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Resumen

A partir de la expresion diferencial de ARNm de plantulas in vitro de dos accesiones de Ullucus
tuberosus Loz. «olluco» altamente tolerantes a estrés osmoético, fueron seleccionados 31 fragmen-
tos diferenciales de ADNc relacionados con tolerancia a sequia.

Palabras clave: Estrés osmotico, tuberosa andina, despliegue diferencial, técnicas moleculares,

expresion diferencial.

Abstract

Thirty-one differential fragments of cDNA related to drought tolerance have been selected from the
mRNA differential expression of in vitro plantelets belonging to two accessions of Ullucus tuberosus

Loz. «olluco» highly tolerant to osmotic stress.

Keywords: osmotic stress, Andean tuber, differential display, molecular techniques, differential

expression.

Introduccion

Aunque el agua es el compuesto mas abun-
dante de nuestro planeta, su escasez en el suelo
es lo que mas afecta la produccion agricola a
nivel mundial. Aproximadamente la mitad de
las comunidades vegetales terrestres sufren
regularmente extensos periodos de déficit
hidrico (Schulze et al., 1987), constituyéndose
como la principal causa de pérdidas en el ren-
dimiento de los cultivos econémicamente im-
portantes, deterioro de pastos y muerte de
ganado. Incluso, por la gravedad de las con-
secuencias que origina, sobrepasa a las pro-
vocadas por otros factores bidticos y abidticos
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(Kramer, 1980). Es asi que para incrementar
la productividad vegetal se investiga el desa-
rrollo de plantas mejoradas genéticamente,
con mayor tolerancia al estrés hidrico; para
ello es necesario seleccionar genes de espe-
cies con una historia evolutiva de alta toleran-
cia a factores abioticos adversos como es el
caso de «olluco». Ullucus tuberosus es una
Basellaceae andina, que al igual que
Cactaceae, Chenopodiaceae y Aizoaceae per-
tenece a los Caryophyllales, orden que inclu-
ye a especies productoras de compuestos que,
le confieren a la planta la tolerancia al estrés
hidrico (Bohnert, 1998).

Inicialmente el estudio fisiologico se baso
en analisis morfologicos, comparando plantas
estresadas con sus respectivos controles, pero
al observarse vacios de informacion se crea-
ron técnicas bioquimicas y moleculares que
permiten explicar este complejo mecanismo.

El presente trabajo reporta la identificacion
de fragmentos diferenciales de ADNc rela-
cionados con tolerancia al estrés hidrico, como
paso previo a la determinacion de genes
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involucrados en tolerancia a sequias, lo que
conllevaria a incrementar la informacion exis-
tente en las bases de datos gendmicos e ir en-
tendiendo mejor las vias de transduccion de
sefales que permitan la induccion de estos
genes en especies andinas.

Material y métodos
Material vegetal

Las accesiones de Ullucus tuberosus
«olluco» empleadas, pertenecen al Banco de
Germoplasma de Raices y Tuberosas Andinas
del Laboratorio de Recursos Genéticos y
Biotecnologia (LRGB) de la Facultad de Cien-
cias Biologicas de la Universidad Nacional Ma-
yor de San Marcos. Se seleccionaron tres
ingresos tolerantes al estrés osmético: UH-041,
UH-423 y UH-335 (datos aun no publicados
provenientes de un estudio realizado en el
LRGB) y uno: UH-329 susceptible.

Propagacion clonal

Con la finalidad de contar con un niimero
adecuado de plantulas para iniciar el experi-
mento, mediante el cultivo in vitro de nudos,
se propagaron las accesiones en medio nutri-
tivo estandarizado para olluco (Estrada et al.,
1986); se los incubo bajo agitacion continua (60
rpm); a 1842 °C, 16 horas luz, y 23 HEms.

Induccién de estrés hidrico

Después de 15 dias de desarrollo, las
plantulas fueron separadas en dos grupos: uno,
que seria estresado a: 0 horas, 4 horas, 1 dia,
3 dias, 5 dias, 10 dias y 15 dias, reemplazando
al medio de propagacion de olluco por 25 mL
de la solucion estresante -Medio Murashige y
Skoog (MS) mas Polietilenglicol (PEG) 8000
al 20%, mientras que el otro, sirvi6 de control
para cada uno de los tiempos establecidos.

