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Resumen

El arroz es un cultivo de gran importancia a nivel mundial, ya que es la base de la
alimentacion de 2/3 partes de su poblacién. En Costa Rica este grano representa el 20 %
de la ingesta caldrica diaria, por lo que es imprescindible garantizar la produccién de este
alimento frente a problemas ambientales como la salinidad. Desde la década de 1920 se
ha utilizado la induccion de mutaciones para generar variedades nuevas, en arroz la
metodologia mas utilizada es la induccion de mutaciones por radiacion gamma. Las
técnicas moleculares y el cultivo in vitro se han empleado para reducir el tiempo en la
seleccién y caracterizacion de mutantes con caracteristicas de interés. En el presente
trabajo se regeneraron mutantes de arroz a partir de callos embriogénicos irradiados a 40
Gy y seleccionados con 150 mM de NaCl. Se lograron obtener 7 plantas hermanas de la
linea | de las cuales 5 mostraron tolerancia a la salinidad y 2 plantas sensibilidad. Se
determinaron los cambios genéticos por AFLP, asi como los cambios en los patrones de
metilacion, expresion relativa de los genes CYSB, SAMDC, SAMS y HKT2 y concentracion
de proteinas totales y contenido de clorofila a y b en los mutantes M3 de la linea I. Las
caracteristicas diferenciales mas evidentes se observaron en el cambio de los niveles de
expresion de los genes CYSB, SAMDC, SAMS y HKT2, asi como una mayor concentraciéon
de clorofila en las plantas tolerantes, respecto a los controles, también se encontr6 una
mayor concentracion de proteinas totales en las plantas tolerantes, en comparacion a las

plantas control en salinidad.



Abstract

Rice is a crop of great worldwide importance, because it is the basis of the diet of 2/3 of its
population. In Costa Rica this grain represents 20% of the daily caloric intake, so it is
essential to guarantee the production of this food against environmental problems such as
salinity. Since the decade of the 20's has been used the induction of mutations to generate
new varieties, in rice the methodology most used is gamma radiation. Molecular techniques
and in vitro culture have been used to reduce the time in the selection and characterization
of mutants with characteristics of interest. In the present work, rice mutants were
regenerated from embryogenic calli irradiated at 40 Gy and selected with 150 mM NaCl. We
managed to obtain 7 sister plants of line | of which 5 showed tolerance and 2 plants
sensitivity to salinity. The genetic changes were determined by AFLP, as well as changes in
methylation patterns by MSAP, relative expression of the CYSB, SAMDC, SAMS and HKT2
genes and total protein concentration and chlorophyll a and b content in the M3 mutants of
line I. The most evident differential characteristics were observed in the change of the
expression levels of the CYSB, SAMDC, SAMS and HKT2 genes, as well as a higher
concentration of chlorophyll in the tolerant plants, compared to the controls, as well as a

higher concentration of total proteins in tolerant plants, compared to control plants in salinity.
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Introduccioén

El arroz junto con el trigo, la carne y el pescado conforman la base de la alimentacion
humana, lo cual es un reflejo de la domesticacion de este cultivo desde tiempos antiguos.
Se cree que su domesticacion data de los 10 000 a.C. en areas humedas de Asia tropical
y subtropical desde donde se extendid6 a Europa y Africa hace unos 3000 a.C. La
domesticacion produjo las dos especies de arroz de las que derivan las variedades que se
cultivan comercialmente en la actualidad; la especie africana Oryza glaberrima y la asiatica,
Oryza sativa, cuyo proceso de seleccion dio origen a tres subespecies: indica, japonica y

javanica (Franquet-Bernis & Borras-Pamies, 2004).

El cultivo de arroz se establecié en Costa Rica justo después de la colonia en las zonas
montafiosas de topografia irregular ubicadas principalmente en el valle central, en el siglo
XIX, siendo las zonas de mayor relevancia Atenas, Turrubares, Cebadilla, Ciruelas, Puriscal
y Santa Ana (Tinoco-Mora & Acufia-Chinchilla, 2009). La colonizacién de nuevas zonas,
efecto de la expansion de la poblacion, facilitd que el arroz fuera introducido a zonas mas
bajas como Guanacaste, donde ha tenido su mayor expansion por las condiciones
favorables para el desarrollo de este cultivo. Cabe destacar que esta regién concentro el 54
% de la produccién nacional en el 2016. Actualmente, el consumo per capita es de 48,45
Kg/afio en el periodo 2017-2018, que representa en Costa Rica, aproximadamente, un 20
% del suministro calérico (CONARROZ, 2018).

No obstante, la produccion de arroz se enfrenta a varias circunstancias adversas, de las
cuales la de mayor impacto es el estrés ocasionado por los altos niveles de salinidad en el
suelo (INTA, 2009). El 6% de los suelos a nivel mundial, de los cuales corresponden a un
2 % de los suelos de cultivo en secano y cerca del 20 % de los suelos irrigados son

afectados por esta condicién (Mishra, Mishra, Takabe, Rai, & Singh, 2016).

Los suelos bajos y planos que son periédicamente inundados de forma natural, las zonas
costeras, asi como los suelos agricolas con sistemas de irrigacién y un uso excesivo de
fertilizantes, corren el riesgo de llegar a concentrar altos niveles de sales solubles. Estas
altas concentraciones disminuyen la fertilidad de los suelos agricolas, ocasionando

dificultades e incluso pueden imposibilitar la produccion (Villalobos, 2009). En Costa Rica
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las zonas afectadas por altos niveles de salinidad se encuentran predominantemente en la

zona de Guanacaste, debido a las bajas precipitaciones, altas temperaturas y condiciones
deficientes de drenaje (Montes de Oca, Mata, & Chaves, 1996).

El mejoramiento de cultivos es uno de los mecanismos mas utilizados para solventar
diversos problemas, al generar variedades resistentes a condiciones adversas capaces de
lograr niveles de productividad aceptables para lograr suplir la demanda de alimentos, que
para el 2030 se estima, debera aumentar un tercio de la actual sin aumentar el area de
siembra a nivel mundial (Tinoco-Mora & Acufia-Chinchilla, 2009; Villalobos, 2009). Para
lograr identificar estas variantes resistentes en un tiempo reducido, es necesario conocer a
fondo los mecanismos de resistencia y en la medida de lo posible la genética involucrada.
La expresion diferencial de genes bajo condiciones de estrés es un método, relativamente
rapido, para identificar los individuos resistentes a un factor de estrés (De Souza et al.,
2014).

Desde 1927 la induccibn de mutaciones ha sido utilizada para generar variabilidad
heredable de forma rapida y a bajo costo en comparacion a la transgénesis. Al combinar
esta técnica con la de cultivo de tejidos las posibilidades de mejoramiento se incrementan
en gran medida. En la actualidad muchas variedades comerciales de diversos cultivos han
sido obtenidas de esta manera y el arroz no es la excepcion (Pabon-Calderon, 2011). Las
mutaciones afectan caracteres poligenéticos, como la tolerancia a la salinidad, que se
manifiestan en forma casi imperceptible, ademas algunos autores sostienen que es posible
generar variabilidad génica que no existe o no esta al alcance del fitomejorador, ademas de
generar un bajo desequilibrio génico, una vez estandarizadas las dosis y condiciones de

mutacion (Lamz-Piedra, Reyes-Guerrero, & Cepero-Gonzalez, 2013).

Las mutaciones por agentes fisicos son inducidas por particulas cargadas generadas dentro
de los mutagenos fisicos. Este tipo de radiacion es generada por radiois6topos como el
cesio 137 (*¥Cs) Cobalto 60 (°°Co), la mayoria de los equipos de irradiacion utilizan el ®°Co
por tener un precio menor al ¥’Cs, a pesar de tener una vida media menor (Pardo, 2015).
El ®°Co es un metal obtenido al exponer **Co a un flujo de neutrones, los &tomos de *°Co

que adsorben un neutréon se transforman en ®Co, una forma radiactiva que al
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descomponerse en ®°Ni, genera una particula B o electrén y dos rayos gamma (CAEBIS,

2015).

En una célula viva, los rayos gamma pueden afectar de manera directa al actuar sobre las
moléculas que componen la hebra de ADN o indirecta al actuar sobre otras moléculas,
como el agua, que a su vez afectan el ADN. La intensidad es medida en Gray (Gy) que
representa a 1 J/Kg (Menéndez, 2008). Multiples estudios sugieren que los efectos de la
radiacion gamma dependen de la especie, el tejido, la edad y la dosis, por lo que se plantea
que se debe de dilucidar mediante ensayos la dosis de trabajo ideal para el material

sometido al programa de mejora (Martirena-Ramirez et al., 2015).

El mejoramiento genético de variedades de arroz mediante mutagénesis inducida por
agentes fisicos ya ha dado buenos resultados para obtener variedades resistentes a la
salinidad. Un caso concreto es la obtencion de la variedad resistente a la salinidad generada
por Gonzéalez y colaboradores del Instituto Nacional de Ciencias Agrarias de Cuba, al
irradiar semillas con una dosis de 200 Gy y seleccionando los mutantes resistentes al

germinar y evaluar el material irradiado en suelo salino (Gonzalez, Pérez, & Cristo, 2009).

En nuestro pais, el mejoramiento del arroz se vio marcado por las politicas que impulsaron
programas de mejoramiento con el fin de lograr variedades con mayor resistencia a plagas
y enfermedades, sumado al creciente interés de mantener la seguridad alimentaria del pais
frente a una posible catéstrofe. Este ha sido un proceso constante donde se liberan
variedades en busca de una heterogeneidad que logre suplir las necesidades de la industria
y los consumidores, ademas de asegurar al menos un porcentaje de la produccion en caso

del ataque de una plaga (Guzman-Bermudez, 2006).

En este sentido, el cultivo in vitro de tejidos vegetales permite inducir la formacién de callos
embriogénicos a partir de tejidos somaticos y la regeneracion de estas células
embriogénicas a plantas (Garcia-Arias, 2011). Al irradiar callos embriogénicos cada célula
es sometida a un proceso mutagénico de forma individual, por lo que cada planta
regenerada es considerada como un evento distinto, asi de cada callo se podrian obtener,
tedricamente, miles de plantas mutantes distintas entre si. Por otro lado, la constante
division de las células del callo embriogénico antes de su regeneracion permiten, en cierta

medida, la fijacion de los cambios genéticos inducidos, permitiendo realizar una seleccién
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de material a nivel in vitro, aun asi es necesario la evaluacion de la segunda o tercera

generacion obtenida a partir del material irradiado para asegurar que la estabilidad génica
del material (Shu, Forster, & Nakagawa, 2011; Gallego, 2014).

Es por esta razén que los cambios genéticos generados en los tejidos irradiados son un
factor que, combinado con el cultivo in vitro en medios selectivos, es utilizado para
seleccionar y caracterizar aquellos mutantes con caracteristicas de interés, mediante la

caracterizacion de polimorfismos, cambios epigenéticos y de expresion.

Los estudios en variedades de arroz resistentes a la salinidad han dilucidado varios
mecanismos metabodlicos de respuesta a la salinidad para sobreponerse al estrés, entre los
que se pueden mencionar estan, el desarrollo vegetativo, el ajuste osmdtico, el
manteamiento de los parametros fotosintéticos y de homeostasis ibnica. Estos involucran
mecanismos de reconocimiento y transmision de sefiales que modifican la expresién génica
(Nounjan et al., 2018).

Cabe destacar que la variabilidad generada por la radiacion puede ser medida mediante la
técnica de polimorfismos de longitud de fragmentos amplificados (AFLP, por sus siglas en
inglés). Esta técnica genera marcadores moleculares bialélicos dominantes que permiten
la deteccion simultanea de la variacion de mdltiples loci, en regiones gendmicas
desconocidas. Con la informacién generada al utilizar esa herramienta se puede calcular
las diferencias génicas entre poblaciones e identificar mutantes (Pilling & Rischkowsky,
2010). Debido a que los cambios epigenéticos inducidos por la mutagénesis pueden afectar
los patrones de metilacién en el ADN, la expresién de genes y su efecto en el fenotipo, la
identificacion de las zonas ricas metilcitocina (mC) mediante la técnica conocida como
amplificacién de polimorfismos sensibles a la metilacion o MSAP, por sus siglas en inglés,

permite una caracterizacién de individuos mutantes (Sanchez-Serrano & Salinas, 2014).

Por otra parte, la combinacion de la técnica de retrotranscripcién y PCR en tiempo real
(qRT-PCR), se ha utilizado para identificar cambios en los niveles de expresion de genes
seleccionados al cuantificar la cantidad de ARN mensajero (ARNm) derivada de los mismos
(Nolan, Hands, & Bustin, 2006; Sigma-Aldrich, 2018). En el caso especifico del arroz, se
han reportado que genes como los que codifican para las enzimas Cistationina beta-sintasa

y la Serina hidroximetil transferasa, sus niveles de expresién varian en segun la sensibilidad
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de las plantas al estrés salino, lo que permite diferenciar las plantas resistentes de las

tolerantes (Reyes, Mazorra, & Nufiez, 2008; Mishra et al., 2016).

Revisidon de literatura

Generalidades del cultivo del arroz (Oryza sativa L.)

El arroz es una planta perteneciente a la familia Poacea que presenta una fenologia anual
y un crecimiento que va desde 1 hasta 1,8 m de altura, Sus semillas son monocotiledonares
y con dimensiones entre 5 a 12 mm de largo y 3,2 mm de ancho, que se desarrolla en una

inflorescencia tipo espiga (Campos-Gorgona, 2013).

El ciclo fenologico del arroz se puede dividir en 3 etapas: crecimiento vegetativo,
reproductivo y maduracién. La etapa de crecimiento vegetativo comprende desde la
germinacion, hasta el macollamiento, se da durante los primeros 60 dias después de la
germinacion (DDG). La etapa reproductiva se extiende desde la iniciacion de los primordios
de la espiga hasta la floracion, entre los 60 y 75 DDG. La ultima etapa, la maduracion, se
ubica desde la formacion de la espiga hasta su madurez de los 75 a los 90 DDG. Los dias
trascurridos para cada etapa pueden variar dependiendo de la variedad en cuestion y de

las condiciones agroecoldgicas presentes durante el cultico (Campos-Gorgona, 2013).

El aseguramiento de la produccion mundial de arroz es de vital importancia para la
seguridad alimentaria, ya que es el principal sustento en paises en vias de desarrollo.
Actualmente con el rapido aumento de la poblacion y el cambio climéatico, la produccién de
este cereal enfrente multiples desafios para lograr la produccién necesaria en cantidad y
calidad, por ello se ha vuelto imperativo los programas de mejoramiento genético para la
generacion de variedades que logren superar estos desafios (Chaudhary, Nanda, & Tran,
2003).

Mejoramiento genético en el cultivo de arroz: induccion de mutaciones

Existen 22 especies del género Oryza representando un recurso genético muy importante
que se ve reflejado en las mas de 108 000 accesiones que posee el instituto internacional

de investigacion del arroz (IRRI), ademas de otras importantes colecciones en centros como
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CGIAR, WARDA, Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) e IITA. De las 22

especies reportadas Unicamente Oryza sativa y Oryza glaberrima son cultivadas de manera
comercial las cuales poseen la capacidad de hibridacién con pocas variedades silvestres,
limitando el aprovechamiento del recurso génico de los bancos de germoplasma, mediante
sistemas de mejoramiento convencional e hibridacion (Carena, 2009). Por esta limitante se
han empleado mecanismos artificiales para aumentar la variabilidad genética disponible en

estas dos especies comerciales, siendo la induccién de mutaciones la mas utilizada.

El descubrimiento de la metodologia para la induccién de mutaciones de manera artificial
fue descrita por primera vez en los afios 30, siendo una variedad de tabaco obtenida por
mutagénesis la primera variedad mutante reportada en 1934 (Yusuff etal., 2015).
Actualmente se conocen mas de 3000 variedades comerciales registradas obtenidas por
esta metodologia (Fenoll & Candelas, 2010), siendo el cultivo de arroz uno con la mayor
cantidad de mutantes registrados (822) (IAEA, 2018).

Los programas de mejoramiento de arroz por induccion de mutaciones han empleado varios
agentes mutagénicos que pueden ser agrupados en agentes quimicos y fisicos. Los
agentes quimicos son moléculas con la capacidad de interactuar con las moléculas de ADN
y modificar las bases nitrogenadas desencadenando en mutaciones puntuales y por su alta
tasa mutagénica se ha utilizado para el estudio de funcionalidad génica. Se ha reportado
trabajos con el etiimetano sulfonato (EMS), N-Metil-N-nitrosourea (MNU), azida de sodio
(NaNs), N-nitroso-N-etil urea (NEU), N-Etil-Nitrosourea (ENH), protoporfirina de manganeso
IX (MNH), dimetil sulfito (DMS), etilenimina (El), dietilsulfato (DES) y pingyangmicina (PYM).
Por su parte los agentes fisicos son haces de energia con capacidad de modificar las
moléculas de ADN ya sea mediante ionizacion o sin mediar esta. Entre en los agentes
fisicos mas utilizados en arroz son las radiaciones ionizantes como las generadas por rayos
X, iones acelerados, haces de neutrones y protones, asi como los rayos gamma. Estos
ultimos son los més utilizados para en proceso de mutagénesis en arroz (Suarez, 2006;
NBRP-Rice, 2018). Mediante mutagénesis por rayos gamma se han registrado mas de
100000 variedades desde 1980 (Wang & Jia, 2014).

La radiosensibilidad del material vegetal, utilizado para la induccibn de mutaciones

dependera del porcentaje de humedad, el estadio de desarrollo y el grosor del tejido
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utilizado. Ademas, existe un periodo entre la radiacion y la aparicién de la mutacion que

puede variar segun la dosis y el material utilizado (Bayo, 2001).

Los programas de mejoramiento estan enfocados en la produccion de variedades capaces
de tolerar condiciones agroambientales adversas como las altas temperaturas, poca
humedad y altas concentraciones de salinidad. La inducciones de mutaciones toma como
base los mecanismos fisioldégicos de respuesta a estrés presentes en la planta donde
gracias los cambios en la secuencia de los genes por las mutaciones, se puede modificar
la respuesta de estos mecanismos y mediante procesos de selecciéon identificar a los

individuos con la mejor respuesta fisiologica hacia el estrés (Cubero, 2013).
Efecto exceso de NaCl en las plantas de arroz

El exceso de sales causa la reduccion en el desarrollo de las plantas que son generados
por una induccion de estrés hidrico, toxicidad ion especifica por el exceso de sodio y cloro,
reduccion en la captacion de K*, NO°, PO, entre otros nutrientes que ocasionan un
desbalance nutricional, ademas del incremento en la concentracion de especies reactivas
de oxigeno (ROS), causantes de dafo oxidativo en las macromoléculas (Lamz-Piedra et al.,
2013).

