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Efecto del acido salicilico y del etileno en la expresion de genes dehidrina y glioxalasas
en Mammiillaria bombycina
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Las plantas al estar bajo estrés desarrollan sistemas de defensa, como la activacion de rutas
de senalizacién inducidas por dcido salicilico (AS) o etileno (ET). Mamillaria bombycina ha
sido utilizada como planta modelo para estudios moleculares sobre diferentes tipos de
estrés. Algunos genes expresados bajo estrés son las glioxalasas y las dehidrinas. En este
frabajo se analizé la expresidon del gen tipo dehidrina MabDHN vy los genes glioxalasas
MbGlyl-I, MbGlyll-l y MbGlyDJI, inducidos por 100 uM de AS y 2mM de ET por 3,8y 24 h. Con
AS, la expresion de los genes disminuyd en todos los tiempos analizados. Con ET aumenté
la expresion de MabDHN y MbGlyl-I solo alas 3 h; MbGlyll-Il no mostrd expresion y MbGlyDJI
disminuyd su expresidon desde las 8 h. Se comprobd la participacion del AS y ET en la
regulacion de genes dehidrina y glioxalasa en M. bombycina.

Palabras clave: fitohormonas; gPCR; estrés; cactdceas.

ABSTRACT

Plants under stress conditions develop different defense systems, such as activation of
signaling pathways induced by salicylic acid (SA) or ethylene (ET). Mamillaria bombycina is
a cactus recently used as a model plant of molecular studies on different types of stress.
Some genes expressed under stress are glyoxalases and dehydrins. In the present work, the
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expression of MabDHN dehydrin-like gene and MbGlyl-I, MbGlyll-l and MbGlyDJI glyoxalase
genes were analyzed induced by 100 uM of AS and 2mM of ET for 3, 8 and 24 h in M.
bombycina. In the treatment with AS, the genes expression decreased in all the analyzed
fimes. Otherwise, with ET the expression of MabDHN and MbGlyl-I increased from 3 h,
besides, MbGlyll-I did not show expression and MbGIlyDJI expression decreased from 8 h.
These results show the role of AS and ET in the expression regulation of dehydrin and
glyoxalase gene in M. bombycina.

Keywords: phytohormones; QPCR; stress; cacti.

Las plantas al estar bajo estrés bidtico o abidtico desarrollan sistemas de defensa tales
como: rutas de senalizacién con fitohormonas, regulacién de factores enzimdticos y no
enzimdticos, acumulaciéon especies reactivas de oxigeno (EROS), compuestos a-
cetoaldehidos (Khan et al., 2020) y expresion de diferentes genes que codifican para
proteinas de defensa, entre éstas las glioxalasas (Khan et al., 2020; Mostofa et al., 2020) y
las proteinas de la embriogénesis tardia LEA (del inglés Late Embryogenesis Abundant),
especialmente las del tipo Il conocidas como dehidrinas (Liu et al., 2016).

El &cido salicilico (AS) y el efileno (ET) son dos de las principales fitohormonas
relacionadas al sistema de defensa vegetal y ayudan a las plantas a tolerar o disminuir los
niveles de estrés (Zheng et al., 2023). El AS es un compuesto fendlico que funciona como
molécula de senalizacidn y estd relacionada con el crecimiento, senescencia y respuesta
sistémica adquirida contra estrés bidtico (Antoni¢ et al., 2020). También se ha observado
que el AS puede causar estrés oxidativo en las plantas a través de una acumulaciéon
fransitoria de perdxido de hidrégeno; sin embargo, cuando se aplica en concentraciones
bajas mejora la eficiencia del sistema antioxidante en las plantas (Antoni¢ et al., 2020;
Zheng et al., 2023). En lo que respecta al ET, es un hidrocarburo gaseoso que participa en
el crecimiento, desarrollo, senescencia y respuesta ante el estrés en plantas (Lee et al.,
2017). Debido a que el ET es de dificil manejo como reactivo gaseoso en plantas in vitro se
utiliza el reactivo quimico etefén (acido 2-cloroetilfosfénico) que al hidrolizarse produce
etileno (Khan et al., 2020).

