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RESUMEN

El maiz es el cultivo mas importante alrededor del mundo, es altamente sensible al
estrés abidtico causado por la sequia, la salinidad excesiva y las temperaturas
extremas. En plantas, la trealosa tiene un papel clave como mediador frente a
diferentes tipos de estrés abidtico, como la sequia, las temperaturas altas y bajas, y el
estrés osmatico. Por lo tanto, su papel en la adaptacién de la planta a diversas
condiciones de estrés ha sido ampliamente documentado. El objetivo de este trabajo
fue clonar y caracterizar molecularmente los genes TPS y TPP del maiz y evaluar el
efecto agrondmico vy fisiolégico mostrado por las plantulas bajo estrés abiotico. Para
esto, lineas de maiz resistentes y susceptibles fueron sometidas a estrés hidrico y
osmotico por durante 72 h. En el caso del estrés hidrico se obtuvieron dos ADNc de
longitud completa de TPS y uno de TPP, los cuales fueron clonados y secuenciados.
Del mismo modo, las secuencias de aminoacidos de TPS y TPP se alinearon con
secuencias homodlogas de diferentes especies, mostrando dominios altamente
conservados y los mismos sitios cataliticos. La expresion relativa de ambos genes se
realizd mediante RT-qPCR en diferentes momentos. El patrén de expresiéon mostré
una sobreexpresion significativamente después de 0,5 horas en lineas resistentes y
en el caso de las susceptibles el patrén de expresidn se activé después de la primera
hora y hasta las cuatro horas, mostrando su participacion en la respuesta al estrés por

sequia.

Por su parte, los resultados del estrés osmoético mostraron que en la mayoria de los

casos se observo un incremento en el numero de hojas, altura de planta, pigmentos
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fotosintéticos, estabilidad de membrana azucares totales, prolina y las enzimas
antioxidantes SOD, POD, APX y CAT. El analisis de expresion relativa por RT-gPCR
mostré expresion diferencial a diferentes tiempos de ambos genes TPS y TPP,
presentandose una induccion significativamente después de 0,5 horas para lineas
resistentes y después 6 horas en la mayoria de los casos en las plantas susceptibles,
mostrando su participacion en la respuesta al estrés osmaético. En términos generales
bajo los dos estrés osmotico, se observo una variacion en el numero de hojas, la altura
de la planta y los pigmentos fotosintéticos dependiendo el genotipo y nivel de estrés.
Asi como, un aumento en el dafo en la membrana celular, azlcares totales, actividad

de APX y CAT, ademas de una disminucion en la concentracion de prolina y POD.

Este estudio presenté una informacion basica de las diferentes isoformas de TPS y
TPP expresadas en el maiz y esta informacion podria utilizarse en futuras
investigaciones sobre la participacion de la trealosa en plantas bajo estrés por sequia

y osmatico.

X1V



ABSTRACT

Maize is the most important crop around the world, it is highly sensitive to abiotic stress
caused by drought, excessive salinity and extreme temperatures. In plants, trehalose
plays a key role as a mediator against different abiotic stresses, such as drought, high
and low temperatures, and osmotic stress. Therefore, its role in plant adaptation to
various stress conditions has been widely documented. The aim of this work was to
clone and molecularly characterize the TPS and TPP genes of corn and to evaluate the
agronomic and physiological effect shown by seedlings under abiotic stress. For this
purpose, resistant and susceptible corn lines were subjected to drought stress, as well
as to salinity stress during 72 h. In the case of water stress, two cDNAs of full length of
TPS and one of TPP were obtained, which were cloned and sequenced. Similarly, the
amino acid sequences of TPS and TPP were aligned with homologous sequences of
different species, showing highly conserved domains and the same catalytic sites. The
relative expression of both genes was performed by RT-qPCR at different times. The
expression pattern showed a significant overexpression after 0.5 hours in resistant lines
and in the case of the susceptible ones the expression pattern was activated after the
first hour and up to four hours, showing its participation in the response to drought

stress.

On the other hand, the results of osmotic stress showed that in most cases an increase
in the number of leaves, plant height, photosynthetic pigments, membrane stability,
total sugars, proline and the antioxidant enzymes SOD, POD, APX and CAT was

observed. Relative expression analysis by RT-gPCR showed differential expression at
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different times of both TPS and TPP genes, presenting an induction significantly after
0.5 hours for resistant lines and after 6 hours in most cases in susceptible plants,
showing their participation in the response to osmotic stress. types of stress the number
of leaves, plant height and photosynthetic pigments decreased, while free proline
content and SOD increased, and in the case of salinity stress an increase in cell
membrane damage, total sugars, APX and CAT activity was observed; as well as a

decrease in proline and POD concentration.

RT-gPCR was performed, which shows the differential expression of both genes under
drought and saline stress. This study presented basic information on the different
isoforms of TPS and TPP expressed in corn and this information could be used in

further research on the role of trehalose in the plant under drought and salt stress.
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INTRODUCCION

El cambio climatico y la agricultura son procesos relacionados entre si que tienen
importancia a nivel mundial (Yohannes, 2016). La agricultura es uno de los

sistemas mas sensibles al cambio climatico ya que incrementa especialmente las
concentraciones de CO2 atmosférico, lo que resultara en el incremento de la
temperatura a nivel global y cambios en los patrones de lluvia (Meza y Silva, 2009;
Tao et al.,, 2011; Zhou et al., 2013). Estos cambios pueden afectar directa o
indirectamente la produccién agricola y la seguridad alimentaria en el futuro (Lee
et al., 2011). En México, existen investigaciones para medir las posibles
consecuencias del cambio climatico desde distintas perspectivas y sobre diversos
sectores prioritarios del pais. De acuerdo a Villers-Ruiz y Trejo-Vazquez (1997)
mas de la mitad del territorio del pais (entre el 50% y el 57%) cambiara sus
condiciones de temperatura y precipitacion de manera que el clima actual podria
ser clasificado en otro subtipo y todos los ecosistemas deberan cambiar para

adaptarse a las nuevas condiciones.

El estrés abidtico como sequia, salinidad, altas o bajas temperaturas, luz, déficit o
exceso de nutrientes, metales pesados, solos o0 combinados alteran el metabolismo
de las plantas lo que conduce a efectos negativos sobre el crecimiento, el desarrollo
y la productividad de las plantas(Park et al., 2003; Rao et al., 2006). Ademas,
cuando se mantienen de manera activa y/o por un tiempo prolongado, puede
conducir a una carga metabdlica insoportable sobre las células provocando

clorosis, retardando el crecimiento y en condiciones extremas, la muerte de la

1



planta (Rao et al., 2006). Se estima que s6lo un 10% de la superficie de la tierra
cultivable se encuentra libre de algun tipo de estrés, como consecuencia de esto
existe una fuerte restriccion en el aumento de la productividad de los cultivos y el

aprovechamiento de los recursos naturales.