El estrés hidrico se produce cuando la tasa de respiracion excede la captacién de agua,
gue puede deberse al exceso de sales en el suelo que reducen el potencial hidrico a valores
menores a los -20 bares que, para plantas mesofitas como el arroz, pueden ser perjudiciales
o hasta mortales. El potencial osmético de las células radicales al ser inferior al del suelo
imposibilita la captacién de moléculas de agua. El déficit de moléculas de agua en la célula
ocasiona desordenes metabdlicos que involucran la forma y turgencia de la célula, como el
crecimiento, endo y exocitosis, asi como procesos que involucran la capacidad del agua
como solvente universal tales como, sefializacion molecular, comunicacion hormonal, entre
otros (Moreno, 2009).

La toxicidad i6nica se da por la acumulacion de sales principalmente de NaCl, que es la sal
mas comun en el suelo, en la célula. La incapacidad de la célula de compartimentar el
exceso de iones Na* y CI en la vacuola desencadena la inhibicion de la funcionalidad de la

membrana, inhibicién de la fotosintesis y alteraciones en las enzimas involucradas en el
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transporte selectivo. Generalmente se asume que mucho de los efectos de la toxicidad

i6nica del Na* se debe a la competencia de este con el K* en el sitio de activacién de varias
enzimas. Por otro lado el exceso de iones entorpece la captaciones de nutrientes como K,
NO-, PO, Ca?"y Mn?* por el desequilibrio hidrico y la afectaciéon de canales de aniones y

cationes en la rizosfera (Reyes et al., 2008; Lamz-Piedra et al., 2013).

El estrés salino provoca un aumento en la concentracion de especies reactivas del oxigeno
(ROS) por los efectos de la toxicidad i6nica, estrés osmoético y deficiencias nutricionales.
ROS como el H20;, Oz y -OH, ocasionan reacciones fitotbxicas como la peroxidacion
lipidica, oxidacion de proteinas y mutaciones del ADN (Peralta-Pérez & Volke-Sepulveda,
2012; Lamz-Piedra et al., 2013).

Aspectos fisioldgicos de la tolerancia del arroz al estrés salino

La tolerancia a la salinidad es la capacidad de las plantas para completar su ciclo fenol6gico
y producir semillas viables bajo un estrés salino. A esta definicion se le agrega la capacidad
de la planta de sobrevivir y generar rendimientos econémicos aceptables que sean
comparables a los obtenidos en condiciones sin estrés salino. Los mecanismos fisioloégicos
descritos para la tolerancia al exceso de sales son el ajuste osmatico, exclusién de iones a
nivel radicular, retencién de iones en vacuolas y la perdida de sales a través de la caida de

hojas y frutos (Reyes et al., 2008).

Las plantas que crecen en condiciones salinas pueden reducir el potencial osmotico interno,
para contrarrestar el externo, manteniendo las funciones metabdlicas normales y evitar la
deshidratacion. Esto se logra gracias a la acumulacion de solutos organicos como la
betaina, prolina y sacarosa, ademas se ha reportado la acumulacion de iones inorganicos
para estabilizar la estructura cuaternaria de las proteinas y fungir como aceptores de
radicales libres. La acumulacion de prolina estabiliza las membranas y sus componentes
incluyendo el complejo Il de la cadena de transporte de electrones. Ademas de fungir como
aceptor final de los radicales libres, también induce la expresion de genes de respuesta a
estrés salino ya que estos poseen elementos de respuesta a prolina en sus promotores
(Reyes et al., 2008).
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Ademas, la exclusion de iones a nivel radical y retencién en vacuolas de las raices y demas

organos es la estrategia mas utilizada en plantas glicéfitas (como el arroz) para tolerar la
salinidad. Esta se da gracias a la actividad del antitransportador Na*/H* SOS1 que es la
Unica proteina caracterizada hasta el momento, involucrada en el eflujo de Na* de la
membrana plasmatica de las células vegetales. Se ha demostrado que plantas de
Arabidopsis mutantes para este gen son mas sensibles a la salinidad. Por otro lado, se ha
verificado que esta respuesta es muy costosa metabdlicamente ya que es necesario
generar un gradiente de protones para la actividad antitransporte Na*/H* (Reyes et al., 2008;
Lamz-Piedra et al., 2013).

La desintoxicacién de especies reactivas de oxigeno es otro mecanismo estudiado en la
tolerancia a la salinidad. Se ha reportado que plantas de arroz tolerantes al exceso de sales
presentan una sobreexpresién del sistema antioxidante involucrados en la sintesis de
ascorbato peroxidasa, glutation reductasa, superoxido dismutasa, catalasas, asi como

enzimas involucradas en la sintesis de carotenoides (Lamz-Piedra et al., 2013).

Basado en la informacién recolectada la presente investigacion pretende inducir
mutagénesis en callos embriogénicos de arroz CR5272 con radiaciones gamma y
preseleccionarlos in vitro bajo condiciones de estrés salino por NaCl. Para luego,
caracterizar de manera molecular por AFLP, MSAP y gRT-PCR los cambios en la expresion
génica de genes relacionados a la resistencia a esta condicién, asi como determinar la

concentracién de proteinas totales en una poblacién M3.
Objetivo general

Analizar a nivel molecular y bioquimico mutantes M3 de arroz (Oryza sativa indica L. var
CR5272), generados por radiacion gamma de una fuente de cobalto 60, seleccionados bajo

condiciones de estrés salino inducido con NaCl.
Objetivos especificos

Generar variabilidad genética en callos embriogénicos de arroz, var. CR5272 por medio de

la irradiacion gamma con una fuente de cobalto 60 (Co60).
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Evaluar mediante la técnica de AFLP y MSAP la variabilidad genética de mutantes M3 de

arroz (Oryza sativa indica L. var CR5272) seleccionado bajo estrés salino con NacCl.

Comparar la expresion de algunos genes relacionados con la respuesta al estrés salino en
plantas mutantes M3 de arroz (Oryza sativa indica L. var CR5272) bajo condiciones de

estrés salino con NaCl mediante gRT-PCR.

Determinar la concentracién de clorofila a y b en hojas de plantas mutantes M3 de arroz

(Oryza sativa indica L var CR5272) bajo estrés salino con NaCl.

Cuantificar los niveles de proteinas totales en tejido foliar de plantas mutantes M3 de arroz

(Oryza sativa indica L var CR5272) bajo estrés salino con NacCl.
Materiales y métodos

La investigacion se realizé en el Laboratorio de Biotecnologia Aplicada al Mejoramiento
Genético del Arroz del Centro de Investigacién en Biologia Celular y Molecular y en el
Laboratorio de Biotecnologia de Plantas de la Escuela de Biologia de la Universidad de
Costa Rica. Se conto con la colaboracion del Laboratorio de Irradiacion Gamma del Instituto
Tecnologico de Costa Rica en el marco del proyecto de investigacion FEES-CONARE 801-
B6-655 titulado “Generacion de variabilidad genética en arroz: una alternativa para enfrentar
el cambio climatico y favorecer la seguridad alimentaria en Costa Rica”. Asi mismo se cont6

con la colaboracion de Centro Nacional de Innovaciones Biotecnoldgicas, CENIBiot.

El material experimental utilizado fue semilla certificada de arroz (Oryza sativa indica L.) de
la variedad CR5272 facilitadas por el Instituto Nacional de Innovacién y Transferencia

Agropecuaria (INTA) del Ministerio de Agricultura y Ganaderia de Costa Rica.
Obtencidn de callos embriogénicos a partir de semillas de arroz var. CR5272.

Los medios de cultivo utilizados para la induccién de callos embriogénicos tanto para la
seleccién de dosis de trabajo como para obtencion de mutantes fue el descrito por Bai et al.

(2014), que consistié en un medio MS (Murashige & Skoog, 1962) suplementado con 2,5
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mg/L de 2,4-D, 30 g/L sacarosa, 0,3 g/L de caseina hidrolizada, 0,5 g/L de prolinay el pH

se ajusté a 5,8.

Las semillas de arroz var. CR5272 se pelaron y se colocaron en un frasco de vidrio estéril
con tapa, se les afiadieron 25 mL de hipoclorito de sodio al 3,5% i.a y 5 gotas de Tween®
20 y se agito por 20 min. Transcurrido este tiempo se eliminé el hipoclorito de sodio y se
enjugaron las semillas con agua destilada estéril dos veces para eliminar el cloro. Este
procedimiento se realiz6 una vez mas, para luego colocar las semillas desinfectadas en una

placa con papel toalla estéril, para eliminar el exceso de humedad (Garcia-Arias, 2011).

Las semillas desinfectadas se colocaron en placas Petri con 20 mL de medio de induccion
de callos embriogénicos en oscuridad por dos semanas a 25°C, tiempo necesario para la
aparicion de callos con apariencia embriogénica (color crema claro, textura suave y

granulosa).
Regeneracion de embriones a plantulas de arroz

Los callos embriogénicos obtenidos en el paso anterior se subcultivaron a placas Petri con
20 mL medio de regeneracidn constituido por un medio MS (Murashige & Skoog, 1962),
suplementado con 30 g/L de maltosa, 0,3 g/L de BAP, 0,5 g/L de ANAy 0,1 g/L de caseina
hidrolizada con pH 8 (Bai etal.,, 2014). Se subcultivaron Unicamente los callos con
apariencia embriogénica eliminando el tejido oxidado. Se incubaron por un mes a 25°C con
un régimen luminico de 16 h luz. Transcurrido este mes los callos que se tornaron de color
verde se subcultivaron a una placa Petri con medio fresco de regeneracion por otro mes en

las mismas condiciones que el paso anterior, para la obtencién de plantulas.

Las plantulas regeneradas se separaron del resto del tejido callogénico y se subcultivaron
a un frasco de 500 mL con 50 mL de medio fresco de regeneracién por un mes a 25°C con
régimen luminico de 16 h luz, para culminar el desarrollo de estas plantulas. Una vez que
las plantas desarrollaran raices, al cabo de dos meses, se procedié a su aclimatacion,
aquellas plantas que aun no tenian un buen desarrollo radical se subcultivaron a medio de

regeneracion fresco por un mes mas en las mismas condiciones (Garcia-Arias, 2011).
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Seleccion dosis de trabajo para la generacion de mutantes de arroz var

CR5272 y seleccion bajo condiciones de estrés salino con NaCl

Seleccion dosis de radiacion para la generacion de mutantes de arroz var CR5272

Se irradiaron callos embriogénicos de 15 dias de edad en el Gamacel del Laboratorio de
Irradiacion Gamma del Instituto Tecnolégico de Costa Rica, disefiado y construido por la
compainiia IZOTOP (Institute of Isotopes Co. Ltd.), de Hungria. Se utilizaron dosis de 0, 20,
40, 60, 80 y 100 Gray (Gy).

Se irradiaron un total de 120 callos por dosis, agrupados en placas Petri con 20 mL de
medio de induccién de embriogénesis con 20 callos embriogénicos cada una. Se colocaron
10 placas en la camara del Gamacel por ronda de irradiacion. Los controles constaron de
120 callos que se llevaron hasta las instalaciones del Gamacel, pero no se irradiaron. Se

realizaron 3 repeticiones de cada dosis.

Los callos irradiados y no irradiados se colocaron en oscuridad por 3 dias a 25°C y luego
se subcultivaron a placas Petri con medio de regeneracion fresco. Se evalué la
sobrevivencia de callos y la regeneracion de embriones somaticos después de un mes de
ser subcultivados al medio fresco. Ademas, se realizaron cortes histolégicos de callos
embriogénicos irradiados al mes de ser subcultivados, para determinar el efecto a nivel

celular de la radicacibn gamma en estos.

Se analiz6 la normalidad de los datos obtenidos de la sobrevivencia y el porcentaje de
regeneracion de los callos irradiados con ayuda del programa estadistico InfoStat®,
mediante la prueba de Shapiro-Wilk y se utilizé el andlisis de varianza que se ajustoé a la

normalidad de los datos.

Andlisis histoldgicos de callos embriogénicos de arroz irradiados a distintas dosis

de radiacion gamma

Se tomaron 5 callos embriogénicos de arroz luego de 15 dia de ser irradiados a dosis de 0,
20, 40, 60, 80y 100 Gy y se fijaron quimicamente por inmersion de los callos embriogénicos

de arroz luego de 15 dias de ser irradiados a, tomando, en la medida de lo posible, callos
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oxidados, con coloracion verde (regenerantes) y con coloracion crema o blanca

(embriogénicos). La fijacion se realiz6 sumergiendo los callos en un buffer FAA (10% de
formaldehido al 37% v/v, 5% de &cido acético glacial y 85% alcohol etilico al 70% v/v), por
un periodo de 24 h a 25°C (Sandoval, 2005). Transcurrido este tiempo se procedié a

procesar el material para realizar los cortes histoldgicos.

Las muestras se deshidrataron sumergiéndolas por 5 min en una secuencia creciente de
soluciones de alcohol etilico (60%, 70%, 80% y 90% v/v). Luego los callos embriogénicos
irradiados y no embriogénicos se sumergieron en alcohol etilico al 95% v/v por 10 min,
seguido por dos cambios en alcohol etilico anhidro por 10 min. Luego el material se coloco
en una solucion de xileno:alcohol anhidro en proporcién 1:1 por 10 min, seguido de dos

cambios en xileno puro, sumergiendo el tejido 10 min entre cada cambio.

Una vez el material se deshidrato se procedi6 a realizar la infiltracién en parafina Paraplast
Plus de la casa comercial Leica®. Los tejidos se colocaron en una soluciéon 1:1 de
xileno:parafina por 40 min a 60°C y luego se realizaron dos cambios en parafina pura por
una hora a 60°C. Finalizado este proceso los tejidos se incluyeron en un bloque de parafina
para proceder con los cortes en micrométricos de 5 um con ayuda de un micrétomo de
rotacion HistoStat 820 Reicehrt®. Los cortes se almacenaron en una estufa a 60°C hasta
que se procedio a realizar la tincion (R. Garcia, 1993; Prophet, Mills, Arrington, & Sobin,
1995; Sandoval, 2005). Previo a la tincién, se elimin6d la parafina de los cortes con dos
cambios de xileno puro por 10 min y se procedié a realizar una rehidratacién con un
gradiente decreciente de alcohol etilico. Para ello, se usaron las mismas concentraciones

de alcohol y tiempos utilizados en la deshidratacion.

Se utilizé una tincion general de Azul de Toluidina al 0,2% m/v en solucién acuosa saturada
con acido bdrico. Las muestras se sumergieron por 20 min en la solucién de tincién y se
elimind el exceso de colorante con ayuda de agua corriente por 2 min (Lillie, 1977); Prophet
et al., 1995; Sandoval, 2005).

Posteriormente, las muestras tefiidas se deshidrataron nuevamente utilizando gradiente de
alcohol ascendente como en las deshidrataciones anteriores y se aclararon con dos
cambios de xileno y se montaron de forma permanente en medio soluble de xileno

(Etelldan®). Las muestras se secaron a temperatura ambiente por 3 h (Sandoval, 2005).
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Los cortes histologicos procesados se llevaron al Centro de Investigacion en Estructuras

Microscépicas (CIEMIC) de la Universidad de Costa Rica, donde se observaron en un
microscopio invertido OLYMPOS [X51 y las imagenes de las micrografias se tomaron con
una cdmara OLYMPOS DP17.

Seleccion dosis de trabajo NaCl para simular el estrés salino en plantas de arroz

subespecie indica var CR5272

Se determind la tolerancia in vitro de los callos embriogénicos, asi como de plantulas de
arroz var CR5272 de 5 y 15 dias de edad, a distintas concentraciones de NaCl grado
reactivo de la casa comercial SIGMA® (0, 50, 100, 150, 200, 250 y 300 mM). Se evalud la
capacidad de formacion de callo embriogénico y regeneracién de plantulas, asi como la

sobrevivencia de los callos y las plantulas en estas condiciones, luego de 30 dias de cultivo.

Se comparé el efecto de la sal de mesa en las variables evaluadas para NaCl grado reactivo
(SIGMA®). La sal de mesa (marca SABEMAS®) utilizada contenia ademas de NacCl, fltor
en una concentracion de 175-225 mg/Kg y Yodo a 30-60 mg/Kg.

La formacién de callos embriogénicos se evalué cuantificando la cantidad de callos
formados, asi como el peso fresco y seco de una submuestra. Para determinar el peso seco
se colocaron 12 callos embriogénicos en un sobre de aluminio y se secaron a 80°C por 24
h en una estufa Dalvo ® modelo TDE/70. Se evaluaron un total de 120 callos por dosis para
la formacién de callos y 10 paquetes de 12 callos para la determinacion del peso freso y
seco. El experimento se repitié en 3 ocasiones, para un total de 360 callos y 30 paquetes

por dosis de NaCl.

Ademas, se evaluo la sobrevivencia y el crecimiento de las hojas y las raices de plantas de
arroz luego de un mes de cultivo de vitro plantas cultivadas en medio MS a la mitad de las
sales con distintas dosis de NaCl (0, 50, 100, 150, 200, 250 y 300mM). Estas evaluaciones
se realizaron en vitro plantas de 5y 15 dias de edad. Se analiz6 un total de 40 vitro plantas

por tratamiento, considerando cada planta como una unidad experimental.

Se analizé la normalidad de los datos obtenidos formacién de callo, el peso fresco y seco,

asi como los promedios de los datos obtenidos para las evaluaciones de las vitro plantas
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con la ayuda del programa estadistico InfoStat®, mediante la prueba de Shapiro-Wilk y se

utilizo el analisis de varianza que se ajusté a la normalidad de estos.
Seleccion bajo condiciones in vitro de los mutantes de arroz

Los mutantes se obtuvieron al irradiar 300 callos embriogénicos de arroz de 15 dias de
edad con la dosis de radiacién seleccionada y subcultivarlos a medio de cultivo de
regeneracion suplementado con la dosis de NaCl elegida en la seccién anterior. Los callos
se cultivaron en un fotoperiodo de 16 h luz a 25°C. Luego de dos, semanas los tejidos
sobrevivientes se separaron y se subcultivaron a un medio de regeneracion y posterior
aclimataciéon en el invernadero, manteniendo las condiciones de salinidad en el medio de

cultivo.