Extraccion de ARN total

La extraccion de ARN total de plantulas
completas se realizd tomando como base el
protocolo de Schuler y Zielinski (1989). El
producto se resuspendié en 25 PL de agua
tetra-destilada y se mantuvo a —15 °C.
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Analisis de la calidad de ARN

Se prepar6 un gel de agarosa 0,7%, em-
pleando buffer de corrida TPE al 1X y 0,7 pL
de bromuro de etidio (10 mg/mL).

Todas las corridas electroforéticas se rea-
lizaron a 80 V, voltaje constante, por un lapso
de 40 minutos a temperatura ambiente, colo-
cando como marcador referencial de peso
molecular, el ADN del fago ¢/ 74 digerido con
Haemophilus aegypticus 111 (Hae 111) y/o
ADN del fago A digerido con la enzima PstI.

Al cabo de la corrida, con el empleo de un
transiluminador se evidenciaron las bandas
caracteristicas del ARN total, imagen capta-
da por una camara fotografica digital conec-
tada por una interfase a una computadora, en
donde con ayuda del software Scionlmage,
se pudieron editar y almacenar.

Despliegue diferencial (DDRT-PCR)

Esta técnica se trabajo segtin lo reportado
por Liang y Pardee (1997) y Verastegui (1999).
Los primers empleados: oligonucleotidos-dT:
1143 (dT11CT), 1144(dT11CG), 1145
(dT11CC), y cuatro decameros: 1137 (5'-
CTGATCCATT-3%, 1138 (5°-CTTGATTGCC-
37, 1139 (5"GGTACTAAGG-3") y 1140
(5‘TACCTAAGCG-3) fueron preparados en
el Departamento de Ingenieria Genética del
Centro de Investigacion y de Estudios Avan-
zados del Instituto Politécnico Nacional en
Irapuato, Guanajuato, México.

El DDRT-PCR involucra la transcripcion
reversa del ARN total seguido por una ampli-
ficacion PCR vy la visualizacion de los ADNc
amplificados en geles de acrilamida marca-
dos/tefiidos con aP*, aS¥, y AgNO, (se rea-
liz6 empleando el protocolo de tincion con ni-
trato de plata de Promega) y en geles de
agarosa con bromuro de etidio (10mg/mL).

En los geles resultantes, la idea era distin-
guir los ADNc de las plantas sometidas a estrés,
para ello se compararon las bandas de los ca-
rriles en donde se sembrd la muestra corres-
pondiente a la plantula estresada y la plantula
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control. Més atin, para aumentar el grado de
confiabilidad de la técnica, se optd por cargar las
muestras de acuerdo a la siguiente secuencia:

(1)Muestra control sin transcriptasa
reversa (TR).

(2) Muestra control con TR.

(3) Muestra estresada con PEG 8000 al
20% con TR.

(4) Muestra estresada con PEG 8000 al
20% sin TR.

De modo que el carril (1) sirva de control
del carril (2), indicandonos si se amplificaron
contaminantes de ADN provenientes de la
extraccion de ARN; de forma andloga a lo
que el carril (4) representa para el (3) y asi,
comparar so6lo los fragmentos diferenciales
encontrados en los carriles (2) y (3) corres-
pondientes a los ADNc de plantulas sin
estresar y estresadas respectivamente.

Seleccion de fragmentos diferenciales

Sélo se seleccionaron aquellos fragmentos
diferenciales que estaban presentes en las
muestras estresadas y ausentes en el control,
es decir, solo aquellas que se expresaron por
efecto de la induccion de estrés hidrico. Los
fragmentos fueron aislados del gel con ayuda
de una navaja, almacenados en tubos

14000 pb
0,28 pg/uL
5077 pb

1353

1078
872

Figura 1. Calidad de ARN. Carril 1y 2: marca-
dores de peso molecular 174/Haelll y A/Pst1
respectivamente. (1)(2)(3): bandas caracteris-
ticas del ARN ribosomal: 28Sy 18S.

Rev. peru. biol. 12(1): 135-140 (2005)

eppendorf debidamente rotulados, y guarda-
dos a—15 °C.