En presencia de estrés, las plantas activan mecanismos de defensa que les
permiten tolerarlos hasta ciertos niveles (Chen y Murata, 2011). La respuesta
fisiolégica de las plantas para contrarrestar estos efectos esta dada por cambios
en la expresion génica via induccién de un gran numero de proteinas, los cuales
pueden ser clasificados en dos grupos: 1) la que las protegen directamente contra
el estrés ambiental aqui se encuentran genes que codifican proteinas que protegen
a las células de la deshidratacion, incluyendo enzimas requeridas para la
biosintesis de varios osmoprotectantes, anticongelantes, chaperonas y enzimas
destoxificantes 2) la que regulan la expresion de genes y traduccion de sefiales
durante la respuesta a estrés. En este grupo se encuentran los factores de
transcripcion, cinasas que son, enzimas involucradas en el metabolismo de
fosfoinositidos (Arakawa y Timasheff, 1985; Chen y Jiang, 2010; Chen y Murata,

2011; Hare et al., 1998; lturriaga et al., 2009b).

Con base a lo anterior, dentro del primer tipo de respuesta al estrés se encuentran
algunos osmolitos involucrados en la homeostasis celular como la glicina-betaina,
prolina, alcoholes y azucares como la trealosa que se acumulan en las células en
respuesta al estimulo para mantener la homeostasis y la integridad de las proteinas

(Drennan et al., 1993; Ingram y Bartels, 1996; Yancey et al., 1982). La trealosa es



un disacarido natural constituido por dos moléculas de glucosa unidas por un
enlace a, a-1,1-glucosidico, se almacena como carbohidrato de reserva y esta
presente unicamente en el citosol de multiples organismos excepto mamiferos
(Elbein, 1974; Iturriaga, Suarez, y Nova-Franco, 2009; Patist y Zoerb, 2005). Se
encuentra en su forma deshidratada y se caracteriza por su alta higroscopicidad,
polimorfismo y su estabilidad a altas temperaturas lo que le permite permanecer
intacta por largos periodos de tiempo comparado con otros azucares (lturriaga et
al., 2009; Sussich et al., 1998); por lo anterior, la trealosa, juega un papel importante
como mediador ante el estrés (desecacion, congelamiento, estrés osmatico,
inanicion) (Lunn et al., 2014). También se ha reportado que desempefa un papel
en los mecanismos de virulencia aun en organismos no emparentados (Woodruff

et al., 2004).

Debido a que la trealosa puede coadyuvar a la estabilizacion de proteinas y
membranas biolodgicas se ha convertido en un objetivo de la biotecnologia para la
generacion de alimentos (Roser, 1991), farmacéutica, cosméticos, crioprotectores
(Bhandal et al., 1985; Schiraldi et al., 2002) y en la industria forrajera con la
generacion de suplementos y biocombustibles (Chang et al., 2010; Suarez et al.,
2009). Por lo anterior, las enzimas para la biosintesis de la trealosa han sido
estudiadas extensamente en diferentes organismos como Escherichia coli
(trealosa-6-fosfato sintasa y trealosa-6-fosfato fosfatasa). Estas enzimas estan
codificadas por los genes otsA y otsB que constituyen un operon los cuales son
similares a los genes TPS1y TPS2 en levadura. En Saccharomyces cerevisiae las

dos enzimas son combinadas en un solo complejo llamado “complejo trealosa



sintasa” el cual incluye las subunidades reguladoras ts/1y TPS3 (Bell et al., 1998;

Kaasen, McDougall y Strgm, 1994).

Por otro lado, el maiz (Zea mays L.) es uno de los principales cultivos en el mundo
no soélo por su importancia en la alimentacién tanto humana como animal, sino
también por sus usos a nivel industrial, en la produccion de biocombustibles, entre
otros (Cruz et al., 2014). En México, para el 2016 la produccion aproximada de
maiz se ubico en 25.7 millones de toneladas, mientras que la demanda del grano
fue de 27.1 millones de toneladas, sobresaliendo un déficit de 1.4 millones de
toneladas en el pais, por lo que se ha tenido que recurrir a la importacion para cubrir
la demanda (SAGARPA, 2016). El maiz es sensible al estrés abidtico, reduciendo
su rendimiento hasta un 7% a nivel mundial (Porter et al., 2017). Diferentes
investigaciones se han realizado sobre la funcién y sobreexpresion de trealosa en
plantas, como Arabidopsis thaliana, obteniendo lineas con un incremento
significativo de tolerancia a sequia, salinidad, heladas y calor. Lo anterior, abre la
posibilidad de estudiar el efecto de la trealosa en cultivos importantes como el maiz

con diferentes tipos de estrés abidtico (Lin et al., 2019; Miranda et al., 2007).

Debido a lo anterior, el objetivo de la presente investigacion fue clonar y
caracterizar molecularmente los genes involucrados en la sintesis de trealosa
TPS/TPP en plantulas de maiz sometidas bajo estrés abidtico y evaluar su
expresion relativa diferencial; asi como los cambios fenotipicos, fisioldgicos y

bioquimicos de las plantulas de maiz bajo estrés.



1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo General

Aislar y caracterizar molecularmente los genes de trealosa-6-fosfato
sintetasa (TPS) y trealosa-6-fosfato fosfatasa (TPP), asi como analizar su

relacion con la tolerancia a estrés hidrico y osmoético en plantulas de maiz.

1.1.2 Objetivo Especificos

1.1.2.1. Establecer un protocolo de estrés hidrico y osmético en plantas de maiz.

1.1.2.2. Clonar y caracterizar los genes involucrados en la sintesis de trealosa en plantas
de maiz sometidas a estrés hidrico y salino.

1.1.2.3. Evaluar cambios fenotipicos, fisioldgicos y bioquimicos de las plantas bajo estrés
hidrico y salino.

1.1.2.4. Determinar los niveles expresion de los genes involucrados en la sintesis de la

trealosa mediante RT-qPCR.



1.1.1

1.2 HIPOTESIS

La trealosa tiene un papel importante en la tolerancia de los organismos
a diferentes tipos de estrés biodtico y/o abidtico; por lo tanto, plantulas de
maiz expuesta a estrés abidtico aumenta la expresan diferencialmente

genes involucrados en la sintesis de trealosa.

Plantas que sobreexpresan los genes involucrados en la sintesis de
trealosa aumenta su capacidad para tolerar estrés abiotico; por lo tanto,
las plantas de maiz resistentes sometidas a estrés presentan mayor

expresion de los genes TPS 'y TPP que plantas susceptibles.