Tanto el AS como el ET regulan la actividad de diversas enzimas involucradas en la
detoxificacién de EROS, entre estas enzimas estdn las glioxalasas y las proteinas tipo
dehidrinas (Khan et al., 2021; Mostofa et al., 2020). Las dehidrinas son proteinas
intfrinsecamente desordenadas a las que en general se asocia con la defensa ante estrés
hidrico (Battaglia et al., 2008). Tienen la capacidad de retener moléculas de agua, unirse
a iones metdlicos, eliminar EROS y unirse a DNA, fosfolipidos y proteinas evitando su
desnaturalizacion y manteniendo su actividad (Hao et al., 2022). Estructuralmente se
caracterizan por poseer en su secuencia de aminodcidos segmentos K, Y; y algunas de
ellas un segmento S; ademds de segmentos ® menos conservados (Battaglia et al., 2008;
Mota et al., 2019; Salazar-Retana et al., 2019).

Existen muy pocos estudios reportados de dehidrinas en especies cactdceas; entre
estos estdn los realizados en Opuntia streptacantha (Ochoa-Alfaro et al., 2012), O.
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ficusindica, Leuchtenbergia principis y M. bombycina (Herndndez-Camacho et al., 2017),
donde se identificaron y caracterizaron fragmentos de genes codificantes para proteinas
tipo dehidrinas en cada una de las especies de cactus mencionada.

Por otro lado, las glioxalasas son enzimas que participan en la detoxificaciéon del
metfilglioxal (MG), subproducto del metabolismo celular altamente téxico para la célula
producido ante estrés bidtico o abidtico (Kaya et al., 2020). El sistema de las glioxalasas se
conforma por tres tipos de enzimas; 1) las glioxalasas | (GLY 1) (lactoilglutation liasa), 2) las
glioxalasas Il (GLY 1) (hidroxiacilglutation hidrolasa): estas dos son metaloenzimas que en
conjunto catalizan la isomerizacién del a-cetoaldehido metilglioxal (MG) a D-lactato, con
glutatién reducido (GSH) como cofactor, y 3) las glioxalasas Il (GLY lll) (D-lactato
deshidrasa), que convierten irreversiblemente el MG en D-lactato en un solo paso sin
cofactores ni iones metdlicos (Sankaranarayanan et al., 2017; Subedi et al., 2011). Las
enzimas glioxalasa estdn relacionadas con estrés abidtico como estrés salino, hidrico vy,
principalmente, el estrés oxidativo (Ghosh et al., 2016); sin embargo, también se relacionan
con la respuesta contra estrés bidtico como el ataque de fitopatdégenos (Sangha et al.,
2013).

M. bombycina es una cactdcea endémica de los estados de Aguascalientes y
Jalisco. Esta planta se ha propagado de manera exitosa in vitro (Manzo-Rodriguez, 2010;
Meza-Rangel et al., 2014), por lo que ha permitido que en anos recientes se esté utilizando
como planta modelo de cactdceas para estudios moleculares. Por ejemplo, Herndndez-
Camacho et al. (2017) identificaron el fragmento del gen MabDHN en M. bombycina
(KP720560) que cuenta con 145 aminodcidos y codifica para una proteina tipo dehidrina
dcida; en los estudios de expresion ha mostrado induccidén ante estrés osmodtico por
congelamiento (-20 °C), estrés tipo bidtico por heridas y tratamiento con 100 uM de ABA en
1.5y 12 h; mientras que ante estrés por frio y alta salinidad no se encontraron cambios en
suU expresion.

Por ofro lado, Enriquez-Gonzdlez et al. (2022) reportaron el primer transcriptoma de
M. bombycina; en el cual identificaron una familia de genes codificantes para proteinas
glioxalasas, entre los que se encuentran MbGlyl-I, MbGlyll-l y MbGlyDJI; que son regulados
al alza bajo condiciones ex vitro tras 24 h de deshidratacion. Por ello en el presente trabagjo
se reporta el efecto inducido por AS y ET a diferentes tiempos de exposicion en la expresidn
de los genes de dehidrina: MabDHN y de las glioxalasas: MbGlyl-I, MbGlyll-l y MbGlyDJI, en
M. bombycina in vitro.