Aclimatacion de supuestos mutantes de arroz M1V1 para la obtencién de

semillas M3

La aclimatacién se llevo a cabo Unicamente en plantas con un sistema radical visiblemente
desarrollado, para asegurar su sobrevivencia al proceso. Las plantas se sacaron del medio
de cultivo, se eliminaron los restos del medio de cultivo y se sembraron en bandejas de 190
cc con una dimension de 50 cm x 30 cm con sustrato estéril compuesto de suelo y fibra de
coco en una proporcion de 1:1, las cuales se colocaron en una camara de humedad con
una pelicula de agua de 1 cm de altura y en la parte superior se colocé un papel plastico
con agujeros de 50 mm separados equidistantemente en toda la superficie del papel
plastico y se fueron agrandando 50 mm cada semana durante un mes, manteniendo la

altura de la pelicula de agua en 1 cm.

Transcurrido el mes en la cdmara humeda, las plantas mutantes M1 se trasplantaron a
macetas de 15 cm de diametro y 12,3 cm de altura con el mismo sustrato que el utilizado
para las bandejas para que completaran su ciclo de desarrollo. Luego de 30 dias de siembra
se aplicé 50 mg de fertilizante NPK 12:24:12 (Abopac®) para solventar los requerimientos
nutricionales de las plantas de arroz mutantes M1. Como control se sembraron 100 semillas

certificadas de arroz var CR5272.
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Al cabo de dos meses de cultivo se obtuvieron las semillas M2 y se sembr6é en macetas de

15 cm de diametro y 12,3 cm de altura con el mismo sustrato utilizado en las etapas
anteriores, dos terceras partes de las semillas obtenidas, el resto se almacenaron bolsas
de papel y se almacenaron un lugar fresco y seco. Se sembraron 5 semillas por maceta,
colocadas de manera equidistante. A los 30 dias de siembra se aplicaron 50 mg de
fertilizante NPK 12:24:12 y la semilla M3 se obtuvo a los 3 meses de cultivo.

Se realizé una caracterizacion morfométrica de los descriptores minimos de las plantas
mutantes siguiendo la guia del IBPGR-IRRI (1980). Esto se realiz6 para las plantas M1 y
M2. Para las plantas M3, no fue posible obtener los datos para todas las variables, ya que
se tomaron muestran foliares y radicales para los andlisis moleculares y bioquimicos en

fechas previas a las establecidas en la guia del IBPGR-IRRI.

Seleccion ex vitro y caracterizacion morfologica de mutantes M3 de arroz

obtenidos de callos embriogénicos de arroz subespecie indica var. CR5272

Dos terceras partes de las semillas M3 de los mutantes regenerados de la etapa anterior,
se colocaron en un sistema de hidroponia para su germinacion y posterior seleccion, asi
como caracterizacion morfoldgica y bioquimica. Para ello se siguio el protocolo descrito en
el manual de protocolos para la seleccion pre campo de mutantes de arroz y trigo tolerantes
a sal (Bado et al., 2016). La dosis de NaCl para la seleccién de los mutantes M3 tolerantes
a NaCl fue la seleccionada previamente como dosis de trabajo y se agregé en la solucion
hidropénica Yoshida (Anexo 1). El ensayo se disefié con dos tipos de control, uno bajo
estrés salino y otro sin este, en ambos casos se utilizaron semillas de arroz subespecie
indica var. CR5272. El sistema de hidroponia se encontraba en un invernadero con un rango
de temperatura promedio entre 20 y 39,7°C y un porcentaje de humedad ambiental entre
21y 77%.

El sistema hidropdnico constd de cajas plasticas tipo Mérida cerrada con dimensiones de
71,5 x 41,5 cm con 25,5 cm de altura, conectadas con un sistema de llenado y desagiie
construido con tubos PVC de %%”". Las plataformas de germinacion y de sostén de las plantas
constd de laminas de estereofén de 2” de ancho y se utilizaron tiras de 10 x 2 x 2 cm de

espuma para ajustar las plantas en los agujeros de las plataformas de cultivo.
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Figura 1. Sistema de hidroponia utilizado para la evaluacion de los mutantes M3 | de arroz

bajo condiciones de estrés salino simulado con NacCl.

La base de germinacion se construy6 recortando cuadrados de 3 cm con una base de saran
de 70% (Figura 2). La tercera parte de las semillas de M3 de cada mutante se coloco en
una cama de germinacion, colocando menos de 200 semillas por recuadro. Para los
controles se utilizaron 100 semillas tanto para el control con salinidad como el control sin
esta. Las cajas se llenaron con 20 L de solucion hidropénica y las plataformas de
germinacion se colocaron justo por encima de la superficie del liquido, sin dejar que las

semillas se cubrieran por completo para evitar el crecimiento de algas.

y i AT BEm A




18
Figura 2. Plataformas utilizadas para la evaluacion de mutantes de arroz M3 en condiciones

de estrés salino con NaCl en un sistema hidropénico. A) germinacion, B) plataforma 1, C)

plataforma 2.

Luego de 21 dias se contabilizé el porcentaje de germinacion y se procedio al trasplante de
las plantas a la plataforma de cultivo 1. Esta consté de una lamina de estereofén de 2” de
ancho con 24 agujeros de 2 cm de didmetro distribuidos por toda la plataforma de manera
equidistante (Figura 2), las cajas se llenaron con 30 L de solucion hidroponica. Se
trasplantaron 50 plantas de arroz indica var. CR5272 de cada control (con y sin salinidad),
asi como 30 plantas de la linea mutante |, 21 de la linea Il, 12 de la linea Ill, 45 de la linea
IVy17 de lalinea V.

Se dejaron en estas plataformas por 60 dias, donde al finalizar este tiempo se evalué la
sobrevivencia de las plantas de cada linea mutante, asi como los controles con y sin
salinidad. También se midi6 el crecimiento vegetativo, el crecimiento radical y el desarrollo
de brotes, asi como la apariencia de los mutantes sobrevivientes, estos datos se

compararon con los recopilados de las plantas control con y sin salinidad.

Las Unicas 7 plantas sobrevivientes al estrés salino de la linea mutante |, asi como 20
plantas de ambos controles se trasplantaron a la plataforma de cultivo 2, similar a la de
cultivo 1, con la diferencia que el didametro de los agujeros se aument6 a 4 cm y el nimero
se redujo a 18 (Figura 2). En estas condiciones se mantuvieron por 30 dias para que se
llevara a cabo la floracién y produccion de semilla. Culminado los 30 dias se contabilizaron
las semillas producidas y se comparé con el promedio de 20 plantas control con y sin

salinidad.

Caracterizacion molecular

El ADN gendmico del tejido foliar y radical de los supuestos mutantes seleccionados bajo
estrés salino, asi como de los controles absolutos, se extrajo por el método CTAB
modificado por Araya (Araya, Murillo, Aguilar, & Rocha, 2005). Se tomaron 100 mg de tejido
vegetal, se macero con ayuda de nitrdgeno liquido y se colocaron en 750 pL de buffer de
extraccién (100 mM de Tris HCI pH 8, 1,4 M de NaCl, 20 mM de EDTA pH 8, 2% m/v de
CTAB, 2% m/v de PVP, diluidos en agua) en un tubo de 2 mL.
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Las muestras se incubaron por 20 min a 65°C en agitacion constante. Luego de este tiempo

se dejo a enfriar a temperatura ambiente y se agregaron 750 pL de cloroformo:octanol en
proporcion 24:1. Se homogenizé por inversion durante 1 min y se centrifugé a 130000 rpm.
Concluido la centrifugacién se transfirié el sobrenadante a un tubo de 1,5 mL y se afiadi6
un volumen de isopropanol, mezclando por inversion. Esta mezcla se incub6 en hielo por 5
min y se centrifug6d a 13000 rpm por 5 min, terminado este tiempo se elimind el
sobrenadante, se lavo el pellet con 500 pL de etanol al 70% frio y se dejo reposar en frio
por 2 min para luego centrifugar a 13000 rpm por 5 min. Se elimind el etanol y se dej6 secar
en pellet por 30 min a 45°C. El pellet de ADN se resuspendié en agua libre de nucleasas y

se agreg6 1 pL de ARNasa 10U/ L de la casa comercial Thermo Fisher Scientific®.

Se determiné la concentracién y la calidad del ADN en un Nanodrop 2000 (Thermo Fisher
Scientific®) y se seleccionaron las muestras como una relacién 260/280 cercana a 1,8, asi
mismo la integridad se determiné mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1% m/v

a 90V por 45 minutos.

Se extrajeron los ARN totales de muestras foliares y radicales de los mutantes M3 de arroz
y de plantas de arroz control. CR5272 con y sin estrés salino. Se tomaron muestras en dos
estadios de desarrollo que fueron prefloracion (60 dias después de la germinacion) y

postfloracion (90 dias después de la geminacién) mediante el método de Trizol®.

Se determiné la calidad y concentracion del ARN en un Nanodrop 2000 (Thermo Fisher
Scientific®), donde se seleccionaron Unicamente las muestras con una relacién 260/280
cercana a 2. Para determinar la integridad del ARN se preparo un gel desnaturalizante.
Para ello, se pesaron 1,2 g de agarosa y se disolvieran en 98 mL de buffer FA 1X (FA 10X:
200 mM de &cido 3-[N-morfolino]propanesulfonico (MOPS), 50 mM acetato de sodio, 10mM
de EDTA, pH 7) y se le afiadieron 2 mL de formaldehido al 37%. Se tomaron 3 uL de ARN
y se mezclaron con 3 L buffer de carga de ARN 2X (Thermo Scientific®). Cada muestra
se carg6 en el gel de agarosa desnaturalizante y se corrid la electroforesis a 90 V por 45

min.

Para los analisis de MSAP y gRT-PCR se realizaron mezclas por separado de los ADN y
ARN extraidos de las plantas de arroz controles con y sin estrés salino, asi como de 7

mutantes M3 sobrevivientes al proceso de seleccion hidropénico con NaCl. Las mezclas
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fuero de no més de 5 individuos, tomando en cuenta el aspecto fenotipico, mezclando los

que presentaran un aspecto similar.

Andlisis de AFLP de mutantes M3 de arroz de la linea |

Se utilizé el protocolo descrito por Vos y colaboradores para el andlisis de AFLP (Vos et al.,
1995)., con reactivos Thermo Scientific®. EI ADN extraido de 4 plantas control de arroz y
de 7 mutantes de arroz M3 de la linea |, sobrevivientes a 8 semanas de cultivo hidropdnico
bajo estrés salino, se digirié con las enzimas de restriccién EcoRI y Msell. Para lo cual se
preparé una reaccion de restriccion compuesta por buffer Tango 2X, 10U de EcoRI, 1U de
Msell y 1800 ng de ADN. Esta reaccion se incubé a 37°C por 3 h seguido de una

inactivacion enzimatica a 80°C por 20 min.

Una vez digerido el ADN se procedié a ligar los adaptadores para EcoRIl (5'-
CTCGTAGACTGCGTACC-3'/3-CATCTGACGCATGGTTAA-5) y Msel (5-
GACGATGAGTCCTGAG-3/3-TACTCAGGACTCAT-5") para lo cual se tomaron 10uL de
ADN digerido y se mezclé con una reaccion de ligacibn compuesta por 50 mM de NacCl,
0,05 mg/uL de BSA, buffer de ligasa T4 1X, 1U de ligasa T4, 2 umol de adaptador Msel y
0,2 umol de adaptador EcoRI para un volumen final de 25 pL. La ligacién se llevé a cabo a
37°C por 3 h, luego a 18°C por 2 h y finalmente a 15°C por 2 h. La reaccion de ligacion se

diluy6 a una quinta parte para utilizarla en la amplificacion preselectiva.

La amplificacién preselectiva se llevé a cabo al mezclar 4 pL de la reaccion de ligacion
diluida 1:5 con buffer Taq polimerasa 1X, 1,5 uM de MgClz, 0,2 uM de dNTPs, 0,025 mg/puL
de BSA, 0,2 uM de cebador complementario a los adaptadores EcoRIl y Msel (5'-
CTCGTAGACTGCGTACC-3, 5-TACTCAGGACTCAT-3’), asi como 0,1 U de Taq
polimerasa, para un volumen final de 25 L. La reaccién de PCR se llevo bajo las siguientes
condiciones, 20 ciclos de 72°C por 2 min, 94°C por 30 s, 56°C por 1 min, seguido 72°C por
2 min y 60°C por 15 min.

La amplificacién selectiva se realizé6 con una dilucién 1:10 de los productos de las
reacciones de amplificacion preselectiva, mezcladas con buffer Taq polimerasa 1X, 1,5 uM
de MgCly, 0,2 uM de dNTPs, 0,025 mg/uL de BSA, 0,2 uM de cebadores (Cuadro 1), asi

como 0,1 U de Tag polimerasa, para un volumen final de 25 pL. Cada cebador de EcoRI se
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combind con cada uno de los cebadores para Msel de manera separada, para un total de

12 combinaciones distintas.

Cuadro 1. Cebadores utilizados en la amplificacion selectiva del andlisis de AFLP, de los
mutantes de arroz M3 de la linea | y plantas arroz control sometidos a estrés salino con
NacCl.

EcoRI* (5-3)’ Msel (5’-3)

CTCGTAGACTGCGTACCACA ( ) TACTCAGGACTCATCAA
CTCGTAGACTGCGTACCACC (NED) TACTCAGGACTCATCAT
CTCGTAGACTGCGTACCAGG (VIC) TACTCAGGACTCATCAG

TACTCAGGACTCATCAC

* Los cebadores estan marcados con fluoroforos indicados entre paréntesis.

La reaccion selectiva de PCR se corri6 bajo el siguiente programa de termociclado, 94°C
por 2 min, seguido de 13 ciclos de 94°C por 30 s, 65°C por 30 sy 72°C por 2 min, luego 24
ciclos de 94°C por 30 s, 56°C por 30 sy 72°C por 2 min, finalizando con 60°C por 30 min.

Para el analisis de los productos de la amplificacion selectiva en el secuenciador Genetic
Analyzer 3130xI de Applied Biosystems del Centro Nacional de Innovaciones
Biotecnoldgicas, CENIBIOT, se mezclaron los productos de PCR de cada combinacion de
cebadores (Cuadro 1), de las mismas muestras de ADN. Luego se tomaron 1,5 pL de esta

mezcla y se combiné con 0,4 uL de marcador Liz 600 y 8,5 uL de formamida desionizada.

Los datos obtenidos se codificaron en una matriz de 0 y 1. Donde 1 representa la presencia
y 0 ausencia de la sefal en el patrén del electroferograma. El andlisis estadistico y la
construccion del dendograma se realiz6 con el programa DARwin® version 6.0.14 y como

parametro de estimacioén se utilizé el indice de Jaccard (1908) y un bootstrap de 30000.
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Analisis de los patrones de metilacion por MSAP de los mutantes de arroz M3

sometidos a estrés salino

Se analiz6 el patron de metilacion de 7 plantas mutantes, luego de 60 dias en cultivo
hidropdnico bajo estrés salino y se compard con el patrén de 4 plantas no mutantes sin
estrés salino (control absoluto) y bajo estrés salino (control sal). Se utilizé el protocolo
descrito por Lu y colaboradores (Lu et al., 2006). Los reactivos utilizados en este andlisis

fueron marca Thermo Scientific®.

La restriccion y ligacion de adaptadores se llevé a cabo mezclando 500ng de ADN con
buffer Tango 2X, buffer T4 ligasa 1X, 50 mM de NaCl, 0.05 mg/uL, 5 U de Ligasa T4, 5 U
de EcoRl, 5 U de Mspl/Hpall, 0,25 mM de adaptador de EcoRIlI (5-
CTCGTAGACTGCGTACC-3'/5-AATTGGTACGCAGTCTAC-3") y 2,5 mM de adaptador de
Mspl/Hpall (5-GATCATGAGTCCTGCT-3'/5-CGAGCAGGACTCATGA-3"). La mezcla se

incub6 a 37°C por 2,5 h, seguido de una inactivacién enzimatica a 80°C por 20 min.

La amplificacion preselectiva se prepar6 mezclando 4 pL de la reaccion de ligacion diluida
1:5 con buffer Taq polimerasa 1X, 1,5 uM de MgCl;, 0,2 uM de dNTPs, 0,025 mg/uL de
BSA, 0,2 uM de cebador complementario a los adaptadores EcoRI y Mspl/Hpall (5'-
CTCGTAGACTGCGTACC-3' y 5-CGAGCAGGACTCATGA-3'), asi como 0,1U de Taq
polimerasa, para un volumen final de 25 pL. La reaccion de PCR se dio bajo las siguientes
condiciones, 25 ciclos de 72°C por 2 min, 94°C por 30 s, 56°C por 1,5 min, seguido 72°C
por 1,5 min y 60°C por 15 min.

La amplificacién selectiva se realizé6 con una dilucién 1:10 de los productos de las
reacciones de amplificacion preselectiva, mezcladas con buffer Tag polimerasa 1X, 1,5 uM
de MgCl,, 0,2 uM de dNTPs, 0,025 mg/uL, 0,2 uM de cada cebador (Cuadro 2), asi como
0,1 U de Taq polimerasa, para un volumen final de 25 pL. Cada cebador de EcoRI se
combin6 con cada uno de los cebadores para Mspl/Hpall de manera separada, para un

total de 12 combinaciones distintas.

Cuadro 2. Cebadores utilizados en la amplificacion selectiva del andlisis de patrones de
metilacién de mutantes M3 de arroz y plantas de arroz control bajo estrés salino en etapa

de pre y postfloracion.
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EcoRI* Mspl/Hpall |
CTCGTAGACTGCGTACCACA ( ) CGAGCAGGACTCATGACAC
CTCGTAGACTGCGTACCACC (NED) CGAGCAGGACTCATGATTA
CTCGTAGACTGCGTACCAGG (VIC) CGAGCAGGACTCATGACAG
CGAGCAGGACTCATGATCG

* Los cebadores estan marcados con fluoroforos, indicados entre paréntesis.