CAPITULO 1. CARACTERIZACION DE LOS GENES TREALOSA-6-FOSFATO SINTASA
Y TREHALOSA-6-FOSFATO FOSFATASA Y SU EXPRESION DIFERENCIAL IN

PLANTULAS DE MAIZ (Zea mays) BAJO ESTRES POR SEQUIA

21 Resumen

El maiz es uno de los cultivos mas importante del mundo y es muy sensible al estrés
abidtico causado por la sequia, la salinidad excesiva y las temperaturas extremas. En las
plantas, la trealosa ha sido ampliamente estudiada por su papel en la adaptacion a diferentes
estreses abiodticos como la sequia, las temperaturas altas y bajas y el estrés osmdético. Por lo
tanto, el objetivo de este trabajo fue clonar y caracterizar molecularmente los genes trealosa-6-
fosfato sintasa (TPS) y trealosa-6-fosfato fosfatasa (TPP) del maiz y evaluar su expresion
diferencial en plantulas de maiz bajo estrés por sequia. Para esto, lineas de maiz resistentes y
susceptibles fueron sometidas a estrés por sequia durante 72 h. Entre los resultados obtenidos,
dos ADNCc de longitud completa de TPS y uno de TPP fueron clonados y secuenciados. Del
mismo modo, las secuencias de aminoacidos de TPS y TPP se alinearon con secuencias
homologas de diferentes especies, mostrando dominios altamente conservados y los mismos
sitios cataliticos. La expresion relativa de ambos genes se realiz6 mediante RT-gPCR en
diferentes momentos. El patron de expresién mostré una sobreexpresion significativa después
de 0,5 horas iniciado el estrés en lineas resistentes y en el caso de las susceptibles el patron
de expresion se activo después de 2 —4 h, mostrando su participacion en la respuesta al estrés

por sequia.



2.2 Introduccion

Las fluctuaciones de temperatura causadas por el cambio climatico afectan
negativamente a muchas plantas causando clorosis, atraso en el crecimiento y, en
casos extremos la muerte de la planta. En respuesta a estas condiciones las plantas
son capaces de acumular diferentes compuestos organicos, como azucares solubles
y aminoacidos libres conocido como osmoprotectores. Uno de estos compuesto es una
disacarido llamado trealosa, la cual puede acumularse hasta un 12% del peso seco de
la célula para mantener su integridad (Mostofa et al., 2015; Wingler, 2002). La trealosa
es un osmolito que esta asociado a la tolerancia de diferentes tipos de estrés abidtico,
como sequia, temperaturas altas y bajas asi como por estrés osmoético,
desempefiando un papel vital como mediador (lturriaga et al., 2009b; Patist y Zoerb,
2005b). La trealosa es un disacarido natural formado por dos moléculas de glucosa
unidas por un enlace q, a-1,1-glucosidico. Este carbohidrato es sintetizado por muchos
organismos, incluyendo bacterias, levaduras, hongos, plantas, insectos, invertebrados,
algas y cianobacterias (Chang et al., 2010b; lturriaga et al., 2009b; Klahn y Hagemann,

2011; Lunn et al., 2014).

Las propiedades fisico-quimicas, como la ausencia de extremos reductores que
intervienen en la formacion del enlace glucosidico, hacen que este disacarido sea
resistente al calor, al pH y a la reacciéon de Maillard, ademas de ser capaz de formar
una estructura similar al vidrio que puede estabilizar las enzimas, las proteinas y las
membranas lipidicas; o que confiere a la trealosa no sélo ser una fuente de energia

sino también la capacidad de proteger las estructuras bioldgicas de los dafios durante



el estrés abidtico (Abdelgawad et al., 2014; Ma et al., 2013; Mostofa et al., 2015). Otra
ventaja de este azucar es ser una molécula de sefalizacion y antioxidante; por
ejemplo, la trehalosa-6-fosfato (T6P) desempefa un papel central en el crecimiento, el
desarrollo y la floracién de las plantas; asimismo, la T6P regula el metabolismo de los
carbohidratos controlando la entrada de glucosa en el proceso de glicélisis (lturriaga
et al., 2009b; Lunn et al., 2014). Otro de los atributos reportado por Bae et al., 2005 es
que la trealosa puede actuar como elicitor de los genes que intervienen en la molécula
de desintoxicacion y estrés, debido a su propiedad de alterar los niveles de los factores
de transcripcion, la modificacion de la pared celular, el metabolismo del nitrégeno y los

genes de la biosintesis de los acidos grasos cuando se aplica de manera exogena.

Se han reportado al menos cinco vias biosintéticas de trealosa en diferentes
organismos (Avonce et al., 2006). La via mejor caracterizada y ampliamente distribuida
en la sintesis de trealosa es la que involucra dos enzimas: trealosa-6-fosfato sintasa
(TPS) y trealosa-6-fosfato fosfatasa (TPP). En el primer paso, TPS transfiere la glucosa
de UDP-glucosa (UDPG) a la glucosa-6-fosfato (G6P) para producir trealosa-6-fosfato
(T6P), que es desfosforilada por TPP para producir trealosa libre en el segundo paso

(Avonce et al., 2006; Svanstrom et al., 2014)(Figura 1).



Trealose-6-fosfato

Trealosa-6-fosfato Sintasa Fosfatasa
UDP-glucosa (TPS) (TPP)
Trealosa-6-fosfato Trealosa
Glusosa-6-fosfato
H,O Fosforo
UDP

Esquema 1. Ruta de sintesis de la trealosa en plantas.

Mas que ser un camino para producir trealosa; se ha documentado que, en plantas
superiores estas enzimas actuan como molécula de sefalizacidon que modulan un
importante numero de procesos metabdlicos y desarrollo en las plantas. Un ejemplo
de esto, es que el gen TPS, juega un papel importante en la sintesis de almidén a
través de la actividad redox postraduccional de la pirofosforilasa ADP-glucosa, y en el
caso de la enzima TPP, puede inhibir la actividad de la proteina quinasa relacionada
con Sn1 (SnRK1), que se sabe juega un papel vital en las redes de transcripciéon
relacionadas con estrés en plantas y el metabolismo energético (Wang et al., 2019).
De igual forma Satoh-Nagasawa et al., 2006 mostré que la trealosa puede actuar como
sefal en una ruta de desarrollo, esto debido a que ellos mostraron que la enzima TPP
puede actuar corriente arriba del factor de transcripcion RA7 para regular la
ramificacion de la inflorescencia. Diferentes investigaciones se han realizado para
estudiar la sobreexpresion de los genes relacionado a la sintesis de trealosa en
plantas, con el propdsito de aumentar la tolerancia al estrés abi6tico en organismos
como Arabidopsis thaliana, donde se observé un aumento significativo en la tolerancia

a la sequia, la salinidad, las heladas y el estrés por calor (Lin et al., 2019; Miranda et
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al., 2007). Asimismo, Garg y colaboradores en el 2002, clonaron los genes sintéticos
fusionados de trealosa otsA (TPS) y otsB (TPP) de E. coli, en arroz (Oryza sativa
subsp. Indica var. PB-1) encontrando un aumento en el crecimiento de la planta,
menos dafo fotooxidativo y un balance mineral mas favorable en condiciones de

salinidad, sequia y estrés por baja temperatura en lineas transgénicas.