Propagacion in vitro de M. bombycina

Las plantas in vitro fueron donadas por el Banco de Germoplasma in vitro de la Unidad de
Biotecnologia Vegetal de la Universidad Auténoma de Aguascalientes, Aguascalientes,
México. Los tallos de M. bombycina se cortaron de manera transversal eliminando la parte
basal, pero conservando el dpice y se inocularon en medio de cultivo Murashige and Skoog
(MS) (Murashige & Skoog, 1962) adicionado con 1 mg/l de benciladenina. La incubacion
se realizé a 25 °C bajo un fotoperiodo de 16 h luz por 8 h de oscuridad hasta la obtencién
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de brotes diferenciados que posteriormente fueron subcultivados en medio MS basal para
suU enraizamiento bajo las mismas condiciones de incubacion.

Tratamientos con fitohormonas

Para los tratamientos se utilizaron plantulas de M. bombycina in vitro de 1 cm de alto. En el
fratamiento con AS primero los brotes fueron sumergidos por 10 s en una solucion de AS 100
UM, en seguida se colocaron en medio MS liquido con 100 uM de AS a tiempos de 3, 8 y 24
h (Shen et al., 2004); los grupos control fueron sumergidos en agua destilada estéril por 10's
y se colocaron en medio MS liquido por tiempos de exposicion similares a los tratamientos.
En el tratamiento con ET los brotes se colocaron en frascos con algoddn humedecido con
solucién de Tween 20 0.05% con 2 mM de etefén (Richard et al., 2000) por 24 h;
posteriormente se comenzd a contar el tiempo de exposicion para los tratamientos de 3, 8
y 24 h. Para los grupos control el algoddn se humedecid con solucién de Tween 20 0.05%
sin hormona por 24 h y posteriores tiempos de exposicion similares a los tratamientos. Los
brotes con tallo y raiz fueron congelados con nitrégeno liquido y se almacenaron a -70 °C
hasta la extraccidn de RNA. Los tratamientos y controles fueron realizados por triplicado,
donde cada réplica corresponde a tres brotes.

Extraccion de RNA total y sintesis de cDNA

Se extrajo RNA total de los brotes completos utilizando el reactivo PureZol (BloRad)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente, las muestras se almacenaron a -
20 °C hasta su uso. La integridad del RNA se verificd mediante electroforesis en gel de
agarosa a 2% tenido con bromuro de etidio. La concentracién y pureza se analizaron por
espectrofotometria. La sintesis de cDNA se realizd con el kit Maxima™ First Strand cDNA
Synthesis Kit for RT-gPCR (Thermo Fisher Scientific). Siguiendo instrucciones del fabricante, se
realizd un tratamiento inicial con DNAsa y la reaccion se realizé con 200 ng de RNA. La
concentraciéon y pureza del cDNA se analizaron por espectrofotometria y se ajustd la
concentracién de las muestras a 100 ng/uL.

Andlisis de expresién por gPCR

La gPCR, se realizdé utilizando oligonucledtidos especificos para MabDHN F (5
TTAAGGAGAAACTICCAGGC 3') R (5 ACGTGGATCTTICTCTATIGC 3’), propuestos por
Herndndez-Camacho (2016) y los oligonucledtidos glioxalasa de M. bombycina propuestos
por Enriquez-Gonzdlez et al. (2022): MbGLY I-1 F (5" CTATTICTICGTTTAGGTGC 3') R (5
GAGAACAACTGAAACCGAT 3'), MbGly II-1 F (5" CGTCCTTAACAGATGAGACA 3') R (5
TACTGCG-TAAATGAGCTACG 3'), MbDJ1 F (5 GGAGCCGGAGCCAATAGACC 3') R (5
TCACTCAGAATGTITACACGGATGC 3'). Se utilizd el gen 255 ribosomal como gen de
referencia a partir de los oligonucledtidos F (5° CGTAAGGCGTAAGGAAGCTG 3') y R (5
TCGGAGGGAACCAGCTACTA 3') (Herndndez-Camacho et al., 2017). La reaccion se llevd
a cabo utilizando SYBER Green (Mezcla maestra de RT-PCR, Applied Biosystem, Carlsbad,
CA, USA) bajo las condiciones de amplificacién recomendadas por el fabricante: un
pretratamiento de 50 °C por 20 min, desnaturalizacion inicial de 95 °C por 10 min, 40 ciclos
con una desnaturalizacién de 95 °C por 15 s y un alineamiento y extensidon de 60 °C por 60
s. Cada réplica de RNA se analizd por triplicado utilizando 100 ng de RNA por reaccion.

