
estan relacionadas en respuesta al estrés tales como proteinas LEA (Late
Embryogenesis Abundant), ERD15 (Early Responsive to the Dehydration 15),
ASR (Abscisic acid Stress Ripening protein), proteinas de transferencia de
lipidos, de choque térmico, metalotioneinas, entre otras. Dentro de este grupo
elegimos estudiar la caracterizacion molecular y funcional del unigen mas
abundante que se obtuvo en dicha biblioteca, que fue el gen que codifica para

una dehidrina de tipo SK3 (OpsDHN1), que pertenecen al grupo Il de las
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proteinas LEAs. Estas proteinas se acumulan durante la maduracion de las
semillas y polen, y se han reportado que estan involucradas en respuesta al
estrés tales como sequia, baja temperaturas y salinidad (Close 1996; Battaglia
y col. 2008). Sin embargo, su funcion precisa a nivel molecular aun es
desconocida, pero se ha sugerido que actuan como chaperonas estabilizando
vesiculas, proteinas y/o las estructuras de las membranas, secuestrador de
radicales, union a metales y actividad crioprotectora (Rorat 2006; Hara y col.,
2005). Con base en el estudio filogenético realizado de la proteina OpsDHN1
de nopal con respecto a otras, se mostro que esta relacionada con las
dehidrinas acidicas de A.thaliana del tipo SK, (ERD14) y SK3 (ERD10 y
COR47) que muestran un porcentaje de identidad del 44%, 35% y 33%,
respectivamente. Dichas dehidrinas de Arabidopsis son reguladas bajo
condiciones de estrés abidtico, principalmente bajo estrés por frio (Nylander y
col, 2001). Los datos anteriores concuerdan con nuestros resultados del
analisis de la expresion diferencial del gen OpsDHN1 de nopal, en los cuales
se observd una induccidén notoria en respuesta al estrés por frio. También se
observd que este gen es regulado por la aplicacidon exdégena a ABA, de una
manera dependiente de concentracién y tiempo. Se ha reportado que la
regulacion de los genes que codifican dehidrinas por esta fitohormona es
mediada por la presencia de elementos cis llamados ABRE y DRE que se
encuentran en la region promotora (Busk y col. 1997), por lo tanto esto sugiere
que la induccion del gen OpsDHN1 bajo condiciones de algun estrés podria
estar relacionada por la via de sefalizacion de ABA. Se ha reportado que las
dehidrinas tienen la caracteristica de unir metales mediante motivos
conservados de histidina o por la motivos conservados de serina fosforilados
que contienen las mismas, es por ello que intervienen en la proteccidon contra la
toxicidad de metales (Alsheikh y col., 2003; Hara y col., 2005; Zhang y col.,
2006; Xu y col., 2008b). Con base en esto seria interesante analizar si dichos
motivos del gen OpsDHN1 de nopal tendria un papel interesante en la unién a
metales. Por otro lado se llevo a cabo la caracterizacion funcional de dicho gen,
con la finalidad de estudiar el posible papel que tiene el sobreexpresar dicho
gen OpsDHN1 de nopal en Arabidopsis, y analizarlo bajo condiciones de

estrés. Para ello se generaron lineas transgénicas de A. thaliana que
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sobreexpresan el gen de nopal mediante la transformacién con Agrobacterium
tumefaciens, las plantas transformadas se sometieron a diversos tipos de
estrés, en el caso de estrés por congelamiento, este resultado mostré que hubo
una alta tasa de sobrevivencia en comparacion a la Col-0 después del tiempo
de recuperacion, sin embargo con el tratamiento con NaCl no hubo diferencias
fenotipicas. Nuestros resultados concuerdan con los reportados en lineas
transgénicas en A. thaliana en los que la sobreexpresion de la dehidrina RAB18
junto con las dehidrinas COR47 y la LT129 junto con LTI30 confieren tolerancia
al estrés por congelamiento (Puhakainen y col., 2004). Con base en lo anterior,
nuestros resultados sugieren que el gen OpsDHN1 de nopal puede estar
involucrado en los mecanismos de recuperacion al estrés por congelamiento. El
aislamiento de ESTs de nopal provee una informacion importante no solamente
para entender los mecanismos moleculares en plantas de tipo CAM que son
tolerantes a condiciones ambientales extremas y también son una herramienta
util para generar una base de datos de nopal, lo cual complementaria aquello

estudios bioquimicos y filogenéticos que se han hecho de este tipo de plantas.