De manera similar, en tabaco (Nicotiana tabacum L. var. Xanthi), Wang vy
colaboradores en el 2005, mostraron la expresién del gen funcional trealosa-6-fosfato
fosfatasa inducido por estrés por calor. En contraste, en Zea mays (linea endogamica
18-599), algas marinas (Porphyra yezoensis, Porphyra haitanensis, Laminaria
japonica, Undaria pinnatifid, Gracilaria lemaneiformis, Sargassum henslowianum,
Monostroma angicava, Ulva pertusa, Chondrus ocellatus y Enteromorpha prolifera)
arboles (Ginkgo biloba) y hongos (Pleurotus tuoliensis), fue posible clonar y
caracterizar el gen trealosa-6-fosfato sintasa y mostrar su papel en la resistencia al
estrés abidtico (Jiang et al., 2010; Wang et al., 2010; Wu et al., 2006; Wu et al., 2018).
Sin embargo, muchas de las funciones de los genes TPS/TPP son aun en gran medida
desconocidas, especialmente aquellos involucrados en las vias de sefalizacion
durante el desarrollo de las plantas y la resistencia al estrés. Por lo tanto, la
identificacion de genes TPS y TPP es crucial para investigar los mecanismos
moleculares dirigidos a combatir el estrés abidtico (Wang et al., 2019). Es por ello que
la identificacion de los genes TPS 'y TPP son cruciales para investigar los mecanismos
moleculares no solo, para incrementar nuestro conocimiento y entendimiento de las
estrategias sobre el estrés abidtico, sino que también nos permita mejorar la tolerancia

de los cultivos mediante la manipulacion genética (Abdelgawad et al., 2014).
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Por su parte, el maiz es uno de los principales cultivos en todo el mundo, no solo por
su importancia tanto en el consumo humano como animal, sino también por sus usos
industriales (Martinez-Cruz, 2014). Este cultivo es altamente sensible al estrés abidtico
causado por la sequia, la salinidad excesiva y la temperatura extrema, reduciendo el
rendimiento hasta en un 7%, alcanzando una pérdida estimada de 16 millones de
toneladas de grano, lo que hace necesario implementar estrategias que minimicen las
pérdidas causadas por estrés en este cultivo (Porter et al., 2017). Debido a que la
trealosa es uno de los osmolitos que, junto con otros compuestos, puede ayudar a
estabilizar las proteinas, membranas celulares y puede contribuir a mitigar los dafos
por estrés abiodtico; aunado a que los genes TPS y TPP en maiz no han sido
completamente identificados y estudiados. Este estudio tuvo como objetivo clonar y
caracterizar molecularmente los genes TPS y TPP de plantulas de maiz y evaluar su

expresion diferencial bajo estrés por sequia.
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Materiales y Métodos

2.3.1 Material vegetal, condiciones de crecimiento y tratamiento de estrés

Se utilizaron dos lineas de semillas de maiz (Zea mays) para realizar este
trabajo (CML 311) y (CML 551) que fueron categorizada como susceptibles (S)
y resistentes (R) a sequia, alta temperatura y bajo nivel de nitrégeno por el
Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT, México) quien
suministraron el material. Las semillas se germinaron en invernadero utilizando
macetas de plastico (15" X 15”), el sustrato estuvo compuesto por perlita,
pumicita y peatmoss en una relacion 1: 1: 3. Las plantas se mantuvieron bajo
las siguientes condiciones: 12 h de fotoperiodo, 61 % de humedad relativa y 30

°C.

2.3.2 Tratamientos de riego

Se aplicaron tratamientos de riego a las plantas de maiz en etapa
vegetativa V3: El tratamiento (D) de estrés por sequia consistié en mantener las
plantas sin riego hasta un 15-20% de su capacidad del campo (CC) y el
tratamiento (W) fue con riego regular para mantener a 100% CC. El monitoreo
de la humedad se llevd a cabo mediante el pesaje diario durante 72 h. Se
tomaron muestras en la tercera hoja de cada repeticion a las 0.5, 1, 2, 4, 6, 8,
10, 12, 18, 24, 48, 60 y 72 h, comenzado el tratamiento de sequia (RD y SD),

se congelaron en hielo seco y fueron almacenadas a - 70° C. De mismo modo,
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muestras de los tratamientos control (RW y SW) fueron recolectadas en los
mismos tiempos. Por su parte, todos los tratamientos se realizaron en un disefio

factorial completamente al azar 2 x 2 con 12 repeticiones.

2.3.3 Extraccion de ARN y sintesis de ADNc

ARN total se extrajo de plantulas de Z. mays bajo estrés por sequia, asi
como sus controles, utilizando el protocolo propuesto por Stiekema et al., 1988.
La biblioteca de ADNc se construyd mediante transcripcién reversa (RT)
utilizando el kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems, Carlsbad, CA, USA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante
usando oligodT. ElI ADNc se usé como plantilla en la amplificacién por PCR y

gPCR.

2.3.4 Clonacion de los genes que codifican para TPS/TPP y analisis de las
secuencias

La busqueda de informacién en el NCBI mostrd varias secuencias
predichas y putativas. Para la clonacién de los genes, se usaron dos secuencias
para amplificar el gen TPS: la secuencia putativa con cddigo de accesion en el
Genbank NC_024460.2 del gen TPS4 (TPS-2) y la secuencia GU228585.1 del
gen TPS2 (TPS-3). Mientras que para TPP-1 se utilizé la secuencia

NM_001158750.1.
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Con base en los genes predichos de TPS/TPP de maiz, los cebadores fueron

disefados (http://www.bioinformatics.nl/cqi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) y

utilizados para amplificar los genes TPS y TPP del ADNc de maiz. Para el gen
TPS-2 se usaron: F-ATGGTTCTGAAGTCGCACACA y R-
TCAGCTGCTTTGTTCCATCTGA, mientras que para el gen TPS-3: F-
ATGTCGCGGGTGATGACG y R-CTAAGACCCTCCAATTGGTGT. En el caso
del gen TPP-1, se utilizaron los  siguientes  primers: F-
ATGGATTTGAAGACAGGCCTC y R-TCAGGTGGACTGCTCCTTC con un
producto de 1 kb aproximadamente. La PCR se realizoé usando el kit Platinum
Tag DNA Polymerase (Invitrogen, Waltham, MA, USA) y los productos
amplificados se clonaron en pGEM-T Easy (pGEM®-T Easy Vector Systems
(PROMEGA, Madison, WI, USA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante

y secuenciados por servicio externo.

Después de secuenciar y ensamblar las secuencias obtenidas, se hizo un
analisis de similitud y busqueda de dominios utilizando BLAST X

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) de la base de datos NCBI. Para el

estudio in silico, se utilizd la secuencia aminoacidica, la comparacion
filogenética se llevd a cabo mediante el algoritmo de maxima verosimilitud
usando el programa MEGA 4.0 y la busqueda de aminoacidos conservados se
utilizé las secuencias de genes TPS y TPP obtenidos; asi como, de otros

organismos usando Coffemate (http:/tcoffee.crg.cat/). Igualmente, las

secuencias aminoacidicas se usaron para el modelado de las proteinas usando

Phyre2 (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/htmL/page.cqi?id=index) y se
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visualizaron en PyMOL, asi como también, las estructuras obtenidas se

alinearon usando el software Matras.