La reaccion de PCR selectivo se corrié bajo el siguiente programa de termociclado, 94°C
por 2 min, seguido de 13 ciclos de 94°C por 30 s, 65°C por 30 sy 72°C por 2 min, luego 24
ciclos de 94°C por 30 s, 56°C por 30 sy 72°C por 2 min, finalizando con 60°C por 30 min.
Los productos de PCR se analizaron en el secuenciador Genetic Analyzer 3130xI de

Applied Biosystems en el Centro Nacional de Innovaciones Biotecnoldgicas, CENIBIOT.

Para el analisis de los productos de la amplificacion selectiva en el secuenciador, como
cebador paso se mezclaron todos productos de PCR, de cada combinacion de cebadores,
de las mismas muestras de ADN. Luego se tomaron 1,5 yL de esta mezcla y se combiné

con 0,4 uL de marcador Liz 600 y 8,5 yuL de formamida desionizada.

Los datos obtenidos se codificaran en una matriz de O y 1, donde 1 representa la presencia
y 0 ausencia de la sefial en el patron del electroferograma. El analisis del patrén de
metilacién se realiz6 siguiendo los criterios descritos por Zheng et al., 2013 y Fulnecek &
Kovarik, 2014, donde las bandas obtenidas se clasificaron en grupos segun su aparicién en
cada digestion. Las bandas que aparecieron tanto en la digestion doble de Mspl/Hpall, asi
como en las digestiones por separado, se identificaron como tipo I. Las de tipo Il fueron las
gue Unicamente aparecieron en la digestion con Mspl, por su parte las de tipo Il fueron las
que aparecieron Unicamente en la digestidon con la enzima Hpall. Por ultimo, las bandas

gue Unicamente aparecieron en la doble digestién se catalogaron como tipo IV.

Para calcular el porcentaje de metilacion se utilizd la siguiente férmula:
{(Mx2++IV)/[(I+T+TT+IV)]x2}x100. El porcentaje de metilacion completa se calculé con la
formula [(IN+1V)/( 1+11+111+1V)]x100 y el porcentaje de hemimetilacion con la formula: [I1/(
[+11+111+1V)]x100.
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Andlisis de los cambios de expresion de genes relacionados con la tolerancia a

salinidad de mutantes M3 de arroz mediante qRT-PCR

Se tomaron los extractos de ARN de plantas de 60 y 75 DDG cultivo hidropénico (pre y
postfloracion), de los cuales fueron 7 mutantes bajo estrés salino y 4 controles absolutos,
asi como 4 controles bajo salinidad. Se mezclaron los extractos de ARN de mutantes con
tolerancia aparente, asi como los susceptibles y los controles absoluto y control sal por
separado. Se realiz6 una retrotranscripcion con PCR en un solo paso, utilizando el kit
AccessQuick™ RT-PCR System de Promega®. La reaccion de retrotranscripcion y PCR se
llevé a cabo a 45°C por 45 min, seguido de 95°C por 15 min, luego 40 ciclos de 94°C por
15 s, 56°C por 30 s, 72°C por 30 s y finalmente 72°C por 3 min.

Los productos de la retrotranscripcion se utilizaron para realizar un gPCR, utilizando
cebadores de genes con relacion reportada con la tolerancia a estrés salino (CYSB,
SAMDC, SAMS, HKT2, Cuadro 3). Se realizaron pruebas para determinar la eficiencia y
estabilidad de la expresion de los genes endogenos de referencia (“housekeeping gene”,
ACT, Efa y TUB, ver Cuadro 3) en plantas control con y sin estrés salino, esto se realizé
para cada tejido (hoja y raiz). Una vez determinado esto el valor de C+ de cada gen se
normalizd con el valor del gen de referencia elegido para obtener el valor de AC+. Se
utilizaron valores de AAC+ relativa al control para el célculo de la expresidn génica relativa
(Rodriguez et al., 2013).

Para seleccionar el mejor gen de referencia, se analiz6 estadisticamente con el
complemento de Excel NormFinder (Andersen, Jensen, & @rntoft, 2004), la estabilidad de
la expresion de ARNm de cada gen candidato. Para lo cual se prepararon cantidades de
ARN estandar diluyendo ADNc (1/1, 1/5, 1/25, 1/125 y 1/625, cada muestra de gen por
triplicado). Sélo se utilizaron valores de ciclo de cuantificacion (Cq) inferiores a 40 para

calcular los coeficientes de correlacion (Bennett, Hondred, & Register, 2015).

La cuantificacion relativa se llevé a cabo utilizando los cebadores descrito en el Cuadro 3,
utilizando el programa de termociclado estandar del equipo StepOne™ Real-Time PCR
System, modificando Unicamente la temperatura de alineacion. El cual consistié en 10 min
a 95°C seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 s, 56°C por 1 miny 30 s a 72°C, seguido de un
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ciclo para determinar la curva de disociacién a 95°C por 15 s, 60°C a 1 min 'y 95°C por 15

S.
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Cuadro 3. Cebadores para genes relacionados con la respuesta a estrés salino y tres

“housekeeping gene”, utilizados en el estudio de los cambios de expresion génica en

plantas mutantes de arroz sometidas a estrés salino.

Nombre
cebador

Accesion NCBI Nombre del geny
gen funcién

Secuencia

Genes housekeeping

Tama
fio

espera

do

Referencia

Actina. F_GAAGATCACTGCCTTGCTCC

ACT AF237672 Sintesis de actina R_CGATAACAGCTCCTCTTGGC 250pb (Faye, 2011)
L. F_TTTCACTCTTGGAGTGAAGCAGAT (Niazi, Ramezani, &

EFa 0s03g0178000 Factor de enlongacién a R GACTTOCTTCACGATTTCATCGTAA 103pb Dinari, 2014)

I Tubulina. F_TCAGGTGCATCAGGATGATT (Borges, Tsai, &
TUB Isotig08544 Sintesis de  Tubulina R_ ACCCTCCAGCAAACTGATGA 100pb Caldas, 2012)
Genes relacionados con la respuesta a estrés salino
Cistationina beta-
sintasa. F_CGCACAACAACGGAGTCTAC .
0s09g0115500  giniesis de cisteinaa ~ R_GAGTCAAGTGCTAACAGATCATAAT — 290Pb  (Mishra etal., 2016)
partir de homocisteina.
S-adenosilmetionin
. F_CGGGTTTGAGGGATATGAGA .
SAMDC 0s02g0611200 ) dexarboxﬂasa_. R GAGGCTCGATTCAGAAAGGA 235pb  (Mishra et al., 2016)
Sintesis de poliaminas —
S-adenosilmetionina (Pushpalatha &
sintetasa. F_TCATCTCCACCCAGCACG
SAMS — Os0190323600  gjpiesis de S-adenosil- R_AGGGGTTGAGGTGGAAGAT 128pb Ha”szgfs“)ma“
L-metionina.
HKT2 2 ABO61313 Transportador F_GGGAGCATCTGCCAGGACAA 235pb (Faye, 2011)

Sodio/Potasio R_TTCTTATTTCTACGATTCAAAAGGC

Caracterizacion bioquimica de mutantes M3 de arroz de la linea | sometidos

a estrés salino por NaCl

Estimacién del contenido de clorofila a y b en hojas de mutantes M3 | de arroz sometidos a

estrés salino.

Para la estimacion del contenido de clorofila se siguié la metodologia descrita por Arnon,
1949. Se tomo6 un disco de 1 cm de diametro de la hoja anterior a la hoja bandera de 7
plantas mutantes de arroz y de controles absolutos y controles sal, de 2 meses y medio de
edad. Cada disco se homogeniz6 con 5 mL de etano 80% v/v. El macerado se trasvaso a
un tubo de centrifuga de 15 mL, manteniendo las muestras en oscuridad durante todo el

proceso.

Las muestras se agitaron a 130 rpm por 30 min y finalizado este tiempo se centrifugaron a

3500 rpm por 8 min. Se tomaron 2 mL del sobrenadante y se medi6 su absorbancia en un
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espectrofotdmetro marca Implem ® modelo P300 a 645 y 663 nm. El blanco utilizado fue

etanol 80% v/v.

La concentracién de clorofila a y b se calcul6é utilizando las siguientes férmulas, que

expresan la concentracién en mg/ pL (Arnon, 1949).
[Chla] = 12.70 X A663 — 2.69 X A645
[Chl b] = 22.90 X A645 — 4.68 X A663
[Chls a + b] = 20.21 X A645 + 8.02 X A663

Estimacién del contenido de proteinas totales en hojas de mutantes de arroz M3 |

sometidos a estrés salino por NaCl

Se tomaron muestras foliares de unos 5 cm, tanto de plantas los controles (plantas no
mutantes) con y sin estrés salino como de los 5 mutantes M3 | sometidos a estrés salino
sobrevivientes luego de 3 meses y se colocaron en un liofilizador por 4 dias para eliminar
completamente la humedad. El material liofilizado se mezclé de tal manera que Unicamente
se analizo en los laboratorios del CINA, UCR, tres muestras etiquetadas como control
absoluto (5 plantas), control sal (5 plantas) y mutantes M3 tolerantes a la salinidad (5
plantas). Cada paquete contenia 100 g de tejido liofilizado. En este laboratorio se determiné

el total de proteina cruda mediante el método de combustion AOAC-990.03 (Latimer, 2019).
Resultados

Seleccion dosis de trabajo para la generacion de mutantes de arroz

subespecie indica var CR5272 y seleccion bajo condiciones de estrés salino

Seleccion dosis de radiaciéon para la generacion de mutantes de arroz

Los resultados del ensayo para determinar la radiosensibilidad de los callos embriogénicos
de arroz de 15 dias mostraron que la sobrevivencia disminuyd con forme se aumento la

dosis de radiacion, lo mismo sucedi6 con la capacidad regenerativa de los callos (Figura 3
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y 4). Se observo un aumento en las areas oxidadas en los tejidos irradiados a dosis mayores

respecto al control sin irradiar, asi mismo una incapacidad de regeneracién en los tejidos

sobrevivientes.

Figura 3. Fenotipo de callos embriogénicos de arroz indica var. CR5272, 30 dias después

de serirradiados con distintas dosis de radiacion gamma de una fuente de Co60. El nUmero
1 indica la apariencia normal de un callo embriogénico y el nUmero 2 la apariencia de un

callo oxidado.

El analisis de la normalidad con la prueba de normalidad de Shapiro-Wilks para los datos
obtenidos de la sobrevivencia y la capacidad regenerativa, reflej6 un valor de p<0,05 en
ambos casos, por lo que se infiere con certeza estadistica que los datos poseen una
distribucion normal por lo que se realizé un analisis de varianza de Tukey y una
comparacion a pares, que mostré una valor de p<0,05, por lo que se infiere, con suficiente
evidencia estadistica que las diferencias observadas en la sobrevivencia y regeneracion de
callos embriogénicos es debido a la dosis de radiacion utilizada (Figura 4). Se observé una
disminucién lineal en el porcentaje de callos sobrevivientes llegando a 52,6 % de

sobrevivencia cuando se aplicé una dosis de 60 Gy. Por otro lado, la regeneracion fue de
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un 35 % de los callos en la misma dosis, mientras que en una dosis de 40 Gy se observé

gue una sobrevivencia del 67 % y un porcentaje de regeneracion del 60 %.

100
90
80
) 0 Sobrevivencia
S 60
)
g ” Regeneracion
5 40 inomi
< O N N L Polinémica
0 (Sobrevivencia)
2 Polinémica
N (Regeneracion)
O 1

Regeneracion = 0.2679x2 - 3.3036x + 10

0 20 40 60 80 100 R?=0.9598

Dosis (Gy) Sobrevivencia = 0.2321x2 - 2.4821x + 6.5
R2=0.9697

Figura 4. Efecto de la dosis de radiacion gamma en la sobrevivencia y regeneracion
promedio de callos irradiados con radiacién gamma (Co60). La misma letra indica que no

hay diferencia estadistica significativa (p>0,05) segun la prueba de Tukey.

Se tom6 como dosis de trabajo, considerando la sobrevivencia y la capacidad regenerativa
de los callos sobrevivientes, la dosis de 40 Gy. Esto al considerar el efecto en la letalidad y

la cantidad de callos irradiados a esta dosis que pueden regenerar plantas.

Analisis histoldgicos de los callos embriogénicos de arroz irradiados a distintas dosis

de radicacion gamma

Al realizar cortes histologicos en los callos embriogénicos no irradiados se observo que la
zona interna de los callos oxidados corresponde a estructuras vacias de las células
muertas, donde no se aprecian nucleos, ademas de células nucleadas en la periferia, pero
con una apariencia anormal tipica de células en proceso necrético, con estructuras
nucleares sin limites definidos. También se analizaron callos color crema y verdes, y se

observaron agrupaciones de células con caracteristicas de células con un alto indice de
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division tipicas de tejido embriogénico ya que son densas y con nucleo bien definido, este

tipo de tejido es mucho mayor en callos verdes que en callos color crema (Figura 5).

Figura 5. Apariencia macro y microscopica de callos embriogénicos control de arroz var
CR5272 sin irradiar: A) oxidado, B) crema y C) verde. Con el niumero 1 se identifican las
células embriogénicas, con 2 las células no embriogénicas y con 3 las zonas de células

muertas. Dentro del circulo se identifican las células con nudcleos sin limites definidos.

En las dosis de 60 Gy solo se lograron fijar callos embriogénicos oxidados, ademas en las
dosis de 80 y 100 Gy sélo se fijaron callos embriogénicos oxidados y de color crema, ya
que fueron los Unicos obtenidos en estas dosis. Los callos embriogénicos después de 15
dias de su irradiacion a distintas dosis mostraron estructuras vacias correspondientes a
células muertas, tanto en los callos oxidados como en los crema y verdes (Figura 6.
Ademas, se observaron células embriogénicas que presentaban un citoplasma denso y un
ndcleo bien definido, asi como una forma circular. También se observaron células alargadas
con vacuolas grandes que se identificaron como células no embriogénicas (Figura 6,
namero 2). Las zonas con estructuras vacias aumentaron conforme aumento la dosis

aplicada. Asi mismo, la capa de células periféricas con caracteristicas tipicas de células
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embriogénicas en la periferia se apreci6 mas delgada con forme se aument6 la dosis de

radiacion.

A) 420Gy B) 40Gy C) 40Gy

A) 100Gy B) 100Gy
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Figura 6. Cortes transversales de 5um de espesor de callos embriogénicos de arroz

irradiados a distintas dosis de radiacion gamma: A) oxidado, B) crema y C) verde. Con el
numero 1 se identifican las células embriogénicas, con 2 las células no embriogénicas y

con 3 las zonas de células muertas.

Seleccion dosis de trabajo NaCl para simular el estrés salino en plantas de arroz

subespecie indica var CR5272

La oxidacion apreciada entre los 0 y los 100mM de NaCl luego de un mes de cultivo fue

poca y se concentrd en zonas pequefas, aumentado con la dosis de NaCl (Figura 7).

Figura 7. Apariencia del tejido evaluado en medio de induccion y proliferacion de callos
embriogénicos en condiciones de salinidad con distintas dosis de NaCl. El asterisco sefiala

una zona oxidada en los callos embriogénicos.

Se determind que el porcentaje de respuesta de las semillas al medio de induccién de
callogénesis disminuye al aumentar la concentracion de NaCl, siendo més notable luego de
los 150 mM de NacCl, donde la callogénesis fue de 56%, cayendo hasta un 2% a 300 mM.
La oxidacion siguié un patron donde a mayor concentracion de NaCl, mayor oxidacién
(Figura 8).
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La prueba de normalidad Shapiro-Wilks para los datos analizados de la formacién de callo,

reflejo6 un valor de p>0,05, por lo que se infiere con certeza estadistica que los datos
presentan una distribucion normal por lo que se realizé una realizé un andlisis de varianza
de Tukey y se obtuvo un valor de p<0,0001, permitiendo afirmar con suficiente certeza
estadistica que las variaciones en las caracteristicas evaluadas son causadas por las

distintas concentraciones de NaCl utilizados en el medio de cultivo.

100 -
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< 401 .
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10 1 (Oxidacion)
O Callogénesis = -1.4087x? - 6.2897x + 109.4
0 50 100 150 200 250 300 R =0.0488
mM de NaCl Oxidacién = -2.6488x2 + 31.042x - 8.6905

R?=0.9111

Figura 8. Porcentaje promedio de respuesta al proceso de callogénesis de semillas en
medio de induccion y multiplicacion de callogénesis suplementado con distintas
concentraciones de NaCl. La misma letra indica que no hay diferencia estadistica

significativa (p>0,05) segun el analisis de varianza de Tukey.

El peso fresco y seco varié con la concentracion de NaCl adicionada al medio (Figura 9),
se observé una disminucion de 400 mg, aproximadamente, entre el control y el promedio
del peso fresco obtenido de 12 callo en un medio con 50 mM de NaCl, disminuyendo 200
mg entre cada dosis de hasta los 250 mM. Entre los callos evaluados en 250 mM y 300 mM
de NaCl, se observ6 una diferencia de 30 mg en el peso fresco promedio. La disminucién
del promedio del peso seco fue menos drastica, siendo la mayor de 30 mg, entre 0 y 50 mM

y la menor de 7mg, entre 250 y 300 mM.
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La prueba de normalidad Shapiro-Wilks para los datos analizados del peso fresco y seco,

reflej6 un valor de p>0,05, por lo que se infiere con certeza estadistica que los datos poseen
una distribucion normal por lo que se realizé una realiz6 un andlisis de varianza de Tukey
un valor de p<0,0001, por lo que se puede afirmar con certeza estadistica que la reduccion
en el peso fresco y seco observado en los callos es debido al aumento en la

concentraciones de NaCl en el medio de cultivo.

1400 A
1200 H
oo 1000 4
E
o
B 800 ~ e Peso fresco
g Peso seco
5 600 A
e LN T, C g e Lineal (Peso fresco)
(0]
a 400 Lineal (Peso seco)
200 A Peso fresco =-153.83x + 1281.2
R?=0.9562
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Figura 9. Promedio del peso fresco y seco del tejido formado luego de 4 semanas de cultivo
un medio de induccién y multiplicacion de callogénesis con distintas concentraciones de
NaCl. La misma letra indica que no hay diferencia estadistica significativa (p>0,05) segun

el analisis de varianza de Tukey.