Andlisis estadistico

Los datos obtenidos del andlisis de expresidon por gPCR fueron normalizados respecto al
control y gen de referencia por el método 2-24¢t (Livak & Schmittgen, 2001) y graficados en
el programa estadistico GraphPad Prism 7.07 (GraphPad Software, La Jolla California USA)
graficando la media de las repeticiones bioldgicas con su desviacion estdndar. El andlisis
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estadistico se realizd por separado para cada gen analizado, comparando como factor el
tiempo de exposicion. Se utilizd el programa R (R Foundation for Statistical Computing,
Vienna, Austria) mediante ANOVA de un factor y una prueba de comparacién multiple por
el método de Tukey, con un nivel de significancia de 0.05.

RESULTADOS
Propagacioén in vitro de M. bombycina

Tras un periodo de incubacion de 90 dias, 31% de explantes de M. bombycina in vitro
generaron plantas completas de aproximadamente un cm de alto, 31% generaron callo o
brotes poco diferenciados o vitrificados, 23% generaron multiples brotes diferenciables v,
finalmente, 15% de explantes desarrollaron contaminacion y fueron desechados (figura 1).

Figura 1. Propagacién in vitro de M. bombycina. A) Pldntulas madre in vitro; B)
Explantes: cortes transversales de tallo de 8 mm; C) y D) Explantes tras 90 dias de
incubacién a 25 °C bajo un fotoperiodo 16:8. Formacion de brotes, formacién de
callo (C), elongacién y enraizamiento (D).

Elaboracion propia.

Andlisis de expresion por qPCR

La expresion de los genes MabDHN, MbGIlyl-l, MbGlyll-l 'y MbGIlyDJI disminuyd
significativamente con 100 yM de AS con respecto al control. La expresidn comienza a
disminuir desde las 3 h de exposicion y continba hasta las 24 h (figura 2 inciso A),
observéndose de la siguiente manera con respecto al tiempo (3, 8 y 24 h); para MabDHN
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disminuye 2.70, 2.58 y 3.15 veces; para MbGlyl-I disminuye 2.51, 3.29 y 2.99 veces; para
MbGilyll-I disminuye 2.55, 2.88 y 2.57 veces y, finalmente, para MbGlyDJI disminuye 4.85, 3.86
y 5.51 veces, respectivamente (figura 2 inciso A).

En los tratamientos con etileno (2 mM de etefdn) la expresion de los genes MabDHN
y MbGlyl-l aumentd solo a las 3 h de exposicidn con respecto al control, reportando
aumentos significativos de 0.21 y 1.45 veces, respectivamente. Sin embargo, a partir de las
8 h de exposicion la expresidon de MabDHN disminuye, para MbGlyl-l a las 8 h la expresion
es igual al control y alas 24 h disminuye (figura 2 inciso B). La expresion del gen MbGlyll-l no
tfuvo cambios significativos en todos los tratamientos (figura 2 inciso B). Finalmente, la
expresion de MbGlyDJI disminuyd 0.26, 1.49 y 1.88 veces a las 3, 8 y 24 h, respectivamente.
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Figura 2. Andlisis de expresion de los genes MabDHN, MbGlyl-
I, MbGlyll-l y MbGlyDJI en tratamientos con AS y ET a tiempos
de exposicion de 3, 8 y 24 h. Letras diferentes indican
diferencias significativas entre fratamientos segun el método
de Tukey (o= 0.05). Los valores fueron normalizados
previamente mediante el método 244Ct, |as barras
representan la desviacion estandar.

Elaboracién propia.
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Mammillaria es el género con mayor nUmero de especies entre las cactdceas, y
recientemente se ha utilizado como planta modelo dentro de las cactdceas para estudios
moleculares y biotecnoldgicos (Enriquez-Gonzdlez et al., 2022; Herndndez-Camacho et al.,
2017).