2.3.5 PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR)

El gPCR se realiz6 en el termociclador LightCycler 480 utilizando el kit
PowerUP™ SYBR™ Green Master Mix de Applied Biosystem, USA siguiendo
las instrucciones del fabricante. Para determinar la expresién de los genes, un
par de cebadores para TPS-3 (F- AAGTCAAACCACAGGGAGTAAG / R-
TGTCCTCATCGGACCTATCAT) y TPP-1 (F-
TGGAGATGACAGAACAGATGAAG / R- GCGTCACTCTCTTTTGGGTATAG) y
el gen de 18S ribosémico (F-CTGAGAAACGGCTACCACA /| R-
CCCAAGGTCCAACTACGAG) se utilizé como gen enddgeno. El protocolo de
temperatura fue un ciclo de 120 s a 50°C, seguido de otro ciclo de 120 s a 95°C,
45 ciclos de 15sa 95°C, 15sa 60°C y 60 s a 72°C, la fluorescencia se detecto
a 72°C. El cambio en la expresion relativa se calculd utilizando el método 224Ct
donde ACt control= (Ct gen objetivo — Ct gen de referencia), para después ser
normalizado utilizando el gen control endégeno AACt = (ACt tratado - ACt no
tratado) y finalmente la expresion diferencial de los genes TPS y TPP fue

calculados y representados mediante Log 2.
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2.3.6 Analisis estadistico

Los resultados del qPCR fueron reportados como Logz 2(A2CY | g
diferencia estadistica entre los niveles de expresion fue analizada mediante
ANOVA unidireccional, y las medias de tratamiento fueron comparadas con una
Prueba de Tukey (p < 0.05) usando Excel 2016 y el paquete estadistico SPSS

version 25.
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Resultados

2.4.1 Clonacion y caracterizacion de ADNc de TPSy TPP

Los analisis por PCR mostraron dos fragmentos amplificados de TPS, un
fragmento de 2,006 pb nombrado genTPS-2 y un fragmento de 2,625 pb
etiquetado como gen TPS-3. En el caso de TPP, se obtuvo un amplicoén de 1,145
pb, que se nombré TPP-1. Los fragmentos de PCR se clonaron en pGEM-T
Easy, y los plasmidos se denominaron pAP2 y pAP3 para las isoformas de TPS-
2y TPS-3 y pAPS para la variante TPP-1, respectivamente. Finalmente, todos
los plasmidos se secuenciaron y los resultados se analizaron utilizando BLAST

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

2.4.2 Andlisis de secuencias de aminoacidos y relacion filogenética de los
genes TPS

El analisis de secuencias nucleotidicas mostré un marco de lectura
abierta (ORF) que codifica una proteina de 608 aminoacidos con un peso
molecular tedrico de 76.23 kDa para TPS-2, mientras que TPS-3 mostré un ORF
de 874 aminoacidos y un peso supuesto de 97.39 kDa. El analisis de las
secuencias de aminoacidos reveld que estas dos proteinas (TPS-2 y TPS-3)
tienen dos dominios que corresponden a las familias de las glicosiltransferasa
20 y GT20_TPS. En este caso, la glicosiltransferasa esta relacionada con la
catélisis y la posterior sintesis de a, a-1,1-trehalosa-6-fosfato, utilizando UDP-

glucosa como donante (Figura 1a).
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Figura 1. Analisis de secuencia de aminoacidos y relacion filogenética de los genes
TPS-2y TPS-3: (a) Analisis de dominios de los genes TPS-2; (b) Analisis de dominios
de los genes TPS-3; (c) Modelado computacional de la estructura en cinta de la
proteina TPS-2; (d) Modelado computacional de gen TPS-3; (e) Arbol filogenético de

las secuencias de aminoacidos de TPS-2y TPS-3.

Con respecto a los analisis de secuencia de aminoacidos entre TPS-2y TPS-3,
se detecté una similitud entre ellas de 53,5%. El modelado computacional de
ambas proteinas mostré una similitud del 92% entre las dos estructuras

secundarias y un DRMS de 9.22 A entre ambas (Figura 1c, d).

Se realizé un alineamiento multiple de las proteinas reportada aqui contra las
reportadas en otros organismos. En comparacién con otros, TPS-2 tenia una
identidad del 89% con la secuencia AtTPS (Arabidopsis thaliana,
NP_172129.1), 89% con OsTPS (Oryza sativa, AEB53178.1), 88% con SbTPS
(Sorghum bicolor, XP_021308880 .1) y 85% con ZmTPS (Zea mays, B4FVFG6).
Mientras que, TPS-3 mostrd 92% de identidad con AtTPS, 91% con SbTPS, una
identidad de 92% con secuencia OsTPS y 88% con lo reportado en Zea mays
(ZmTPS). Ademas, se realizé un analisis filogenético, donde se destaca que
TPS-3 tiene una similitud evolutiva mas reciente en comparacion con TPS-2 y
otras especies como sorgo (SbTPS), Arabidopsis (AtTPS) y arroz (OsTPS)

(Figura 1e).

20



2.4.5 Andlisis de secuencia de aminoacidos y relacion filogenética de los genes

TPP

En el caso de TPP-1, se encontré un ORF que codifica una proteina de
381 aminoacidos, con un peso molecular tedrico de 42.21 kDa, y presentd un
dominio de trehalosa-PPasa. Ademas, se realiz6 el modelado computacional de

esta secuencia de aminoacidos (Figura 2a, b).
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Figura 2. Analisis de secuencia de aminoacidos y relacion filogenética del gen TPP-1:
(a) Analisis de busqueda de dominios para el gen TPP-1; (b) Modelado computacional

de la proteina TPP-1; (c) Arbol filogenético de la secuencia de aminoacidos de TPP.
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Con respecto a la comparacion con otras secuencias de TPP de diferentes
especies, Se observé una similitud del 82% respecto a lo descrito en Zea mays
(ZmTPP, B4FVF6), 81% de similitud con lo reportado en Oryza sativa (OsTPP,
Q9FWQ?2), 80% Triticum aestivum (TaTPP, EMS61117. 1) y 78% con el
encontrado en Arabidopsis thaliana (AtTPP, Q9SU39). El andlisis filogenético
mostré que TPP-1, ZmTPPy OsTPP presentaban, en un aspecto evolutivo, una
relacion mas estrecha y una similitud estructural a diferencia de otras especies,

por lo que probablemente derivan del mismo ancestro (Figura 2c).