La regeneracion de los callos embriogénicos no se vio afectada por la adicion de NaCl al
medio de regeneracion, ya que los callos que no se oxidaron a causa del NaCl en el medio
presentaron una coloracion verdosa y luego del segundo subcultivo al medio de
regeneracion empezaron con la regeneracion de plantulas de una manera mas evidente

(Figura 10). Esto se observo en todas las concentraciones de NaCl utilizadas.
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Figura 10. Apariencia de los callos embriogénicos de arroz var. CR5272 luego de 15 dias
en medio de regeneracién con NaCl (0-300 mM). Las flechas sefalas los brotes

desarrollados.

En la Figura 11 se observa un mayor desarrollo vegetativo de las plantulas obtenidas en
medios de regeneracion con dosis de 250 y 300 mM de NacCl, respecto a los controles en
mismo periodo de tiempo. Una vez que estas plantas se separaron del resto del callo y se
subcultivaron a un medio fresco de regeneracion con la misma dosis de NaCl, murieron
luego de 15 dias. En las dosis entre 50 y 200 mM de NacCl se observo un desarrollo de los

brotes comparable con el control (0 mM).

Figura 11. Regeneracion de plantulas en distintas concentraciones de NaCl en el segundo

subcultivo.
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Al comparar el efecto de la sal de mesa y el NaCl grado reactivo no se observaron

diferencias significativas entre ellas (Figura 12). El coeficiente de correlacion entre los
valores obtenidos fue mayor a 0,95, lo que indica que la relaciéon es muy cercada a 1, asi
se afirma con certeza estadistica que no existen diferencias en el efecto de las
concentraciones equivalentes de sal de mesa y NaCl grado reactivo en la oxidacion y
callogénesis. Esta afirmacion se ve reflejada en la similitud de las ecuaciones de regresion
calculadas para las curvas de oxidacién y callogénesis de sal de mesa y NaCl grado

reactivo.

Callogénesis Oxidacion
100 100 . J
s [} S anl e
I Rl g 80 «®
g 60 et =~ 60
£ @ 8 °.-®
!« 8 Ewl 2
[S] M ° .o
8 20 . 5 20 .--0
S e g o
3 0 20 40 60 80 100 ki 0 20 40 60 80 100
> % de callos oxidados (Sal de mesa) 3 % de callos oxidados (Sal de mesa)
R2=0.9782 X R2=0.9782

Figura 12. Comparacion del efecto promedio en la formacion de callo y en la oxidacion de
la sal de mesa y el NaCl grado reactivo en distintas concentraciones. R? coeficiente de

correlacion.

La sobrevivencia de plantas de 5y 15 dias se vio disminuida conforme el aumento de la
concentracién de NaCl (Figura 13). La sobrevivencia a 150 mM de NaCl fue de 45y 51 %
en plantas de 5y 15 dias, respectivamente. La sobrevivencia a 300 mM fue menor a 10 %
en ambos casos. La prueba de normalidad Shapiro-Wilks para los datos analizados de la
sobrevivencia de vitro plantas a distintas concentraciones de NaCl, reflej6 un valor de
p>0,05, tanto para las plantas de 5 como las de 15 dias, por lo que se infiere con certeza
estadistica que los datos poseen una distribucién normal por lo que se realizé una realiz6
un andlisis de varianza de Tukey y se obtuvo un valor de p<0,001, lo que indica con certeza
estadistica que si existen diferencias en la sobrevivencia de las plantas a distintas dosis de
NaCl. La apariencia de las plantas, tanto de 5y 15 dias de edad, mostré un mayor dafio
foliar y menor desarrollo radical, proporcional a la dosis de NaCl utilizada, aumentando con
forme se aumenté la dosis de NaCl (Figura 14).
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Figura 13. Sobrevivencia de plantas de arroz de 5y 15 dias de edad a dos meses de cultivo

in vitro bajo estrés salino simulado con distintas concentraciones de NaCl. La misma letra

indica que no hay diferencia estadistica significativa (p>0,05), segun el analisis de varianza

de Tukey.



Figura 14. Desarrollo de las plantas en distintas concentraciones de NacCl, luego de 30

dias de cultivo.

Las evaluaciones del desarrollo de las plantas de 5 y 15 dias de edad bajo condiciones de
cultivo salino mostraron una disminucion en la altura, numero de brotes, hojas y longitud
radical (Figura 15). En las plantas de 5 dias de edad se observé un efecto de hormesis en
el crecimiento en las dosis de 50, ya que mostraron una altura de 2 cm mayor al control.
Ademas, de un aumento en la cantidad de brotes y una longitud radical de 4 cm mayor al

control.

El andlisis de la normalidad de los datos de Shapiro-Wilks para los datos analizados, reflejo
un valor de p>0,05, por lo que se infiere con certeza estadistica que los datos presentan
una distribucién normal y se procedio a realizar una prueba de Tukey, donde se calculé un

valor de p<0,05 para la altura de las plantas, nimero de brotes, niumero de hojas y longitud
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radical de plantas de 5y 15 dias de edad, por lo que se infiere con certeza estadistica que

las diferencias observadas en estos parametros son dados por la concentraciéon de NaCl

utilizada.

Plantas 5 dias Plantas 15 dias
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Figura 15. Comparacion del promedio de brotes, altura (cm), longitud de raices (cm) y
numero de hojas desarrollados in vitro para plantas de arroz subespecie indica var. CR5272
de 5 y 15 dias, en distintas dosis de NaCl. La misma letra indica que no hay diferencia

estadistica significativa (p>0,05), segun el analisis de varianza de Tukey.

Los datos obtenidos permitieron seleccionar como dosis de trabajo las concentraciones de
150mM de NaCl. Ademas, al no encontrarse diferencias estadisticas significativas entre los
efectos de la concentracion de NaCl grado reactivo y su equivalente de sal de mesa sobre

los tejidos de arroz, se utilizar4 sal de mesa en los ensayos de seleccion ex vitro.

Seleccion in vitro de mutantes M1V1 a partir de callos embriogénicos

irradiados de arroz var. CR5272

Luego de 15 dias de cultivo en medio de regeneraciéon suplementado con 150mM de sal de
mesa se observé la sobrevivencia de solo algunos de los segmentos del callo, entre un 10

a 50 % del callo, como pude ser observado en la Figura 16.

H0mM
m50 mM
100 mM
150 mM
m 200 mM
m 250 mM
W 300 MM
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Figura 16. Apariencia de callos embriogénicos de arroz subespecie indica var. CR5272
irradiados a 40 Gy después de 15 dias de cultivo in vitro con 150 mM de sal de mesa. Las

flechas indican el tejido regenerante seleccionado en condiciones de salinidad.

Al separar los tejidos sobrevivientes, indicados con las flechas en la Figura 16, y colocarlos
en un medio fresco de regeneracion, se lograron regenerar 5 plantas de distintos callos
embriogénicos irradiados a 40Gy, seleccionados bajo 150 mM NaCl. Ademas de cada
planta se lograron obtener, al menos, 3 clones, por la formacién de brotes, exceptuando la
planta mutante identificada como |, donde solo se obtuvo una planta (Cuadro 4).

Cuadro 4. Brotes obtenidos in vitro de plantas regeneradas de callos embriogénicos de

arroz irradiados a 40 Gy.

NUmero de
Plantas mutantes
brotes

(M1V1)

aclimatados

<
o] o ;| w
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Seleccion ex vitro y caracterizacion morfologica de mutantes M3 de arroz

obtenidos de callos embriogénicos de arroz var CR5272

Las 5 plantas M1 regeneradas (Figura 17) se aclimataron y produjeron distintas cantidades
de semilla entre 135 y 3318 (Cuadro 5), excepto por el mutante identificado como Ill que
fue estéril. Las mediciones morfoldgicas realizadas para las plantas M1 y M2 pueden ser

consultadas en el Anexo 2.

Figura 17. Plantas mutantes de arroz de 30 dias de edad provenientes de callos irradiados

a 40 Gy y seleccionados en 150 mM de NacCl.

La produccion de semilla M2 de las plantas M1 fue muy baja, entre 1 y 8, aumentado
considerablemente la produccion de semilla por planta M2, asi mismo se observé una
pequefa variacion en el peso y el tamafio de la semilla M3 obtenida, respecto al control no

mutante (Cuadro 5).

Cuadro 5. Cantidad de semilla obtenida por linea mutante obtenidas de plantas
regeneradas de callos embriogénicos de arroz subespecie indica var. CR5272 irradiados a
40 Gy sin NaCl.



Plantas M1V1 derivadas Cantidad Peso

de callos embriogénicos de Semillas  promedio Longitud
; ) Cantidad de promedio
irradiados a 40Gy . M3 de 10 .
semilla M2 : semillas M3
semillas M3
(cm)
)
I 1 135 0,2 1,0
Il 7 189 0,2 1,0
Il Estéril - - -
v 8 2848 0,2 0,9
\Y, 8 3318 0,2 0,8

Los controles mostraron una germinacion del 50 % luego de 15 dias de cultivo en el sistema
de hidroponia con 150mM de sal y 100 % en los controles sin estrés salino. Para los
mutantes M3 con estrés salino se observé una germinacion de un 95 % en promedio.
Transcurrido un mes de cultivo hidropdnico, se observé la muerte de la mayoria de mutantes
M3, sobreviviendo Unicamente 30 plantas de 4326 evaluadas, (Figura 18A). Estas
mostraron dafos foliares, al igual que las plantas control en condiciones de salinidad, pero
esto no fue observado en los controles no mutantes cultivados sin estrés salino, como se

puede apreciar en la Figura 18.

Figura 18. Apariencia de mutantes M3, bajo estrés salino con 150 mM de sal, plantas control
de arroz bajo estrés salino y controles absolutos de arroz, respectivamente, luego de 21
dias de germinacion en sistema de hidroponia. A) Mutantes M3, B) Control sal y C) Control

absoluto.

Luego de una semana de haber sido colocados en la plataforma 1, sobrevivieron
Unicamente 7 mutantes M3, correspondientes a la linea | y se identificaron como M3 I-1, M3
-2, M3 -3, M3 I-4, M3 I-5, M3 I-6 y M3 I-7. Transcurridos 90 dias de cultivo hidrop6nico un
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75% de las plantas de arroz controles en salinidad evaluadas se marchitaron

completamente, los controles sobrevivientes mostraron marchitamiento bastante marcado

en las hojas mas viejas, pero con una clorosis de mas del 50% en las hojas jévenes, asi

como aborto de las flores (Figura 19).

Figura 19. A) Planta de arroz control marchita por estrés salino; B) planta de arroz control
sobreviviente a estrés salino con marchitamiento parcial y C) flores abortadas por estrés

salino con 150 mM de sal de plantas control.

El crecimiento foliar, radical, asi como la brotacién mostraron diferencias significativas entre
el promedio de las plantas control no mutantes con y sin estrés salino y los mutantes
evaluados. Los mutantes tuvieron un mayor crecimiento foliar y radical. La longitud foliar de
los mutantes vario entre 34,3y 67,4 cm, mientras que la foliar varié entre 8,2 y 19,0 cm. El
Mutantes M3 |-6 mostré los valores mas bajos y el mutante M3 I-3 los mas altos. Los
controles mostraron un crecimiento foliar promedio de 46,9 cm y radical de 10,8 cm cuando
no fueron sometidos a estrés salino. Al someterse a estrés salino estos valores variaron a

50,1y 6,8 cm, respectivamente. (Figura 20).
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Figura 20. Crecimiento foliar y radical en cm de plantas mutantes M3 provenientes de la
linea | evaluadas en cultivo hidropénico bajo estrés salino (150 mM de sal), asi como plantas

control no mutantes con y sin estrés salino.

En relacion con el nimero de brotes, los mutantes M31-3,4 y 5 mostraron una mayor
capacidad de macollamiento con respecto a los controles sin salinidad, luego de 3 meses
de cultivo hidropoénico bajo condiciones de salinidad. Mientras que los mutantes M3 |-6 y
M3 I-7 tuvieron los menores valores de nimero de brotes en comparacion a los otros
mutantes y controles. No se observé un cambio significativo en el nimero de hojas
desarrolladas entre los mutantes M3y los controles, con excepcion del mutante M3 I-1 que

desarroll6 1 hoja méas, comparado con el promedio de los controles (Figura 21).

15

10
5 B Numero de hojas
0 Numero de brotes

Control Control M3I-1 M31-2 M3I-3 M3I-4 M3I-5 M3I-6 M3I-7
sin  salinidad
salinidad

Individuo

Figura 21. Numero de hojas y brotes desarrollados en plantas mutantes M3 provenientes
de la linea I, luego de un mes de cultivo hidropdnico bajo estés salino (150 mM de sal), asi

como plantas control no mutantes con y sin estrés salino.
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En la figura 22, se muestra las diferencias en el crecimiento radicular de los mutantes y

controles en las condiciones hidropénicas. El desarrollo radicular en las plantas mutantes
mostré un crecimiento mayor, de hasta 9 cm, con respecto a los controles (Figuras 22C y
22A, respectivamente). Excepto por el M3 I-6 cuya longitud radical fue 2 cm menor al control
absoluto (Figura 22D). En las plantas de arroz control sometidas a estrés salino el
crecimiento de las raices se vio reducido en promedio casi 5 cm, respecto al promedio de

las plantas de arroz control sin estrés salino (Figura 22B).

Figura 22. Desarrollo radicular de plantas control A) sin salinidad y B) con salinidad, asi
como de los C) mutantes M3 tolerantes a la salinidad (I-1 al I-5) y D) mutantes M3 sensibles
ala salinidad (I-6 y I-7) bajo estrés salino por NaCl, luego de 3 meses de cultivo hidropdnico.

Ademas, se observg, que el grupo de mutantes tolerantes (M3 I-1 al M3 I-5) secretaron
sales en el tallo, ademas de presentar un marchitamiento en las hojas bajas, siendo la

menos afectadas la hoja bandera y las hojas mas jovenes (Figura 23).
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Figura 23. A) Acumulacién de sales observada como una capa blanca en el tallo de los
mutantes M3 de arroz sobrevivientes al estrés salino y B) apariencia promedio de los

mutantes M3 sobrevivientes a 90 dias de cultivo hidropdénico salino.

La produccion de semilla de los mutantes M3 | sobrevivientes y que lograron completar su
ciclo de vida, fue considerablemente distinta a la producciéon en los controles con y sin
estrés. Las plantas control bajo estrés salino practicamente no produjeron semilla. Pero, en
lo que respecta a los mutantes se observé una produccion de semilla variable en los
mutantes tolerantes (M3 I-1 AL M3 I-5) y nula en los sensibles (M3 1-6 Y M3 |-7 (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Produccion, promedio del tamafio y peso de 10 semillas de plantas de arroz

mutantes M3 de la linea | y controles bajo condiciones de estrés salino.

Promedio

Cantidad de dela Peso de 10

Individuo longitud de
las semillas

(cm)

semillas semillas (g)

Prorgf)‘i'ooltft‘(’)””o' 690 0,99 0,2
Promedio control sal 10 0,80 0,2
M3 1-1 200 0,95 0,2
M3 1-2 250 0,87 0,15
M3 1-3 350 0,93 0,2
M3 I-4 100 0,92 0,18
M3 I-5 400 0,89 0,2
M3 I-6 0 - -
M3 I-7 0 - -

Caracterizacion molecular de los mutantes de arroz M3 |

El ADN de tejido radical y foliar de los 7 mutantes M3 | sobrevivientes a 2 meses y medio
de cultivo hidropénico salino (150 mM de sal), present6 poca degradacion (Figura 24, Anexo
4). La extraccion de ARN totales fue de buena calidad e integridad como se puede observar

en el gel de electroforesis y en el analisis por Nanodrop (Figura 25, Anexo 4).

le__._?:_l 4 S5 6 7 &8 9 10 11 12 13 14 ':!._5:16 M

Figura 24. ADN extraido de mutantes y controles. 1) Hoja pool mutantes tolerantes sin
salinidad, 2) Raiz pool mutantes tolerantes sin salinidad, 3) Hoja pool mutantes sensibles
sin salinidad, 4) Raiz pool mutantes sensibles sin salinidad, 5) Hoja pool control sin
salinidad, 6),Raiz pool control sin salinidad, 7) Hoja pool control con salinidad 2, 8) Raiz

pool control con salinidad, 9) Hoja pool mutantes tolerantes con salinidad, 10) Raiz pool
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mutantes tolerantes con salinidad, 11) Hoja pool mutantes sensibles son salinidad , 12) Raiz

pool mutantes sal 2, 13) Hoja pool control sin salinidad, 14) Raiz pool control sin salinidad,
15) Hoja pool control con salinidad, 16) Raiz pool control con salinidad y M) Marcador 1kb

Thermo Fisher Scientific.

L% 4

Figura 25. ARN extraido de mutantes y controles. 1) Hoja pool mutantes tolerantes

prefloracién, 2) Raiz pool mutantes tolerantes prefloracién, 3) Hoja pool mutantes sensibles
prefloracién, 4) Raiz pool mutantes sensibles prefloracién, 5) Hoja pool control absoluto
prefloracién, 6),Raiz pool control absoluto prefloracion, 7) Hoja pool control sal prefloracién,
8) Raiz pool control sal prefloracién, 9) Hoja pool mutantes tolerantes postfloracion, 10)
Raiz pool mutantes tolerantes postfloracién, 11) Hoja pool mutantes sensibles postfloracion,
12) Raiz pool mutantes sensibles postfloracion, 13) Hoja pool control absoluto postfloracion,
14) Raiz pool control absoluto postfloracion, 15) Hoja pool control sal 2 postfloracion, 16)

Raiz pool control sal postfloraciéon y M) Marcador 1kb Thermo Fisher Scientific.

Andlisis de los patrones de AFLP de los mutantes M3 | de arroz sometidos a estrés

salino por 150 mM de NacCl.