En el presente estudio primero se propagd M. bombycina in vitro a partir de
ejemplares ya establecidos mediante areolas en medio basal MS adicionado con bencil
adening; ya que al ser una citocinina natural ayuda a la diferenciacién de tejidos (Bhojwani
& Dantu, 2013; Retes-Pruneda et al., 2007). La formacién de brotes se observé después de
90 dias; mientras que la planta completa se obtuvo después de los 120 dias (figura 1). La
tasa de crecimiento del género Mammillaria es baja y necesita el doble de tiempo para su
desarrollo, comparando con ofros géneros de cactdceas como Echinocereus,
Melocactus, Escontria y Plaskia (Retes-Pruneda et al., 2007).

Las cactdceas son plantas que se han adaptado a condiciones extremas, por lo
gue el estudio de sus diferentes mecanismos de adaptacién es de alto valor. La expresion
de genes tipo dehidrina y glioxalasa es fundamental en la respuesta y adaptacion ante el
estrés; el andlisis de expresion de estos genes se utiliza como indicador del estrés al que las
plantas estdn siendo sometidas (Khan et al., 2021; Salazar-Retana et al., 2019); sin embargo,
su expresion también puede regularse para activar o desactivar mecanismos de defensa.

En lo que respecta al afecto del AS sobre la expresion del gen MabDHN se observé
que nuestros resultados no coinciden con otros reportados donde usan las mismas
condiciones. Por ejemplo, Shen et al. (2004) al trabajar con Boea crassifolia con cantidades
bajas de AS observaron una alta expresion de genes tipo dehidrina dentro de las primeras
24 h de exposicion (Shen et al., 2004). En otras plantas como Vitis vinifera se ha visto que el
gen tipo dehidrina (DHN2) alcanza una mdxima expresion 20 veces mds que los niveles
basales en tratamiento con 100 uM de AS a las 8 h de exposicion (Yang et al., 2012). En A.
thaliana con el gen Lti30 tipo dehidrina (Kn) su expresidon aumenta con 0.25 mM de AS en
plantas sometidas a estrés por sequia (Hanin et al., 2011); pero a concentraciones >0.25mM
de AS el gen se inhibe, por lo que los autores mencionan que esta hormona se encuentra
relacionada a la regulacién génica ante estrés por sequia.

Por otro lado, la funcidén de las dehidrinas es muy amplia y depende de su
conformacién segun la disposicidon de sus fragmentos como los del tipo Kn, SKn, KnS, YnSKn
o YnKn (Battaglia et al., 2008). Un ejemplo de esto son los estudios en Impatiens walleriana,
donde realizaron tratamientos con 2mM de AS y midieron la expresidon de tres genes tipo
dehidrina; fras 24 h de exposicidn no reportan cambios de expresidn en ningun gen
analizado; mientras que a los 10 dias reportan un aumento en la expresidon de IWDHN2.1 y
IWDHN 2.2, ambos correspondientes a dehidrinas tipo YnSKn, pero no reportan cambios en
la expresién de IWDHNT correspondiente a una dehidrina tipo SK2 (Antoni¢ et al., 2020). En
lo que respecta a MabDHN es tipo K3, que carece de segmentos Y, por lo que su expresion
podria no estar relacionada por la accién del AS (Antoni¢ et al., 2020; Herndndez-
Camacho et al., 2017). Segun lo descrito anteriormente, el gen MabDHN tiene parecido
estructural con el gen IwWDHNI de I. walleriana, ambos inducibles por congelamiento y no
inducibles por alta salinidad ni AS exégeno.
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Con respecto a los efectos que tiene el AS en la regulacién de las dehidrinas, se ha
observado que la aplicacién de AS en plantas estresadas por heridas disminuye la
expresidon de aqguellas dehidrinas relacionadas al estrés bidtico, ya que las heridas son
detectadas por la planta como un estrés osmotico y no como un estrés bidtico (Hanin et
al., 2011). Herndndez-Camacho et al. (2016) reportaron que la expresidn de MabDHN
aumentd con estrés por heridas, dando sentido a la disminucién de su expresion
encontrada con los fratamientos de AS.