2.4.6 Analisis in silico de sitios cataliticos

El analisis in silico de las secuencias de aminoacidos revelé que estas
dos proteinas (TPS-2 y TPS-3) comparten la misma estructura y ubicacion del
sitio activo. Asi mismo, se encontraron residuos altamente conservados como
trp40, tyr76, trp85 y arg300, que estan asociados a los sitios de union con
glucosa-6-fosfato y los aminoacidos asp'3°, his'®, arg?6? y asp3¢' que estan
involucrados en los sitios de unién a UDP-glucosa, ademas de los aminoacidos
del sitio catalitico his'>* y asp®® (Figura 3a; b). Asi mismo, tanto TPS-2 como
TPS-3 tienen un 92% y 93% de similitud, respectivamente, a la secuencia
aminoacidica con otras secuencias de TPS funcionales en esta regién como:
AtTPS, SbTPS, OsTPS, ZmTPS, ScTPS (Saccharomyces cerevisiae,
NP_009684.1), CaTPS (Candida albicans, XP_711706.1) y EcTPS (Escherichia

coli, P31677) (Figura 3c).
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Figura 3. Analisis in silico de sitios cataliticos de los genes TPS: (a) Modelo de proteina
TPS-2 con los sitios cataliticos; (b) proteina TPS-3 con la ubicacion del sitio activo; (c)
Alineamientos multiples de la secuencia de aminoacidos de TPS-2y TPS-3 con otras

proteinas TPS funcionales de otras especies.

Por otro lado, TPP-1 presentd 80% de similitud a otros TPP de diferentes

organismos previamente reportados, como TaTPP, ZmTPP, OsTPP; AtTPP,
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ScTPP de (Saccharomyces cerevisiae, CAA50025.1), CaTPP de (Candida

albicans, XP_721536.1) y EcTPP de (Escherichia coli, P31678). En el caso de

la secuencia de aminoacidos TPP-1, se encontr6 la presencia de los

aminodacidos conservados: asp?°, asp?? y asp'®, que estan relacionados con los

sitios de unidn al sustrato y el sitio catalitico; los aminoacidos asp?, leu?' y asp??

que estan relacionados a los sitios de unién al sustra

(Figura 4a, b).
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Figura 4. Andlisis in silico de sitios cataliticos del gen TPP: (a) Modelo de proteina

TPP-1 con los sitios cataliticos; (b) Alineamientos de los dominios TPP de TPP-1 junto

con otras proteinas TPP funcionales de diferentes especies.
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2.4.7 PCR cuantitativa en tiempo real

Se determind el nivel de expresioén relativa de los genes TPS-3y TPP-1
en los tejidos de plantulas resistentes y susceptibles en respuesta a sequia. En
el caso de la expresion del gen TPS-3, las plantulas resistentes aumentaron
significativamente durante los primeros 30 min y de nuevo dos horas mas tarde,
para disminuir a niveles normales desde cuatro horas hasta 72 h. En las
plantulas susceptibles, en cambio, hubo un aumento en la expresion de la TPS-
3 desde las dos horas hasta seis horas, y luego una disminucion de la expresion
hasta las 12 h después de comenzado el estrés. Finalmente, este gen aumento
nuevamente a las 24 h a 60 h en condiciones de estrés (Figura 5a). En la
expresion del gen TPP-1 en plantas resistentes, hubo una alta induccion en la
primera hora, para luego disminuir 12 h después del estrés de sequia. A partir
de las 18 h se elevo la expresion de manera continua. Por otro lado, el gen TPP-
1 en las plantulas susceptibles se incrementd desde la primera hora hasta la
cuarta y disminuyo hasta 12 h después de iniciar el tratamiento de estrés.
Luego, el nivel de expresion aumenté desde las 18 h hasta el final del

experimento (Figura 5b).

El analisis estadistico mostr6 una alta correlacion entre los dos factores
principales: el genotipo y la expresion de los genes (p < 0.05) en ambos casos
durante el tiempo del experimento, encontrando que la expresion de estos
genes podria estar relacionada con el genotipo. Se observé que en el caso de

la expresion de la TPS-3 hubo diferencia estadistica entre las lineas utilizadas
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alas 0.5, 4, 6, 8, 10, 12, 72 horas, siendo el genotipo resistente el que mostro
un comportamiento mas irregular en comparacion con las plantas susceptibles.
De la misma manera, en el caso de la expresion del gen TPP-1 se observé una
diferencia significativa entre los genotipos a las 0,5, 1, 2, 4, 8, 10, 12, 18,48 y
60 horas. Los datos mostraron que la linea resistente tenia mayores niveles de
expresion en estas horas a diferencia de lo que se observd en las plantas

susceptibles.
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Figura 5. Resultados cuantitativos en tiempo real del cambio en la expresién de los
genes TPS-3y TPP-1 en plantulas de maiz (Zea mays) resistentes y susceptibles
sometidas a estrés por sequia. Los datos de expresion fueron reportados como Loga
AACYH el aumento en la expresion toma un valor positivo mientras que la disminucion en
la expresion es negativa, esto comparado con la expresion de las plantulas con riego.
Los valores son la media £ DE. Diferentes letras muestran diferencias significativas
entre las lineas en el mismo periodo de tiempo (p < 0,05) segun la prueba de Tukey:
a) Expresion relativa del gen TPS-3 en hojas de las plantulas de maiz resistentes y
susceptibles; b) Expresion relativa del gen TPP-1 en hojas de las plantulas de maiz

resistentes y susceptibles.
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2.8 Discusion

El estrés hidrico, asi como otros tipos de estrés abiodtico, afecta el
comportamiento de la planta de diferentes maneras: genética, transcriptémica,
protedmica, metabdlica y fisiologicamente. En las plantas, el crecimiento apenas se ve
afectado a niveles de bajo estrés y en el caso del maiz, el estrés abiotico inhibe el
crecimiento de raices tanto en estrés alto como en el bajo. Asi mismo, el numero y el
tamano de las hojas y la altura de la planta de maiz se ven afectados bajo estrés por
sequia mucho mas que el crecimiento de las raices (Khan et al., 2015; Nayyar y Gupta,

20086).

La trealosa es un osmolito compatible que ha demostrado la capacidad de proteger el
organismo contra el estrés por sequia en diferentes especies y su principal via
biosintética, la TPS-TPP se ha estudiado ampliamente. En este estudio, dos genes
TPS y un gen TPP fueron identificados en Zea mays. Los ADNc de TPS y TPP
clonados mostraron que los genes TPS-2 y TPS-3 contiene los dominios
Glyco_transf 20y GT20, y el gen TPP-1 contiene el dominio Trehalose PPase. Estos
resultados fueron similares a los expuestos por Wang et al., 2019 en que los genes
BdTPS y BdTPP aislados mostraron este tipo de dominios, que estan relacionados con
la actividad de estas enzimas. Por otra parte, el analisis del aminoacido mostré una
alta homologia en comparacién cuando fueron comparados contra otros organismos.
La alineacion de las secuencias de proteinas TPS y TPP de bacterias, levaduras y
plantas demostré residuos altamente conservados involucrados en la union del

sustrato y el sitio activo (Gibson et al., 2002; Jiang et al., 2010; Kosmas et al., 2006;
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Tang et al., 2010). La mayoria de los dominios conservados de estas proteinas estan
involucrados en la unién enzima-sustrato y el sitio activo para la sintesis de la
trehalosa-6-fosfato. Aunque la estructura terciaria de ambas proteinas, TPS-2y TPS-
3, es visualmente diferente, comparten los mismos sitios cataliticos. Este resultado
concuerda con lo mencionado por Gibson et al., 2002 y Jiang et al., 2010, quienes
observaron que todas las proteinas TPS funcionales conocidas en plantas se han

conservado estos aminoacidos.