Resultados
Induccién del estrés

Soélo las plantulas de las accesiones UH-
423 y UH-335 sobrevivieron en un 100% al
estrés impuesto durante quince dias.

Extraccion de ARN total

El abundante mucilago que presentaron
algunos genotipos de olluco fue eliminado con
la aplicacion de acetato de potasio después de
la precipitacion del ARN total. Al cuantificar-
se en geles de agarosa se observaron 2 ban-
das correspondientes al ARN ribosdémico (28S

y 18S) (Fig. 1).

Identificacion de fragmentos diferencia-
les de ADNc.

De los geles de agarosa al 0,4% tefiidos con
bromuro de etidio, se seleccionaron 4 bandas,
aunque éstas fueron bastante tenues a pesar de
la alta concentracion de la muestra; de los geles
de acrilamida marcados con aP3? se aislaron 9
bandas, marcados con 0S* 15 'y tefiidos con
AgNO, tres.

La mayor sensibilidad de deteccion y re-
solucidn de bandas, definitivamente se obser-
vo en los casos que se emplearon
radioisotopos seguido por nitrato de plata y
luego bromuro de etidio (Romero, 2001).
Discusion

Desde su invencion en 1992, la técnica de
Despliegue Diferencial, ha sido ampliamente
usada para clonar genes expresados
diferencialmente. De hecho, 1215 de las 1810
publicaciones reportadas en Medline hasta
1999, emplearon dicha técnica, a pesar de la
existencia de otras como Hibridacion
sustractiva, fingerprinting de ARN con una
PCR cebada arbitrariamente (RAP-PCR),
ADNc-AFLP’s, Analisis de Diferencias Re-
presentativas y Analisis Seriales de la Expre-
sion Diferencial (SAGE). En la actualidad, una
técnica que ha acelerado enormemente la ubica-
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cion de ADNc es la técnica de Hibridacion de
Microarreglos (microarrays), pero el costo de ad-
quisicion de los equipos necesarios hace inaccesi-
ble su uso en paises en vias de desarrollo.

Estandarizacion de la técnica
a) Extraccion de ARN total

Para realizar el Despliegue diferencial, ini-
cialmente, se debe contar con ARN de buena
calidad, para ello, se extrajo ARN total y no
ARNm porque no es lo recomendable para
DDRT-PCR. EIARNm puede aislarse del ARN
total por métodos tradicionales (Liang y Pardee,
1995), pero la probabilidad de que la cola
poliadenilada de ARNm se contamine o se de-
grade es muy alta y es dificil de confirmarlo en
geles de agarosa (Colonna-Romanno et al., 1998).

Para extraer ARN total, se empleé el pro-
tocolo de Schuler y Zielinsky, metodologia ba-
sada en la extraccion con fenol, adecuado a
las condiciones del LRGB. Las adaptaciones
estuvieron referidas a:

1. Utilizacion de pequefias cantidades, ya
que para la técnica de Despliegue Diferencial
se requieren soélo algunos nanogramos de
RNA (Liang y Pardee, 1992).

2. Para la eliminacién de residuos de
ARNasas, todo el material a ser utilizado, in-
cluida el agua destilada, fueron esterilizados
por 15 min. y manipulados con guantes, en lu-
gar de utilizar DEPC, usualmente empleado
para eliminar cualquier residuo enzimatico.
(Sambrook et al., 1989).

La calidad del ARN extraido con estas mo-
dificaciones del protocolo fue verificada en geles
de agarosa 0,7%, encontrandose dos bandas
correspondientes a las moléculas que sintetizan
las subunidades 28S y 18S del ARN ribosémico
45 S, que alcanza el 75% del ARN total a dife-
rencia del ARNm que solo constituye del 1-5%.

Finalmente, el ARN mantenido a —15 °C
se conservo en buen estado incluso 6 meses
después de haberla extraido, comprobandose
la inexistencia de ARNasas enddgenas (de-
gradadas con fenol desde el primer momento
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de la extraccion de ARN).