En primera instancia el andlisis por AFLP mostro diferentes patrones de bandas en los
controles, los mutantes M3 tolerantes y los sensibles a salinidad, que indican una

implementacién optima en las condiciones experimentales (Figura 26).
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Figura 26. Segmento del electroferograma de los productos de PCR de la combinacién
AGG*CAA (azul), ACA*CAA (amarillo) ACC*CAA (verde) de plantas A) control no mutante,
B) mutantes tolerantes a la salinidad y C) mutantes sensibles a salinidad por NaCl. La flecha

indica las diferentes sefnales observadas.

En el Cuadro 7 se observan el nimero de bandas obtenidas por cada combinacién de
cebadores utilizadas en la amplificacion selectiva del andlisis de AFLP, donde se muestra
gue se obtuvieron valores entre 16 y 71 %, porcentajes importantes de polimorfismos en
las bandas obtenidas por las diferencias genéticas presentes entre los mutantes M3 | y las

plantas de arroz control evaluadas.
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Cuadro 7. Numero de bandas observadas y bandas polimérficas por combinacion de

cebadores, para el andlisis de AFLP de 7 mutantes M3 | y 4 plantas control no mutantes.

Numero NUmero de Porcentaje

Combinacion de bandas de bandas
bandas polimoérficas polimérficas
AGG*CAA 85 59 69
ACC*CAA 118 83 70
ACA*CAA 84 60 71
AGG*CAT 56 40 71
ACC*CAT 73 46 63
ACA*CAT 52 31 60
AGG*CAG 25 4 16
ACC*CAG 55 26 47
ACA*CAG 34 14 41
AGG*CAC 63 34 54
ACC*CAC 79 46 58
ACA*CAC 39 16 41
Total/Promedio 763 459 60

El Coeficiente de similitud de Jaccard al analizar las 763 bandas obtenidas con el programa
Darwin® mostro la existencia de 4 grupos genéticos. Los mutantes tolerantes a la salinidad
(M3-11 al M3-15), resaltados en verde, se agrupan separados de las plantas control,
resaltadas en azul y de los mutantes sensibles (M3-17 y M3-16), resaltados en negro, los

cuales mostraron mayor similitud genética a las plantas de arroz var. CR5272 (Figura 27).
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Figura 27. Dendograma generado del andlisis de las 763 bandas de AFLP de los mutantes
M3y plantas de arroz var. CR5272, utilizando el indice de Jaccard, donde se observan 4
grupos genéticos. Los numeros en las ramas corresponden al valor de confianza del analis

de bootstrap.

La agrupacion observada en la Figura 27, se debe a que las plantas agrupadas presentan
fragmentos comunes que no se encontraron en el patron de bandas de las plantas de los
otros grupos, el primer grupo de mutantes M3 (I-3 al I-5) presenta 58 fragmentos distintivos,
el segundo grupo mutante M3 (I-1 y I-2), presenta 60 y el tercer grupo mutante M3 (I-6 y I-

7) solo presentd 10 fragmentos Unicos. Por su parte el control mostr6 13 fragmentos Unicos.

Andlisis de los patrones de metilacion por MSAP de los mutantes de arroz M3

sometidos a estrés salino

Al analizar los resultados del ensayo de MSAP se observaron cambios en los patrones de
metilacién distintos al comparar el observado en las plantas de arroz var. CR5272 con y sin
estrés salino y los mutantes M3 luego de 3 meses en cultivo hidropénico salino. Asi mismo

se observo un patron distinto dependiendo del tejido (radical o foliar) (Figura 28).
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Figura 28. Diferencias en el patrén de electroferograma observado en la amplificacion de
los fragmentos de MSAP obtenidos de la amplificacion selectiva con los cebadores
AGG*CAC (azul), ACA*CAC (amarillo)) ACC*CAC (verde) de plantas control sometidas a
estrés salino. A) ADN de tejido foliar digerido por Mspl, B) ADN de tejido radical digerido
con Mspl, C) ADN de tejido foliar digerido con Hpall y D) ADN de tejido radical digerido con
Hpall.

En la Figura 29, se muestran los cambios en el porcentaje de los sitios metilados, metilados
de manera completa y hemimetilados analizados en el tejido foliar de los mutantes M3 bajo
estrés salino por NaCl y plantas control no mutantes de arroz con y sin estrés salino. Se
apreciaron pocos cambios en la metilacion total, asi como de metilacion completa de las
plantas control y los mutantes con y sin sal ya que solo se detect6 una disminucién de un 1
% entre los porcentajes de metilacién y hemimetilacién. Se destaca que una clara diferencia
en el comportamiento fue en el porcentaje de hemimetilacion en los mutantes y las plantas
control bajo condiciones de estrés salino; por cuanto este valor aument6é un 2 % en los
mutantes sometidos a estrés salino, mientras que en las plantas de arroz control este

porcentaje disminuy6 un 1 %.
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Figura 29. Cambios en los patrones de metilacion observados por analisis de MSAP en
tejidos foliares de plantas mutantes M3 de 2 meses de edad sometidas a estrés salino por

NaCly plantas no mutantes control de 2 meses de edad con estrés salino por NaCl y sin él.

En los tejidos radicales analizados se observaron cambios mas evidentes con respecto al
tejido foliar (Figura 30). Las plantas control de arroz var. CR5272 aumentaron el porcentaje
de metilacion un 2 %, asi como los sitios con metilacién completa un 3 %. Por su parte en
los mutantes M3 se observé un comportamiento similar a las plantas control, siendo los
mutantes tolerantes, los que presentaron los valores mas bajos de metilacion completa,
durante el estrés salino siendo de un 29 %, mientras que en las plantas control de arroz var

CR5272 y los mutantes sensibles (M3 I-6 y 7) fueron de un 41 y 38 %, respectivamente.

El porcentaje de hemimetilacion en el tejido radical de los mutantes tolerantes (M3 I-1 al 5),
fue mayor al observado en las plantas control y los mutantes sensibles a la salinidad (Figura
30). Se calculd un 23 % de hemimetilacion en los mutantes tolerantes sin el estrés salino,
el cual aument6 a 25 % cuando estas platas fueron sometidas a estrés salino. Los mutantes
sensibles (M3 1-6 y 7) mostraron un aumento en el porcentaje de hemimetilacion de un 2%
durante el estrés salino, respecto al calculado sin el estrés salino; en el caso de los controles
no se apreciaron cambios en el porcentaje de hemimetilacion, manteniéndose en 18 % con

y sin el estrés.
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Figura 30. Cambios en los patrones de metilacion observados por andlisis de MSAP en
tejidos radicales de plantas mutantes M3 y plantas control no mutantes de arroz con estrés
salino por NaCl y sin él.

Andlisis de los cambios de expresion de genes relaciones con la tolerancia a

salinidad de mutantes M3 de arroz mediante qRT-PCR

Las curvas de disociacion para los genes candidatos de referencia, EFa, ACT y TUB,
mostraron una Unica temperatura de disociacién, 79,31°C, 80,31°C y 80,19°C,

respectivamente como se puede observar en la Figura 31.



55

A Meit Curve B Melt Curve Meit Curve

so0cos

Figura 31. Curva de disociacion para los genes A) EFa, B) ACT y C) TUB, observada en la

amplificacién de ADNc de plantas de arroz no mutantes con y sin estrés salino por NaCl.

El andlisis de estabilidad para los genes Efa, ACT y TUB (calculado con el complemento de
Excel NormFinder) mostro valores de estabilidad de 0,121 para los cebadores de TUB,
0,115 para los cebadores de ACT y 0,076 para los cebadores de EFa. Por esta razon este
ultimo juego de cebadores gue mostraron la mayor estabilidad, se eligi6 como gen de
referencia para los analisis de expresién relativa en mutantes de arroz M3 | sometidos a
estrés salino antes y después de la floracion.

Los resultados del analisis de la expresion de los genes relacionados con la tolerancia al
estrés salino mostraron una Unica temperatura de disociacion, mayoritariamente, en las
muestras de ADNc de mutantes de arroz M3 utilizados en el andlisis de expresion relativa,
como se puede apreciar en la Figura 32.
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Figura 32. Curva de disociacion para los genes A) CYSB, B) SAMDC, C) SAMS y D) HKTZ2,
obtenida del gPCR del ADNc de muestras foliares y radicales de plantas de arroz mutantes

M3 |y controles no mutantes sometidos a estrés salino por NaCl y sin él.

La expresion relativa de los genes CYSB, SAMDC, SAMS y HKT2 respecto al gen de
referencia EFa, varié dependiendo si la planta estaba en la etapa de desarrollo vegetativo
o prefloracion, o en su etapa reproductiva o postfloracién. A continuacion, se presentaran

los resultados obtenidos para cada gen estudiado.

La expresion del gen CYSB fue distinta para los controles no mutantes con y sin salinidad,
asi como entre los mutantes sensibles y tolerantes. Se observo en tejido foliar una
sobreexpresion del gen CYSB de casi 4,0 X en los mutantes sensibles a la salinidad (M3 I-
6y I-7) durante la prefloracion y una disminucidn considerable en la expresion postfloracion
de casi 0,5 X, respecto a los controles utilizados. Un comportamiento similar se observé en
el tejido radical de estos mutantes siendo 0,3 X mayor la expresion en prefloracion, respecto
al control absoluto. La expresion del gen CYSB en los mutantes tolerantes a la salinidad
(M3 I-1, 1-2, I-3, I-4 y I-5), fue de 0,3 X antes de la floracion para los tejidos foliares,
aumentando después de la floracion a 1,8 X, fue mayor la expresion que en los controles
absolutos y los controles sal. En el tejido radical se observé un aumento de casi el doble en
la expresion en los mutantes tolerantes luego de la floracién. La mayor expresion observada

fue en el tejido radical del control sal, que fue de 14,5 X luego de la floracion. Los cambios



57
en el comportamiento de la expresion del gen CYSB, se observa con mas detalle en la

Figura 33, tanto para el tejido radical como foliar.
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Figura 33. Expresion relativa del gen CYSB, en plantas mutantes M3 | bajo estrés salino y
plantas control no mutantes con y sin salinidad a los 60 dias (prefloracién) y a los 75 dias

(postfloracion).

La expresion del gen SAMDC en el tejido foliar y radical de los mutantes M3y de las plantas
control de arroz CR5272 con y sin salinidad, antes y después de la floracién, se presentan
en la Figura 34. El tejido foliar de los mutantes tolerantes M3 | (1, 2, 3, 4, y 5) mostrd una
expresion similar a los controles absolutos previo a la floracion, siendo cercano a 1,0 X,
respecto al gen de referencia. Posterior a la floracion se mantuvo esta similitud, aunque la

expresion se triplicéd, respecto al gen de referencia.

La expresion en el tejido radical se vio considerablemente aumentada después de la
floracién en los controles bajo estrés salino y en los mutantes M3 sensibles a la salinidad
(I-6 y I-7), siendo de 3,0y 3,5 X, respectivamente. La expresion en los mutantes tolerantes
a la salinidad del gen SAMDC, se mantuvo cercano a 1,0 X tanto antes como después de

la floracién, siendo ligeramente menor antes de la floracién (0,7 X).
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Figura 34. Expresion relativa del gen SAMDC, en plantas mutantes M3 | bajo estrés salino
y plantas control no mutantes con y sin salinidad antes y después de la floracién a los 60

dias (prefloraciéon) y a los 75 dias (postfloracién).

La expresion relativa del gen SAMS, mostré una marcada diferencia entre los valores
obtenidos antes y después de la floracion, como se observa en la Figura 35. Los mutantes
sensibles al estrés salino (M3 1-6 y I-7) mostraron una sobreexpresion del gen SAMS en el
tejido foliar y radical de 3,5y 8,0 X, respectivamente. La expresion de este gen fue mayor
al resto de muestras analizadas y considerablemente por debajo de la expresién del control
absoluto luego de la floracion en el caso del tejido foliar y manteniéndose similar al control

absoluto en el tejido radical, fue menor a 1,0 X en ambos casos.

La expresion del gen SAMS en los mutantes tolerantes (M3 I-1 al I-5) fue menor en
comparacion a la del control absoluto, pero fue similar en la fase de postfloracion para el
tejido foliar y radical, con un valor menor a 1,0 X en la prefloracién y cercano a este valor

en la floracion.
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Figura 35. Expresidon relativa del gen SAMS, en plantas mutantes M3 | bajo estrés salino y
plantas control no mutantes con y sin salinidad antes y después de la floracion a los 60 dias

(prefloracion) y a los 75 dias (postfloracion).

Los resultados de la expresion del gen HKT2 mostraron en las plantas control sin salinidad
una disminucion de la expresion de 1,0 X en prefloracion, a 0,12 y 0,6 X para el tejido foliar
y radical luego de la floracién. En los tejidos foliares de las plantas control con estrés salino,
este gen mostré una expresion casi nula antes de la floracion y aument6 a 0,3 X en la
postfloracion. En el tejido radical de estas plantas se observé un comportamiento contrario
al foliar, donde la expresién disminuy6 de 0,6 X antes de la floracion a 0,3 X después de

esta (Figura 36).

Ahora bien, en el tejido foliar de los mutantes sensibles (M3 I-6 y I-7) mostré una
sobreexpresion del gen HKT2 de mas del doble antes de la floracion y disminuyo a 0,05 X
luego de esta fase. Por su parte, el gen HKT2 en el tejido radical siempre mantuvo una

expresion de mas de 2,0 X en ambos estadios de desarrollo.

Los mutantes tolerantes a la salinidad expresaron poco este gen antes y después de la
floracion en el tejido foliar, siendo menor de 0,5 X en la prefloracion y 0.09X después de la

floracion. En el tejido radical de los mutantes M3 tolerantes a la salinidad (M3 I-1 al I-5), se
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observo una expresion de 1,2 X prefloracion, disminuyendo a 0,9 X postfloracion, respecto

al gen de referencia.
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Figura 36. Expresion relativa del gen HKT2, en plantas mutantes M3 | bajo estrés salino y
plantas control no mutantes con y sin salinidad antes y después de la floracion a los 60 dias

(prefloracion) y a los 75 dias (postfloracién).
Caracterizacion bioquimica de mutantes M3 sometidos a estrés salino

Estimacién del contenido de clorofila a y b en hojas de mutantes M3 | de arroz sometidos a

estrés salino

La estimacién de clorofila a y b mostré una disminucion de estas moléculas en las plantas
control bajo estrés salino con respecto a los controles de arroz sin estrés salino, como se
muestra en la Figura 37. La concentracién de clorofila a disminuyé un 20 % (1,7 mg/uL a
1,5 mg/uL) en las plantas control al someterse a estrés salino, en comparacion a los
controles sin estrés salino. Un comportamiento similar se observé en los cambios en la

concentracién de clorofila b, que disminuy6 de 0,7 mg/uL a 0,5 mg/uL.

La concentracion de clorofila a y b en los mutantes M3 tolerantes (I-1 al I-5) mostré una

mayor concentracion respecto a las plantas control no mutante de arroz var. CR5272. Los



61
mutantes M3 I-4 y |-5 presentaron la mayor concentracion (2,5 mg/pL) para clorofila a en

ambos y 0,9y 1,0 mg/uL para clorofila b, respectivamente.

Los mutantes sensibles a la salinidad (M3 1-6 y I-7) mostraron los valores mas bajos para
clorofila a 'y b, con valores ente 0,9-1,4 y 0,5-0,6 mg/uL, de los 7 mutantes M3 | evaluados.
Los valores de clorofila a fueron incluso menores a lo registrados para los controles bajo

estrés salino (1,4 mg/uL).

Se observo que la reduccién en la concentracion conjunta de clorofilas fue de un 20y 40 %
en el control no mutante sometido a estrés salino y los mutantes sensibles a la salinidad
(M3 1-6 y I-7), respecto al control no mutante sin estrés salino. En la Figura 37, se pueden
observar las diferencias en la concentracion conjunta de clorofila a y b, manteniendo

relaciones similares a las observadas en la clorofila a y b de manera separada.

3.5 A
B Control sin sal

M Control con sal
mM3I-1

M3 1-2
EM3I-3

mg/uL Etanol

M3 -4
B M3 I-5
B M3 -6

M3 -7
a b ab

Clorofila

Figura 37. Concentracién de clorofila a, b y ab en muestras foliares de arroz bajo
condiciones de estrés salino por NaCl de plantas mutantes de arroz M3 | y plantas control

no mutantes con y sin estrés salino.
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Estimacion del contenido de proteinas totales en hojas de mutantes de arroz M3

sometidos a estrés salino

El andlisis del laboratorio del CINA, UCR determiné una concentracion de 20,04 £0,45 g/100
g proteinas totales para las plantas control de sin salinidad y 19,01+0,31 g/100 g para estas
mismas, pero con estrés salino. Las plantas mutantes M3 mostraron una concentracion de
20,94+0,34 g/100 g en tejido foliar.

Discusion

Seleccion dosis de radiacion para la generacion de mutantes de arroz var CR5272

Se observé que la mortalidad de los callos embriogénicos aumentd y la regeneraciéon de
estos callos disminuyd, conforme la dosis de radiacion aplicada aumenté. Esto se debe a
gue la dosis de radiacion es proporcional al dafio causado en el ADN, por lo que en dosis
altas se espera un mayor dafio que lleven a la célula a la muerte por desérdenes
metabdlicos o dafios irreparables en el genoma. Por otro lado, dosis intermedias generan
dafos que pueden ser reparador por los mecanismos celulares pero puede incurrir en
errores con efectos, relativamente, inocuos para la sobrevivencia de la célula, pero lo
suficientemente notorios para tener un efecto en su fenotipo (Hernandez-Mufioz et al.,
2017).

Los dafios mencionados que son causados por la radiacion ionizante se definen como
deterministicos, ya que son los que estan ligados con la dosis y es posible determinar el
umbral del efecto segun la dosis recibida. Ademas, estos efectos son visibles de forma
inmediata. Por otro lado, estdn los efecto no deterministicos o0 estocasticos, que
corresponden a lesiones de aparicion tardia. Estos efectos pueden ser roturas simples y
dobles de la cadena de ADN, asi como alteracion quimica y destruccion de nucleoétidos.
Estas alteraciones se dan a lo largo de todo el genoma de la célula irradiada (Lodish et al.,
2016). Ademés las mutaciones generadas pueden ser dominantes, cuyos efectos se
perciben de manera inmediata, 0 bien ser recesivas, siendo las que requieren mas
generaciones para poder evaluar el efecto fenotipico (Silvera, 2017). Esto se puede

relacionar con los resultados obtenidos ya que se observan rasgos fenotipicos desde la
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generacion M1 como la tolerancia a la salinidad y rasgos que aparecen en las siguientes

generacion producto de la recombinacion genética, como la variacion en la altura de las

plantas y la concentracién de clorofila.