Referente a la expresion relativa de los genes, TPS-3 y TPP-1, se indujeron
significativamente después del estrés. Este comportamiento puede estar relacionado
a su participacion en la respuesta al estrés por sequia.. Recientemente, el metabolismo
de la trealosa se ha relacionado con la tolerancia al estrés y algunos experimentos han
indicado el rol de los genes TPS en el aumento de la tolerancia al estrés (Kaasen et
al., 1994b). Respecto a la expresion de los genes TPS, resultados fueron similares a
los reportados por Jiang et al., 2010 quienes mencionaron que la expresion del gen
TPS en el maiz aumenta su regulacion en las primeras horas iniciado un proceso de
estrés por sequia. Asimismo, los resultados mostrados por Wang etal, 2019
mostraron que los niveles de expresion de algunos genes de TPS aislados aumentaron
bajo diferentes tipos de estrés abidtico como el frio, la salinidad y el estrés por sequia
en las primeras tres horas. Ademas, el autor menciona que estos patrones de
expresion pueden conectarse con varios aspectos de las tolerancias al estrés abidtico.
De la misma manera, este comportamiento también puede deberse a la inducciéon por
Ca* en el citoplasma celular; el cual, sirve como una molécula de senal secundaria

intracelular que estimula la acumulacién de osmolitos compatibles como la trealosa
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(Knight, 1999; Sanders et al., 1999; Wu et al., 2006b). Asi como también, a la
necesidad de una acumulacion de trealosa, el mantenimiento de la expresion de genes

para asi mantener este osmoprotector en niveles bajos (Nuccio et al., 2015).

Otro estudio del gen TPS en Arabidopsis por Avonce, 2004 sugiere una interaccion
entre la expresion de TPS y el metabolismo ABA. Teniendo un papel como un segundo
mensajero, lo que puede explicar el rapido cambio en la regulacion frente al estrés
abidtico. Al respecto de la expresion de TPP, se demostré un aumento en los niveles
de expresion de TPP en las primeras dos horas, observandose una respuesta mas
rapida en la planta resistente, a diferencia de la susceptible. Esta respuesta fue similar
a la obtenida por Ge et al., 2008, quienes observaron una regulacion positiva del gen
TPP en arroz en la primera hora de estrés, asi como también la expresion relativa del
gen BdTPPC que presento un aumento de la misma una hora después de estar
expuesta a estrés abidtico. La sobreexpresion del gen TPP se ha documentado en las
etapas de floracion en el maiz y se ha demostrado su relacion con la mejora del
rendimiento durante el estrés por sequia (Nuccio et al., 2015), asi como también,
Satoh-Nagasawa et al., 2006 mostré que la trealosa puede actuar como sefial en una
ruta de desarrollo, esto debido a que ellos mostraron que la enzima TPP puede actuar
corriente arriba del factor de transcripcion RA7 para regular la ramificacion de la
inflorescencia. En este estudio se observd que las plantas resistentes mostraron una
respuesta mas rapida que susceptible, o que sugiere la participacion de estos genes
en la tolerancia a la sequia. Ademas, debido a que TPS/ TPP puede responder a ABA,

y los elementos que responden a ABA (ABRE), es posible que los genes TPS 'y TPP
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pueden estar vinculados para responder a una deshidratacion por parte de la planta,

realzando su participacion en la via de sefializaciéon de ABA (Wang et al., 2019).
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2.9 Conclusiones

Actualmente, el cambio climatico afecta negativamente a las plantas; por lo que,
estas tienen que utilizar diferentes estrategias para mantener la integridad de los
diferentes compuestos dentro célula. En este sentido, la comprension de los
mecanismos que rigen la adaptacion de las plantas al estrés permitira el disefio de
estrategias que mejoren la produccion y asi aumentar su rendimiento. En esta
investigacion, clonamos los genes TPS'y TPP de plantulas de maiz y descubrimos que
estos genes se expresan diferencialmente bajo estrés por sequia. El analisis mostré
que el maiz tiene diferentes enzimas para la produccion de trealosa, que comparten
un alto grado de conservacion de los residuos presentes en sus sitios cataliticos, los
cuales, hace que tenga una alta similitud a otras TPS y TPP funcionales de otros

organismos.

Este estudio presentd informacion relevante sobre las diferentes isoformas de TPS y
TPP que pueden ser expresadas en el maiz, sin embargo, es necesario realizar
investigaciones adicionales sobre la participacion de estos genes; asi como otros
compuestos, que estan involucrados en las vias de senalizacion que activan diferentes
mecanismos moleculares relacionados con conferir tolerancia al estrés abidtico en las

plantas.
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CAPITULO 2. EVALUACION FENOTIPICA, BIOQUIMICA Y FISIOLOGICA EN
PLANTULAS DE MAIZ (Zea mays) BAJO ESTRES OSMOTICO Y EXPRESION
DIFERENCIAL DE LOS GENES PRECURSORES DE TREALOSA: TREALOSA-6-

FOSFATO SINTASAY TREHALOSA-6-FOSFATO FOSFATASA

31 Resumen

El estrés osmatico es uno de los tipos de estrés abidtico mas serios que puede afectar
directamente el crecimiento de las plantas, el proceso de diversas rutas metabdlicas vy el
rendimiento del cultivo. Por dicha razén, las plantas utilizan diferentes estrategias para mitigar
el dafno producido por la acumulacién de sales, como pude ser la generacion de osmolitos
compatibles como la trealosa; el cual ha mostrado su participacion como mecanismo de
tolerancia a estrés abidtico en muchos organismos. El presente estudio tuvo como objetivo
evaluar los cambios fenotipicos, bioquimicos, fisioldgicos y niveles de plantulas de dos lineas
de maiz (Zea mays) con fenotipos susceptibles y resistentes CML 311 y CML 551
respectivamente; bajo tres niveles de salinidad (0, 30 y 60 mM de NaCl) y analizar la expresion
diferencial de los genes TPS/TPP precursores de trealosa bajo estas condiciones de estrés. En
la mayoria de los casos se observo un incremento en el numero de hojas, altura de planta,
pigmentos fotosintéticos, estabilidad de membrana celular, azucares totales, prolina y las
enzimas antioxidantes SOD, POD, APX y CAT. El analisis de expresion relativa por RT-gPCR
mostro expresion diferencial a diferentes tiempos de ambos genes TPS'y TPP, presentandose
una induccion significativa después de 0,5 h para lineas resistentes y después de 6 h en la

mayoria de los casos en las plantas susceptibles.
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3.2 Introduccién

La salinidad en la agricultura ha sido un importante factor restrictivo en la produccién de alimento
debido a que restringe el uso de la tierra y limita el rendimiento de los cultivos. Se calcula que
aproximadamente el 20% de las tierras agricolas y el 50% de las tierra cultivable en el mundo

estan sometidas a estrés salino (Rana Munns y Tester, 2008).