En el tratamiento con 200 uM de etefdn, la expresion de MabDHN es similar con los
resultados obtenidos por Cao et al. (2017), quienes observaron que en plantas de A.
thaliana transformadas con los genes tfipo dehidrina HbDHNT y HbDHN2 de Hevea
brasiliensis bajo tratamientos con 1.5 % de etileno observaron que la expresion de estos
genes empezd desde las 3 h teniendo un pico mdximo alas 6 y 12 h y una baja a las 24 h.
El ET tiene un efecto contrario al AS, ya que induce la expresidon de dehidrinas de respuesta
a heridas mecdnicas. Por tanto, debido a que MabDHN disminuye su expresidon por AS y
aumenta por ET, podria ser parte de las dehidrinas involucradas en el estrés abidtico y, por
tanto, en la activaciéon de enzimas que eliminan EROS como el ascorbato peroxidasa,
superdxido dismutasa y catalasa (Cao et al., 2017).

El sistema de las glioxalasas estd relacionado con diversos tipos de estrés abidtico y
bidtico, en especial aquellos relacionados con el estrés oxidativo (Ghosh et al., 2016).
Diversos estudios reportan que el AS y el ET elevan la actividad de las enzimas glioxalasas y
todas las involucradas en el sistema antioxidante eliminando la acumulacién de EROS y del
estrés oxidativo (Kaya et al., 2020; Khan et al., 2021; Mostofa et al., 2020). Nuestros resultados
de expresion de los tres genes de glioxalasas a 100 ul de AS son similares a los obtenidos por
Mostofa et al. (2020), quienes observaron que la expresidon de los genes OsGLYI-1 'y OsGLYII
no cambia en plantas con O. satfiva cuando son tratadas con AS. Sin embargo, la expresion
de estos genes aumenta si se aplica AS en plantas tratadas con selenio; por lo que el AS
estaria ayudando a la proteccion de la planta de la toxicidad por dicho metal; ademds
participando en la detoxificacidn de metilglioxal. Esto comprueba la complejidad de los
mecanismos de defensa vegetal y cdmo su modulacién depende del tipo de estrés al cual
se enfrente la planta (Mostofa et al., 2020).

En el tratamiento de 200 uM de etefdn, para el andlisis de expresidn de los genes
glioxalasas nuestros resultados tienen relaciéon con lo reportado por Khan et al. (2020),
quienes midieron la actividad enzimdtica de una GLY |y una GLY Il en B. juncea aplicando
etefédn a una concentracion de 200 ul /I, y encontraron que la activad de la GLY | aumentd;
a diferencia de MbGlyl-l que disminuyd su expresion; mientras que la actividad de la GLY |l
no se modificd, coincidiendo con MbGlyill-I.

Debido al papel que juegan el AS y el ET en la defensa de las plantas, el
conocimiento de su participacién en la regulacion de genes de defensa como los del tipo
dehidrina y glioxalasa puede ser de utilidad para futuras aplicaciones. Por ejemplo, se han
realizado varios estudios con su uso de forma exdgena para proteger a las plantas ante
diferentes tipos de estrés y por metales y metaloides. Por ejemplo, el AS se ha utilizado en
arroz (Criza sativa) contra estrés por selenio (Mostofa et al., 2020) y arsénico (Khan et al.,
2021) y en maiz (Zea mays) contra estrés ocasionado por arsénico (Kaya et al., 2020). Por
otro lado, el ET se ha utilizado para proteger plantas de mostaza dulce (Brassica junceaq)
contra estrés por niquel (Khan et al., 2020).
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Sin embargo, tanto las dehidrinas como las glioxalasas estdn relacionadas tanto al
estrés bidtico como abidtico (Hao et al., 2022; Khan et al., 2021); pero no todas las proteinas
de estas familias cumplen ambas funciones, ya que en este trabajo se demostrd que la
expresidon de MabDHN vy las MabGly analizadas no son afectadas por AS y si por ET y que
tal vez estén relacionadas con otro tipo de estrés.

CONCLUSIONES

El AS provocd una disminucion en la expresion de MabDHN, MbGlyl-I, MbGlyll-l y MbGlyD JI;
mientras que el ET provocd un aumento en la expresidon, excepto para MbGlyDJI que
disminuyd su expresion a las 8 y 24 h de exposicion.

El efecto del AS y el ET en GLY lll ha sido poco estudiado sobre todo en cactdceas,
por lo que estos resultados pueden servir de referencia a futuras investigaciones en
diferentes plantas de cactdceas.
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