En trabajos de induccion de mutaciones se han utilizado dosis de radiacibn gamma donde
la sobrevivencia del material se reduce al 50 %, para la generacién de mutantes, pero
trabajos mas recientes como el de Alvarez-Holguin, Corrales-Lerma, Morales-Nieto,
Avendafio-Arrazate, & Villarreal-Guerrero (2017), tomaron en cuenta otros parametros para
la eleccidn de la dosis de radiacién gamma en varias semillas de gramineas, entre ellas el
arroz, como la capacidad de regeneracion de callos embriogénicos y la viabilidad de las
plantulas resultantes. Asi, seleccionaron dosis entre 300 y 600 Gy para la induccién. Para
el caso de semillas de arroz reportaron una dosis de 350 Gy como la dosis id6nea para la
induccién de mutagénesis ya que se consider6 la reduccién en un 50 % de la capacidad
regenerativa de los callos irradiados. Esta dosis es menor a la reportada como dosis letal

media que ronda los 400 Gy (Alvarez-Holguin et al., 2018).

Los callos embriogénicos poseen un mayor contenido de agua en sus células, respecto a
las semillas, por lo que las dosis de radiacion utilizadas en la mutagénesis son menores
debido a los efectos secundarios en el ADN por la ionizacion de las moléculas de agua. En
cafa de azucar se ha determinador que dosis entre 20 y 40 Gy son las adecuadas para la
mutagénesis por radiacion gamma en callos embriogénicos (Fuchs, Gonzéalez, Castroni,
Diaz, & Castro, 2002). En frijol se ha determinado que dosis mayores a 100 Gy reducen
considerablemente la capacidad de formacién y regeneracion de embriones sométicos en
callos embriogénicos irradiados, asi como su sobrevivencia (Martirena-Ramirez et al.,
2015), concordando con los resultados obtenidos en el presente trabajo, donde la reduccién

en un 40 % en la regeneracion de los callos embriogénicos se encontré a los 40 Gy.

Tomando en consideracién estos trabajos fue que se selecciond la dosis de 40 Gy por ser
una dosis con un porcentaje de regeneracion de alrededor de 60 % y una sobrevivencia del
67 %, para la mutagénesis inducida por radiacién gamma en callos embriogénicos de arroz

subespecie indica var. CR5272.
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Analisis histologicos de los callos embriogénicos de arroz irradiados a distintas dosis

de radicacibn gamma

La apariencia de los callos embriogénicos con coloracién crema y verde apreciada en esta
investigacion es tipica de callos embriogénicos de arroz, con una apariencia granular y una
coloraciébn crema. Estas observaciones coincidieron con las echas por Vega y
colaboradores (2009) de callos embriogénicos de arroz var. CR5272, confirmando la

condicion embriogénica de los callos obtenidos en este trabajo.

Los resultados obtenidos en el andlisis histoldgico de los callos de arroz muestran células
periféricas isodiamétricas de citoplasma denso tipicas de células somaticas embrionarias.
Ademads, cerca de las estructuras vacias de células muertas se observaron células
alargadas con vacuolas grandes que corresponden a células no embriogénicas (Vega et al.,
2009; Fernandez et al., 2017).

Las zonas de células muertas en el centro del tejido callogénico observadas en este trabajo,
son similares a las zonas de células muertas por estrés observadas por (Fernandez et al.,
2017) en callos de arroz sometidos a estrés hidrico, que aumentaron conforme el estrés
hidrico se intensific6. Ademas, estos autores indican que la zona de muerte celular se
extiende desde el centro del callo, manteniendo una capa de células vivas en la periferia.
Este resultado es similar a dafio celular observado en los callos embriogénicos de arroz al

aumentar la dosis de radiacién en este estudio.

Seleccion dosis de trabajo NaCl para simular el estrés salino en plantas de arroz

subespecie indica var CR5272

La disminucién paulatina en la sobrevivencia y el desarrollo, asi como en la regeneracion
de callos embriogénicos de arroz y de las plantas evaluadas in vitro, se debi6 a que las
altas concentraciones de sales como el NaCl generan tanto estrés osmotico como toxicidad
i6nica, inhibiendo el crecimiento y la divisién celular (Kumar, Kumar, Kim, Ryu, & Cho,
2013).

Estos efectos negativos se dan porque a la planta le resulta dificil mantener un equilibrio

homeostatico, sufriendo lo que se conoce como sequia fisioldgica, debido al bajo potencial
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osmotico del medio, pudiendo llegar a ser, inclusive, menor al de la célula, limitando la

absorcion de agua. Por otro lado, la alta concentracion de iones Na* esta asociado a
perturbaciones de la membrana plasmatica y a un desequilibrio metabdlico por la
competencia con los sitios de enlace del K. Por su parte, el ClI" en altas concentraciones
ocasiona quemaduras en hojas, disminuyendo la actividad fotosintética y absorcion de

nitratos (Martinez-Villavicencio, Lépez-Alonzo, Basurto-Sotelo, & Pérez-Leal, 2011).

El efecto de potenciamiento en el crecimiento vegetativo en las primeras etapas de
regeneracion observadas (Figura 4) también conocido como hormesis es un efecto
observado cuando una dosis subletal de un compuesto es puesta en contacto con un tejido
que desencadena una serie de respuestas morfogenéticas para contrarrestar el efecto
negativo (Abbas, Nadeem, Tanveer, & Chauhan, 2017). Dentro de los efectos horméticos
se pueden mencionar un aumento en el crecimiento vegetativo, en el nimero de hojas o
namero de brotes (Martinez-Villavicencio etal., 2011), en arroz se han identificado
mecanismos codificados en el genoma involucrados con la respuesta a estrés salino (Reyes
et al., 2008), estos mecanismos son los responsables del efecto hormético observado en
los callos embriogénicos durante la etapa de regeneracién y en las evaluaciones de las vitro
plantas sometidas a estrés salino, donde se observ6 un incremento en la velocidad del
desarrollo vegetativo de las plantulas durante la regeneracion y en la altura de las plantas

sometidas a estrés salino.

Es importante destacar que el efecto hormético no garantiza la sobrevivencia de las plantas
afectadas por el estrés (Martinez-Villavicencio et al., 2011), como se observé en las vitro
plantas evaluadas en dosis de 200 y 250mM donde se observo el mayor numero de brotes

por vitro planta, pero aun asi el porcentaje de sobrevivencia fue muy bajo.

Seleccion in vitro de mutantes M1V1 a partir de callos embriogénicos

irradiados de arroz subespecie indica var. CR5272

La seleccion in vitro en condiciones de salinidad por NaCl mostré la sobrevivencia
Unicamente de algunos segmentos de callos embriogénicos. Este resultado se debe a que
la irradiacion generara multiples mutantes a partir de cada célula del callo, que da a lugar a

un proceso mutagénico aleatorio individual. Es decir, solo algunas células obtuvieron una
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presunta tolerancia a la salinidad. Ademas, por esa razén cada planta regenerada de estos

embriones es un mutante distinto lo que elimina la aparicion de quimeras. Los resultados
obtenidos se sustentan con el hecho de que la seleccién del material tolerante a la salinidad
se da una vez iniciado el proceso de regeneraciéon (Suprasanna, Jain, Ochatt, Kulkarni, &
Predieri, 2012).

El cultivo in vitro ha demostrado ser una metodologia Gtil para la simulacién de estrés y la
seleccién de material tolerante (Taleisnik & Lavado, 2017). Ademas, en arroz se ha
demostrado que es una herramienta muy eficiente para la seleccion de individuos tolerantes
al estrés salino como lo demuestra el trabajo realizado por (Pérez & Gonzalez, 2003),
también se pude mencionar el trabajo de Gonzalez et al (2009), donde lograron obtener un
mutante con potencial tolerancia a la salinidad a partir de cultivo in vitro de semillas
irradiadas con protones. Estos trabajos validan los resultados obtenidos durante la
seleccién in vitro de mutantes de arroz tolerante a la salinidad regenerados de callos

embriogénicos irradiados a 40 Gy y seleccionados en 150 mM de NaCl.

Seleccion ex vitro y caracterizacion morfolégica de los supuestos mutantes
M3 de arroz obtenidos de callos embriogénicos de arroz subespecie indica
var. CR5272

En el presente trabajo, la baja tasa de sobrevivencia ex vitro de los mutantes sometidos a
estrés salino donde solo una linea de 5 sobrevivié a pesar de que estas fueron previamente
seleccionados en condiciones in vitro, se debe a que algunas deficiencias fisiologicas
pueden ser enmascaradas por la técnica de cultivo de tejidos, ya que se presentan
condiciones idéneas y controladas para el desarrollo de las plantulas generando un minimo
de estrés fisiolégico. Las deficiencias fisioldgicas en la regulacion osmotica se pueden ver
enmascaradas en el cultivo in vitro aun cuando el tejido es sometido a estrés salino, ya que
las condiciones in vitro aln permiten mantener un porcentaje de humedad cercana al 100%
reduciendo el efecto del estrés osmatico lo suficiente para que estas plantas sobrevivan.
Por lo que al trasladarlas a condiciones ex vitro y someterlas a estrés salino estas
deficiencias fisioldgicas salen a la luz y ocasionan la muerte del mutante (Mendoza-Tovar,
2016). Se ha reportado ademas, que la radiacion acelera la division celular y la actividad de

las auxinas, ademas de modificar la sefalizacion hormonal, asi como aumentar la
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capacidad antioxidante de las células, permitiendo enmascarar los efectos del estrés

generado por la salinidad en Laelia autumnalis (Herndndez-Mufioz et al., 2017).

El efecto negativo de la alta concentracion de sales ocasiona una reduccion del desarrollo
vegetativo, debido a una disminucion del potencial osmoético del medio que genera un efecto
de sequia fisiolégica, asi como una absorcion pobre de nutrientes esenciales por
interferencia de iones salinos, también se reporta clorosis y reduccién de crecimiento radical
en varias especies vegetales incluyendo el arroz (Martinez-Villavicencio et al., 2011), lo cual
fue observado claramente en las plantas de arroz var CR5272 control bajo estrés salino y

en los mutantes M3 sensibles (M3 I-6 y 7) obtenidos en este trabajo.

La reduccion en el crecimiento foliar en plantas de arroz bajo estrés salino se ha ligado al
mal funcionamiento estomatico reportado en la literatura. Los estomas se mantienen
cerrados, propiciando al aumento de la temperatura en la hoja, inhibiendo la enlongacion
de estas(Reddy, Kim, Yoon, Kim, & Kwon, 2017), pudiendo explicar la reduccion en la
elongacion foliar observada en este trabajo en las plantas de arroz var CR5272 control bajo
estrés salino y en los mutantes M3 sensibles (M3 I-6 I-7). Por otro lado, el exceso de sales
también ocasiona la inviabilidad del polen, por lo que a pesar de que algunas plantas control

lograron sobrevivir, no les fue posible generar descendencia.

Las plantas de arroz que logran desarrollarse en condiciones de estrés salino, pueden ser
consideradas como altamente tolerantes, tolerantes o moderadamente tolerantes
dependiendo del dafio en los érganos vegetales observado y el retraso en el crecimiento
(Bado et al., 2016). Tomando en consideracion lo anterior se considera a los mutantes de
arroz M3 I-1, I-2, I-3, I-4 y I-5 generados en este trabajo, como mutantes tolerantes ya que,
a pesar de presentar dafios en hojas viejas, no se observé un retraso en el crecimiento y

lograron completar su ciclo fenol6gico.

Las afirmacién de la tolerancia a la salinidad de los mutantes M3 I-1 al I-5, es respaldada
por resultados similares reportados en la literatura por Deus et al. (2002) y Gonzalez et al
(2009) para plantas de arroz, donde a pesar del dafio foliar por el exceso de sales las
plantas tolerantes lograron completar su ciclo fenolégico y generar una produccion de

semilla similar a la obtenida bajo condiciones sin estrés salino.
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El comportamiento de los mutantes de arroz M3 identificados como tolerantes (M3 I-1 al 5)

coincide como lo reportado en la literatura para plantas de arroz tolerantes a la salinidad,
como la muerte de hojas viejas, secrecidn del exceso de sales y la sobrevivencia de la hoja
bandera y hojas jovenes. Se han descrito mecanismos de exclusion y traslocacion de iones
mas eficientes en las plantas tolerantes que en las plantas sensibles a salinidad, este
mecanismo es el responsable de la muerte de hojas viejas por la acumulacion de sales para
reducir la concentracion en hojas jovenes y en la hoja bandera, garantizando el buen
funcionamiento metabdlico en estos tejidos. También se ha reportado la secrecion del
exceso de sales en hojas o en tallos, ademas de un aumento en el desarrollo radical para
aumentar la superficie de absorcién y solventar la dificultad de absorcion de nutrientes en
condiciones salinas (L. M. Gonzalez, Gonzélez, & Ramirez, 2002). Estas respuestas
metabolicas al estrés salino se deben a los mecanismos de mantenimiento osmaotico

mediada por el genoma vegetal (Reddy et al., 2017).

La variacion observada en las caracteristicas fenotipicas entre los mutantes M3, aun siendo
descendientes de la misma planta madre, se debe a la variacion genética propia de la
recombinacion alélica y generacion de organismos heterocigotas. Durante el proceso de
meiosis, en la etapa reproductiva, se generan gametos con distinto material genético
(mutante y sin mutar) que al combinarse para generar la semilla fértil, generan individuos
con combinaciones de alelos distintas y por lo tanto, un comportamiento metabdlico y
fenotipico distinto (Contreras, Caro, & Quevedo, 2006). Este punto también podria explicar
la baja produccién de semilla de los mutantes M3 respecto a los controles absolutos, ya
que algunas combinaciones de alelos pueden ser deletéreas y originen infertilidad de la
panicula, como lo reportado en el trabajo de Zamora-Cruz (2014), en plantas de arroz,
donde se determiné que hasta un 24,0 % de infertilidad en la panicula de mutantes
obtenidos de semillas de arroz irradiadas a dosis entre 100 y 500 Gy y sembradas en una
parcela experimental. También se ha reportado altos porcentajes de infertilidad en el polen
en plantas de arroz sensibles a la salinidad. Trabajos como el de Gerona, Deocampo,
Egdane, Ismail, & Dionisio-Sese (2019), reportaron reducciones entre un 37 a 50 % de la
viabilidad del polen estudiado provenientes de distintas variedades de arroz sometidas a

estrés salino.
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La segregacion fenotipica observada en la poblacion mutante M3 en este trabajo se ha

observado y estudiado a detalle en trabajos como el de Caceres, 2011, donde al evaluar
mutantes de tomate generados por EMS, se determiné que aun en la tercera generacion
filial es posible observar diferencias en el tamafio del fruto y en el desarrollo vegetativo,
ocasionadas por la segregacion genética. En la investigacion de Yu et al (2007) en arroz,
se observé segregacion en el tamafio, forma y color de la hoja, entre otras caracteristicas
en la M3, asi mismo se observo variacion genética entre algunas plantas hermanas tanto

en el fenotipé como en los patrones de AFLP.

Andlisis de AFLP de los mutantes M3 | de arroz

El método AFLP es una técnica confiable con alta repetitividad para la deteccién de
diferencias genéticas en una poblacién determinada. Permite la deteccidn de variaciones
en multiples loci de manera simultanea sin necesidad de tener conocimiento del genoma
(Pilling & Rischkowsky, 2010), por lo que permite el uso para la caracterizacion molecular
de mutantes como los del presente trabajo, ya que se desconoce la posicién y nUmero de
mutaciones, ademas de que estas estan distribuidos en todo el genoma de manera
aleatoria. La principal desventaja que presenta esta metodologia es que es imposible
distinguir si una variacion esta en estado de hetero u homocigosis, ya que es un marcador
molecular de tipo dominante, ademas de tener una complejidad técnica bastante elevada
en comparacion con otros marcadores moleculares como los RAPD (Narvéez, Valenzuela,
Mufoz, & Hinrichsen, 2000).

La metodologia de AFLP ha mostrado ser Gtil para encontrar las diferencias genéticas
producidas durante la induccidon de mutagénesis, trabajos como los de Kurowska, Labocha-
Pawiowska, Gnizda, Maluszynski, & Szarejko (2012) en mutantes de cebada producidos
por MNU, asi como en mutantes de Arabidopsis thaliana inducidos por un haz de iones de
baja energia (K. Li, Nie, Zhang, Zhang, & Zhang, 2007). En ambos casos fue posible
detectar cambios generados por el proceso mutagénico. En arroz los AFLPs se ha utilizado
para el analisis de mutantes con muy buenos resultados como lo demuestra Yu et al. (2007)
quienes lograron caracterizar una poblacion mutante de arroz por medio de este marcador.
Ademds, considerando la cantidad de fragmentos de AFLP analizados por Yu et al (479),

se puede asegurar que la cantidad de fragmentos analizados (763) en el presente proyecto,
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fueron suficientes para lograr una caracterizacién molecular de las diferencias genéticas de

los mutantes M3 | respecto a los controles no mutantes.

Las agrupaciones observadas en el dendograma responden a las diferencias en los
fragmentos observados, donde entre mayor es la cantidad de fragmentos Unicos de cada
grupo mayor es la diferencia genética con el grupo control (plantas de arroz var. CR5272
de semilla certificada), siendo el grupo correspondiente a los mutantes M3 sensibles el que
present6 menos diferencias con el grupo control, este tipo de agrupacion responde a las
distancias genéticas calculadas durante la construccion del dendograma (Pérez-Almeida &
Torres, 2011).

Es posible afirmar que la tolerancia a los altos niveles de salinidad observada en algunos
mutantes de arroz se deben a cambios de secuencia en genes o factores de transcripcion
relacionados a la respuesta a estrés salino, reflejados en los fragmentos privados
observados gracias a la metodologia de AFLP empleada, como lo fue observado en el
trabajo de (Titov et al., 2018), donde realizaron una seleccion fenotipica y genotipica de

plantulas de arroz tolerantes a salinidad.