Cuando las plantas son sometidas a estrés presentan una respuesta
diferencial de acuerdo a sus estadios desarrollo. Por ello seria interesante
estudiar la respuesta de las plantas en estadios tempranos como la

germinacion.

Se ha reportado en Cactaceas que la alta salinidad disminuye el
porcentaje de germinacion (Romero-Schmidt y col., 1992; Nolasco y col., 1996;
Vega-Villasante y col.,, 1996). Este tipo de estrés ocasiona un alto potencial
osmotico en la semilla, lo cual impide la entrada de agua o provoca efectos
toxicos de iones Na* y CI" (Okgu y col., 2005). Por lo tanto para que las plantas
puedan sobrellevar el estrés intervienen una acumulacidon de solutos
compatibles como lo son la prolina, la cual actia como estabilizador de
estructuras celulares, secuestrador de radicales (Kavi-Kishor y col., 2005),
también pudiera actuar como componente de la via de traduccion de
sefalizacion que regula aquellos genes relacionados en respuesta al estrés
(Khedr y col., 2003) y se ha sugerido que tiene un posible papel durante la

germinacién de las semillas (Poljakoff-Mayber y col., 1994). Otro de los
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componentes son las poliaminas que ademas de estar implicadas en
respuestas al estrés abidtico como bidtico, también estan involucrados en
algunos procesos fisiolégicos (Bouchereau y col., 1999; Jiménez-Bremont y
col., 2006, 2007; Rodriguez-Kessler y col., 2006, 2008), y en potenciar en la
germinaciéon de semillas en algunas especies de plantas (Prakash vy
Prathapasenan, 1998; Sinka y Lewandoska, 1991; Zeid y Ceded, 2006). Para
ello, en este segundo trabajo se realizaron experimentos sometiendo a las
semillas de nopal a condiciones de estrés salino y aplicandoles compuestos
que estan implicados en respuesta al estrés como lo son la prolina (1 y 10 mM)
y las poliaminas (1 uM cada una), con la finalidad de determinar si estos
compuestos ayudan al rompimiento de la latencia de las semillas y también
benefician a la germinacién cuando las semillas estas sometidas a condiciones
de estrés salino (NaCl a 25, 50 y 75 mM). Nuestros resultados demostraron
que las tratamientos tanto de prolina como poliaminas sin estrés salino no
beneficiaron al rompimiento de la latencia de las semillas. En cuanto a los
tratamientos con las diferentes concentraciones de sal, la germinacion fue
afectada drasticamente especialmente a las concentraciones de NaCla 50y 75
mM y el caso de los tratamientos de sal junto con prolina o poliaminas,
respectivamente, no hubo diferencias en el mejoramiento de la germinacion en
presencia del estrés, a excepcidon de Spm donde se observo solo el 4% de
germinacion a la concentracion de NaCl a 75 mM, tal vez este dato se pueda
sugerir que este tipo de poliaminas estan involucradas en el mecanismo de
tolerancia al estrés salino durante la germinacion, tal como se ha reportado en

algunas especies de plantas (Zapata y col., 2004).

De manera general la informacion obtenida de estos trabajos tanto a nivel
molecular como fisiolégico aportaria mayor conocimiento y complementaria
todos aquellos estudios tanto bioquimicos como filogenéticos que se han hecho
en plantas de tipo CAM, para tratar de entender como estas plantas manejan
su mecanismo de defensa en estrés en ambientes aridos y semiaridos, que es

el habitat natural de este tipo de plantas.
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