En la extraccion de ARN total se emplea-
ron a plantulas completas de olluco para eva-
luar la respuesta de este organismo ante las
condiciones de sequia, ya que in vivo, las pro-
piedades que determinan el comportamiento
del agua a nivel celular y que se encargan de
las respuestas metabolicas frente a deficien-
cias hidricas, no se restringen a un determina-
do organo, sino que se dan en toda la planta
(Hanson y Hitz, 1982).

b) Separacion de fragmentos de ADNc

Luego de realizar la transcripcion reversa
de los ARN mensajeros, se evaluo la separa-
cion de productos de la PCR en geles de
agarosa tefiido con bromuro de etidio (Sokolow
y Prockop, 1994), constituyendo una modifi-
cacion rapida y sencilla, pero por su baja re-
solucion para identificar ADNc se recurrio al
empleo de geles denaturantes de poliacrilamida
al 6% tefiidos con AgNO, y a geles marcados
con radioisotopos, obteniéndose mejores re-
sultados con éstos ultimos.

Analisis de la expresion diferencial de
olluco ante el estrés hidrico

La sola disminucion del potencial hidrico
en —0,1 MPa, produce una disminucion per-
ceptible en el crecimiento celular de muchas
plantas (Hsiaio, 1973). Por ello, no es raro
esperar que ciertos clones de la especie U.
tuberosus, que como promedio se muestran
tolerantes a sequia (Calzada, 1954), presen-
ten susceptibilidad a—1,5 MPa, coincidente con
el punto de marchitez permanente. Cuando una
planta se somete por primera vez a un factor
de estrés, el organismo crea una reaccion de
alarma, por lo cual algunas de sus funciones
metabdlicas se alteran, provocando una res-
puesta (Larcher, 1995). Posteriormente ven-
dra la fase de resistencia en la cual la planta
se adaptara al factor que ocasiona el estrés,
retornando a la normalidad. Si este factor de
estrés contintia por un largo periodo, la planta
llegara a un estado de agotamiento, en el cual
su comportamiento puede modificarse nueva-
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mente o se producira la muerte.

Eso precisamente es lo que se observo al
estresar plantulas de olluco; las accesiones UH-
335, UH-423, y UH-041 toleran las condicio-
nes impuestas, sus actividades fisiologicas y
moleculares estan en plena actividad, pero no
ocurre lo mismo con la accesion UE-329, que
ya al tercer dia presento una visible deforma-
cion biolodgica de tipo plastica.

Ademas es logico que exista variabilidad
en la respuesta de diferentes individuos de una
especie a determinado factor estresante puesto
que no todos recibieron la misma presion de
seleccion en su evolucion y eso sirve para
mantener la variabilidad y con ello la supervi-
vencia de la especie.

Al analizar la expresion diferencial se ob-
servo una alteracion en el patrén de bandas,
algunas veces reguladas positiva- y otras ne-
gativamente, pero nunca un cambio completo,
tal como lo reporta Bray (1989).

Dependiendo de la combinacion de
cebadores, el despliegue diferencial de ban-
das se observa incluso a partir de pocos minu-
tos de someter la planta bajo estrés, tiempo
suficiente para que el olluco reconozca su es-
tado y empiece a sintetizar ARNm.

Por ejemplo, en estudios realizados en pro-
teinas sintetizadas por causa del estrés hidrico
reportado en semillas (Misra y Bewley, 1986),
raices (Damerval et al., 1988), hojas (Bray,
1988), y yemas (Lalonde y Bewley, 1986) de
diferentes especies, incluidos: maiz, frijol, ce-
bada, soya, arroz, tomate, pino y sorgo; se
observd acumulacion de proteinas de novo,
asi como la acumulacion y la reduccion de
muchas proteinas existentes. Y esta variacion
en la sintesis de ARNm puede ser muy rapi-
da, después de producirse el estrés en las ho-
jas de tomate (Bray, 1988).

El presente trabajo, que constituye el pri-
mer trabajo a nivel molecular para el estudio
de estrés hidrico en plantas nativas en nuestro
pais, demuestra que la técnica de Despliegue
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Diferencial (DDRT-PCR) con las adaptacio-
nes realizadas es eficiente para seleccionar
ADNCc diferenciales de individuos sometidos
a estrés hidrico, el uso de radiactividad es el
método de marcaje de ADNc con mejor reso-
lucion y finalmente quedd estandarizada la
extraccion de ARN total de «ollucoy» sin el
empleo de DEPC ni ADNasas.
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