Andlisis de los patrones de metilacién por MSAP de los mutantes de arroz M3

sometidos a estrés salino

Los cambios en los patrones de metilacion es uno de los mecanismos epigenéticos que
regulan la expresion de genes durante la respuesta a estrés ambiental, como el estrés
ocasionado por la acumulacién de sales, en forma especifico para los tejidos y la etapa
desarrollo en la que se encuentra (Karan, DelLeon, Biradar, & Subudhi, 2012), por ello se
observo patrones de metilacion distintivos de cada tejido de las plantas mutantes y controles

analizadas en el presente trabajo.

La hemimetilacion es una marca epigénetica involucrada en la metilacion de novo, a partir
de una hebra de ADN metilada molde, por lo que esta asociada a la division celular regular
y el crecimiento vegetativo (Parejo-Farnés, Aparicio, & Albaladejo, 2019). Gracias a estos
estudios es posible asociar el comportamiento del porcentaje de sitios hemimetilados
observado en este trabajo con un mayor crecimiento vegetativo de los individuos sometidos

a estrés salino, siendo mas evidente en el tejido radical de los mutantes tolerantes (M3 I-1
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al 5), donde se observé un mayor porcentaje de hemimetilacion y un mayor desarrollo

radical en condiciones de estrés salino.

En la literatura se reporta que los cambios mas significativos en los patrones de metilacion
son detectados en las raices de las plantas de arroz sometidas a estrés salino, esto debido
a que fungen como la primera linea de respuesta a este estrés, modificando la expresion
génica para regular el metabolismo en aras de reducir los efectos nocivos del exceso de
sales (W. Wang et al., 2015), explicando los cambios mas evidentes en la metilaciéon

completa en los tejidos radicales de las plantas evaluadas en este trabajo.

Los patrones de metilacién diferenciales observados en el presente trabajo, pueden
deberse a efectos aleatorios y por la falta de repeticiones, no fue posible realizar un ANOVA
para separar el efecto de aleatorio del causado por el estrés salino. Esta informacion es util
para generar una vision panoramica del comportamiento de los individuos analizados, como
lo fue demostrado por Bednarek, Ortowska, & Niedziela (2017), asi como en el trabajo de
Garcia (2017) en Silene latifolia, donde se logré una caracterizacion de dos poblaciones de
esta especie vegetal, aungue llegando a la conclusién de la necesidad de metodologias

mas especificas para lograr una mejor caracterizacion.

La poca diferenciacion entre los patrones de metilacion de las plantas mutantes tolerante
(M3 I-1 al 5) y sensibles (M3 I-6 y 7) bajo estrés salino, respecto a los controles con y sin
salinidad se debe a que estudios en arroz han mostrado que los patrones de metilacion
pueden no estar, necesariamente, ligados con las condiciones de cultivo bajo estrés salino
(Karan et al., 2012). Se ha observado que menos del 10,5 % de los sitios de metilacion
detectados por la metodologia de MSAP, es dependiente del genotipo en plantas de arroz
(W. Wang et al., 2015). Es por lo anterior que es necesario enfocar la blusqueda de sitios
de metilacién especificos para lograr una caracterizacion mas adecuado de los mutantes

tolerantes a la salinidad.

Andlisis de los cambios de expresion de genes relaciones con la tolerancia a

salinidad de mutantes M3 de arroz mediante qRT-PCR

El estudio de numerosos genes de mantenimiento celular (“housekeeping genes” ha

demostrado que los niveles de expresién pueden variar segun las condiciones a las que es



72
sometido el tejido, esto es explicado a que estos genes no estan implicados Unicamente en

el mantenimiento de las funciones celulares. El trabajo realizado por Jain, Nijhawan, Tyagi,
& Khurana (2006), donde se evaluaron 10 housekeeping comunmente utilizados en
ensayos de expresion relativa, entre ellos ACT, UBQ, EFa, y TUB, y que los evaluaron en
25 tejidos de arroz bajo distintas condiciones de estrés como de salinidad, sequia y
temperatura obtuvieron valores de estabilidad entre 1,0 y 0,3. Ellos determinaron que los
valores de estabilidad mas aptos para este tipo de ensayos los poseian los genes de EFa
y UBQ5, coincidiendo con los resultados del presente trabajo, donde se determiné que el

gen de Efa presenta el valor de estabilidad mas apto, entre los candidatos evaluados.

La cisteina beta sintasa (CYSB), convierte la cisteina en homocisteina, vital para la sintesis
de metionina (Mishra et al., 2016), aminoacido involucrado en la respuesta al estrés
abidtico, es responsable del retraso en la senescencia de las hojas, en un mayor desarrollo
radical y de biomasa (R. Kumar et al., 2018). Se ha reportado una alta expresion de la
Cistationina-f sintasa plastidica en lineas tolerantes de arroz (Reddy et al., 2017). Este
comportamiento fue observado en el tejido foliar a los tres meses (después de la floracion)
en los mutantes M3 identificados como tolerantes. Por otro lado, se espera que un
metabolismo con desarrollo normal la expresion en raiz de este gen sea menor después de
la floracion, respecto a la expresion observada antes de la floracion (NCBI, 2018b). La
expresion observada en el control sal fue opuesta a la reportada, o que sugiere un

descontrol metabdlico que culminé con la muerte de estos individuos.

La enzima S-adenosil metionina descarboxilasa (SAMDC), se relaciona con la via de
biosintesis de poliaminas, como la espermidina y espermina, donde la region ascendente
del gen desempefia un papel importante en la regulacion génica transcripcional y
postranscripcional, respondiendo a perturbaciones ambientales, reprimiéndose bajo estrés
salino (Mishra et al., 2016). En condiciones sin estrés salino se espera un ligero aumento
en la expresion de este gen en tejido radical luego de la floracién de plantas de arroz (NCBI,
2018a), como fue observado en los mutantes M3 tolerantes. En los mutantes sensibles y
los controles sal se dio una sobreexpresion de hasta 3,5 X, lo que se debe a una respuesta
al elevado estrés metabdlico que sufren estos individuos buscando la restitucion del

equilibrio osmético y la funcién celular, aunque de manera no efectiva, comportamiento
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estudiado en el trabajo de Roy & Wu, 2002, donde observaron el cambio en la expresion

de SAMDC en plantas de arroz tolerantes y sensibles a estrés salino.

La S-adenosil metionina sintasa (SAMS) codifica para la enzima catalizadora de la S-
adenosil-L-metionina (AdoMet), a partir de L-metionina. La AdoMet funge como donador de
grupos metilo en reacciones de transmetilacion, importantes en la sintesis de lipidos, acidos
nucleicos, proteinas y metabolitos secundarios; también es requerida para la produccién de
fenilpropanoides que constituyen la pared celular (Reyes et al., 2008). Se ha reportado en
literatura que los niveles de expresion del gen SAMS estan involucrados en la configuracion
de la cromatina en plantas de arroz (W. Li, Han, Tao, & Chong, 2011), por la interaccién
con los niveles de concentracion de acido giberélico y brasinoesteroides (L. Wang et al.,
2009). Una sobreexpresion del gen SAMS en cultivares susceptibles de arroz al estrés
salino se ha reportado por Mishra et al (2016), concordando con lo observado en los
mutantes M3 sensibles. La sobreexpresion de este gen lleva a un desequilibrio en la
respuesta hormonal, generando un retraso en el crecimiento y en la respuesta al estrés
salino adecuada para mantener el funcionamiento celular correcto (Javid, Sorooshzadeh,
Moradi, Modarres Sanavy, & Allahdadi, 2011).

El gen HKT2 codifica para un transportador de membrana de sodio/potasio, con una mayor
afinidad por los iones sodio, por lo que en condiciones de estrés salino se dificulta la
absorcion de potasio del suelo, ya que este gen se expresa mayoritariamente en la raiz
(Faye, 2011). Los cambios en los niveles de expresion y selectividad de este gen estan
estrechamente involucrados en la tolerancia al estrés salino. Los niveles de expresion
similares al control absoluto sugieren que el mecanismo de tolerancia de estas plantas es
el de mantener un nimero de transportadores estables evitando asi la absorcidn excesiva
de iones de sodio, esto tampoco excluye la posibilidad de un cambio en la selectividad de
la enzima de manera que permita la absorcién de K* aun con altas concentraciones de
Na*(Oomen et al., 2012), este comportamiento ya ha sido reportado en plantas de arroz
tolerantes a la salinidad (Gerona et al., 2019). La sobreexpresion observada del gen HKT2
tanto en pre como en postfloracion en los mutantes susceptibles (M3 I-5 y 1-6) es una
respuesta inefectiva ante la dificultad de mantener una homeostasis i6nica por la falta de
absorcion de K*, como la respuesta que fue estudiada por Huang, Spielmeyer, Lagudah, &

Munns (2008) en arroz, sorgo y trigo sometidos a estrés salino, donde observaron que en
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materiales susceptibles la salinidad sobre expresaron este gen en respuesta a la deficiencia

en la absorciéon de K*.

Caracterizacion bioquimica de mutantes M3 sometidos a estrés salino

Estimacién del contenido de clorofila a y b en hojas mutantes M3 | de arroz sometidos a

estrés salino

Se ha reportado en la literatura que en variedades de arroz sensibles a la salinidad la
concentracion de clorofila total se reduce entre un 20 y 50 % cuando la planta enfrenta el
estrés salino, siendo la reduccidon mas drastica en las hojas bajeras o0 mas viejas (Gerona
et al., 2019), este comportamiento fue observado en las plantas control bajo estrés salino
por NaCl y en los mutantes sensibles a la salinidad (M3 I-6 y 7) ya que se redujo la
concentracion entre un 20 y 40 %, a pesar de no tener valores cuantitativos para las hojas
mAas viejas, visualmente se observd un marchitamiento mas marcado en las hojas de estas
plantas, lo que se traduciria en una menor concentracion de clorofila. La baja concentracién
de clorofila a y b en los mutantes sensibles, asi como en el control sal, respecto al control
absoluto, observado en el presente trabajo, se debe a una reduccion en la actividad de la
biosintesis de estas moléculas o en el aumento en la actividad de la clorofilasa, por un

exceso de iones en las hojas (Mishra et al., 2016).

La poca concentracion de clorofila en las hojas se traduce en poca energia metabdlica que
a largo plazo lleva a la senescencia prematura de las hojas y a una debilidad general del
organismo que culmina con la muerte de este (Amirjani, 2011), como se observé en este
trabajo en los controles sal y en los mutantes M3 sensibles a la salinidad, siendo mas

evidente en estos ultimos.

El mayor contenido de clorofila en los mutantes M3 I-3 y M3 I-4 se debe a una respuesta a
la alta demanda energética que representa combatir el estrés salino, concordando con las
evaluaciones realizadas por Ashraf & Bhatti (2000) en hojas de arroz sometido a estrés
salino. Ademas se ha descrito que un mecanismo muy recurrente en la tolerancia a la
salinidad en arroz, es el aumento de la actividad fotosintética, que responde a una mayor

concentraciéon de pigmentos fotosintéticos (Nounjan etal.,, 2018), como las altas
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cuantificaciones observadas en las plantas de arroz mutantes M3 tolerantes a estrés salino

(M3 I-1 al I-5).

Estimacion del contenido de proteinas totales en hojas de mutantes de arroz M3

sometidos a estrés salino

La disminucion de la cantidad de proteinas totales de las plantas de arroz control sometidas
a estrés salino, respecto al control absoluto, observado en este trabajo, se debe a cambios
en procesos celulares que son afectados por el estrés osmético o la alta concentraciones
de iones ocasionados por la salinidad. Se plantea que procesos que implica la sintesis
activa de proteinas como la divisién celular se reducen, asi como otros procesos como los
involucrados en la respuesta a estrés sufren una sobreexpresion de los genes involucrados,
como de enzimas antioxidantes, ATPasas, transportadores iénicos y acuaporinas (Lamz-
Piedra et al., 2013).

En este trabajo la concentracion de proteinas totales de los mutantes M3 tolerantes es
similar a los controles sin salinidad y mayor que la cuantificada en los controles con
salinidad. Esto muestra que el organismo de estas plantas a pesar de sufrir un efecto
negativo derivado del estrés salino, reflejado en el marchitamiento parcial de las hojas
jévenes y total de las hojas viejas, muestra que estas plantas presentan un mecanismo de
respuesta, como la reduccién del dafio oxidativo o traslocacion del exceso de sales para
reducir la toxicidad idnica, lo suficientemente efectivo para lograr sobrellevar estos efectos

negativos y lograr un desarrollo comparable a los controles absolutos (Jamil et al., 2012).

Conclusiones

La dosis de 40 Gy fue efectiva para la generacion de variabilidad genética, evidenciado por

los cambios en los patrones de AFLP de los mutantes M3.

El ensayo de MSAP no fue concluyente por la falta de repeticiones, pero fue posible detectar
ligeros cambios en los porcentajes de metilacién de lo mutantes tolerantes respecto a los

controles y mutantes sensibles.
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El andlisis de expresion relativa mostro diferencias en los niveles de expresién de los genes

CYSB, SAMDC, SAMS y HKT2 para las muestras evaluadas, mostrando niveles de
expresion para los mutantes tolerantes y sensibles, comparables con los reportados en la

literatura.

La caracterizacion bioquimica mostr6é una mayor concentracion de clorofila en los mutantes
tolerantes, asi como una mayor concentracién proteinas totales en tejido foliar, respecto a

las plantas control de arroz con y sin estrés salino.

Se lograron obtener 5 plantas mutantes M3 hermanas tolerantes de la linea |, asi como una
caracterizacion molecular y bioguimicas de estos, concordante con lo reportado en la
literatura para lineas tolerantes al estrés salino. Asi mismo, se obtuvieron mutantes M3 de
la linea | con una mayor sensibilidad aparente a la salinidad que permitieron comparar el

comportamiento entre los controles no mutantes, individuos tolerantes y sensibles.

Recomendaciones

El autor recomienda continuar con la reproducciéon de los mutantes identificados como
tolerantes para realizar pruebas en condiciones de altas temperaturas y sequia, ademas
del material que resulté susceptible en otras condiciones agroambientales. Al contar con
mayor material también se recomienda volver a realizar los ensayos de MSAP para lograr
diferenciar los efectos aleatorios de los causados por el estrés salino simulado en los

patrones de metilacion.

Se recomienda también, realizar la caracterizacion molecular y bioquimica de las plantas
mutantes M3 tolerantes de manera individual para poder realizar una mejor caracterizacién

de estos individuos.

El uso de distintos analisis para la caracterizacion de los mutantes tolerantes, como la
determinacion de la concentracién de prolina y glicina, permitird una diferenciacibn mas

evidente entre las plantas control y los mutantes.

También, es pertinente realizar pruebas de campo con el material seleccionado, para

evaluar su comportamiento en condiciones menos controladas y detectar cambios



77
fenotipicos y fenoldgicos que pudieron verse enmascarados en el cultivo hidroponico en

invernadero.
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Anexos
Anexo 1. Composicién de la solucién hidropoénica utilizada para el cultivo de arroz.
‘ Solucion Reactivo cantidad/5 L
1 NHiNO; 457 g
2 NaH>PO4sH,0 20159
3 K2SO4 3574
4 CaCl2 443 g
5 MgSO, 7H.0 1620 g
MnCl, 4H,0 7,59
(NH4)sM07024 4H,0 0,379
H3BOs 4,67 g
ZnS04 7H20 0,175¢
° CuSO04 5H,0 0,155 ¢
FeClz 6H20 38,59
CeHsO7 H20 59,5¢
1 M H>S0,4 250 mL

Fuente: (Yoshida, Forno, Cock, & Gomez, 1976).

De cada solucién se afadieron 37,5 mL para cada recipiente de 30 L y se completd el
volumen con agua.
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Anexo 2. Medidas morfologicas tomadas de las plantas de arroz mutantes M1y M2 de las

lineas I, I, IV y V asi como el promedio de plantas control.

Control

_--------
--------
2,7 19,1 3,3 0,4 42,4 1,7 14 72
N

Promedio Promedio

Promedio Promedio Promedio Promedio Promedio Dias
ligula Igﬂ?} namero zg‘:l:lz? largo ancho ndmero para la
(cm) (cm) de Culm (cm) hoja (cm) hoja(cm) de brotes floracion

[ conrol T T
_ 2,5 20,0 3,0 0,4 60,0 1,9 3,0 75
B 2 23 v o5 e0 15 50 5
2,2 16,6 31 0,5 56,0 1,2 6,4 70
Bl - 1 33 04 e 17 53 T
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Anexo 3. Apariencia de las plantas de arroz control con y sin salinidad y mutantes M3 I.
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Anexo 4. Concentracion (ng/pL) y relacién 260/280 de las extracciones de ADN y ARN.

ADN ARN

Concentracion
(ng/uL)

260/280

1481,4 2,02

479,0 1,97

551,8 1,99

369,7 1,96

1922,3 2,06
414,7 1,99
1143,7 2,00
293,2 1,94
2230,1 1,85

555,6 1,94

943,1 1,92

539,1 1,92

1953,8 1,92
259,5 1,98
843,6 1,93
623,5 1,90
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Anexo 5. Cambios en los patrones de metilacion observados en controles y mutantes con

y sin estrés salino.

Mut (1,2,3,4,5)

Mut (6,7)

Tipo de banda

hemimetiladas

MSAP Control Sal Control Sal Control Sal
A. Hoja
| 1046 1021 1026 1123 1046 1107
I 499 474 494 591 549 610
I 353 422 438 535 351 412
IV 194 125 94 3 146 85
Total de bandas 2092 2042 2052 2252 2092 2214
amplificadas
% Metilacién 41,56 39,67 39,33 38,25 41,61 40,70
% Bandas con
metilacion 26,15 26,79 25,93 23,89 23,76 22.45
completa
0]
YoBandas 23.85 23.21 24,07 26,24 26.24 27 55
hemimetiladas
B. Raiz
| 951 003 018 1061 822 920
I 388 430 431 574 303 401
I 696 766 433 576 509 607
Wi 133 203 54 89 10 88
Total de bandas 2168 2392 1836 2300 1644 2016
amplificadas
% Metilacién 40,08 42.47 38,21 41,35 34,52 39,31
% Bandas con
metilacion 38,24 40,51 26,53 28,91 31,57 34,47
completa
0)
¥%Bandas 17.90 17.08 23,47 24.96 18.43 19.89