El crecimiento y desarrollo de las plantas se ve afectado por el estrés por salinidad a través de:
1) bajo potencial osmético de la solucion del suelo (estrés hidrico), 2) desequilibrio nutricional,
3) efecto especifico (estrés salino) o 4) combinacion de estos factores (Ashraf, 2004). Durante
el inicio y desarrollo del estrés salino dentro de una planta, todos los procesos principales como
la fotosintesis, la sintesis de proteinas y el metabolismo energético y lipidico se ven afectados;
un ejemplo de esto es que los sistemas enzimaticos de la glicdlisis, ciclo de Krebs y la
fotofosforilacion son especialmente sensibles a las soluciones salinas, y dan como resultado
una menor disponibilidad de energia, adquisicion de nutrientes y una disminucion del
crecimiento de la planta y germinacion de la semilla (Larcher, 2003). En respuesta al estrés la
planta activa diferentes mecanicos para equilibrar la hiperosmolaridad celular y el desequilibrio

ionico (Ahmad et al., 2013).

Latolerancia a estrés osmatico ocurre por medio de una red multigénica compleja que involucra
diferentes mecanicismos bioquimicos, fisiolégicos y moleculares (Chen y Jiang, 2010). Una de
las estrategias utilizadas por la planta para mitigar el estrés osmotico es la acumulacion de
compuestos osmoprotectores llamados osmolitos (Ahmad y Prasad, 2012). Estos son

conocidos como metabolitos compatibles ya que no interfieren aparentemente con el
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metabolismo normal de la célula (Ahmad et al., 2013; Ahmad y Prasad, 2012). La funcién
primaria de los solutos compatibles es mantener la turgencia celular y proporcionar asi el

gradiente de conduccion para la absorcion de agua.

Diferentes estudios indican que estos osmolitos también pueden actuar como secuestradores
de radicales libres o como chaperonas que estabilizan directamente membranas y/o proteinas
(Diamant et al., 2003; McNeil et al., 2000). El glicerol y la sacarosa fueron descubiertos por
métodos empiricos, ayudan a proteger las macromoléculas biolégicas contra los efectos
dafinos de la salinidad. Posteriormente, un examen sistematico de los diferentes compuestos
condujo a la identificacion de una gran variedad de moléculas también capaces de proporcionar

proteccion como es la trealosa (Arakawa y Timasheff, 1985).

La trealosa, un disacarido no reductor, es uno de los osmoprotectores mas estudiados para el
ajuste osmoético en plantas bajo estrés. Las propiedades fisico-quimicas, como la ausencia de
extremos reductores que intervienen en la formacién del enlace glucosidico, hacen que este
disacarido sea resistente al calor, al pH y a la reaccion de Maillard, ademas de ser capaz de
formar una estructura similar al vidrio que puede estabilizar las enzimas, las proteinas y las
membranas lipidicas; lo que confiere a la trealosa no solo ser una fuente de energia sino
también la capacidad de proteger las estructuras biolégicas de los dafios durante el estrés
abiotico (Abdelgawad et al., 2014; Ma et al., 2013; Mostofa et al., 2015). Otro de los atributos
reportado por Bae et al., 2005 es que la trealosa puede actuar como elicitor de los genes que
intervienen en la molécula de desintoxicacion y estrés, debido a su propiedad de alterar los

niveles de los factores de transcripcion, la modificacion de la pared celular, el metabolismo del
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nitrdgeno y los genes de la biosintesis de los acidos grasos cuando se aplica de manera

exogena.

Se han reportado al menos cinco vias biosintéticas de trealosa en diferentes
organismos (Avonce et al., 2006). La via mejor caracterizada y ampliamente distribuida
en la sintesis de trealosa es la que involucra dos enzimas: trealosa-6-fosfato sintasa
(TPS) y trealosa-6-fosfato fosfatasa (TPP). En el primer paso, TPS transfiere la glucosa
de UDP-glucosa (UDPG) a la glucosa-6-fosfato (G6P) para producir trealosa-6-fosfato
(T6P), que es desfosforilada por TPP para producir trealosa libre en el segundo paso

(Avonce et al., 2006; Svanstrom et al., 2014)(Figura 1).

Trealose-6-fosfato

Trealosa-6-fosfato Sintasa Fosfatasa
UDP-glucosa (TPS) (TPP)
Trealosa-6-fosfato Trealosa
Glusosa-6-fosfato
H,O Fosforo
UDP

Esquema 1. Ruta de sintesis de la trealosa en plantas.

Por su parte, el maiz es uno de los principales cultivos en todo el mundo, esto por su importancia
tanto como alimento de consumo humano como animal, asi como, por sus usos industriales
(Martinez-Cruz, 2014). Este cultivo es altamente sensible al estrés abidtico causado por la
sequia, la salinidad excesiva y la temperatura extrema, reduciendo el rendimiento hasta en un

15%, haciendo necesario implementar diferentes tacticas para minimizar las pérdidas causadas
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por estrés en este cultivo. Debido a lo anterior, el presente estudio tiene como objetivo evaluar
los cambios fenotipicos, bioquimicos, fisioldgicos y niveles de plantulas de dos lineas de maiz
(Zea mays) con fenotipos susceptibles y resistentes CML 311 y CML 551 respectivamente; bajo
tres niveles de salinidad (0, 30 y 60 mM de NaCl) y analizar la expresion diferencial de los genes

TPSITPP precursores de trealosa bajo estas condiciones de estrés.
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3.3

Materiales y Métodos

3.3.1 Material vegetal, condiciones de crecimiento y tratamiento de estrés

Se utilizaron dos lineas de semillas de maiz (Zea mays), la CML 311 y
CML 551 categorizadas como susceptibles (S) y resistentes (R) a sequia, alta
temperatura y bajo nivel de nitrogeno por el Centro Internacional de
Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT, México) quien suministraron el
material. Las semillas se germinaron en invernadero utilizando macetas de
plastico (15" x 15”), el sustrato estuvo compuesto por perlita, pumicita y
peatmoss en una relacion 1: 1: 3. Las plantas se mantuvieron bajo las siguientes

condiciones: 12 h de fotoperiodo, 61 % de humedad relativa y 30 ° C.

3.3.2 Tratamientos de salinidad

Los siguientes tratamientos de estrés osmotico inducido por la adicion de
NaClz al agua de riego se aplicé a las plantas de maiz en etapa V3 por siete
dias: (3.7) tratamiento de estrés por sales a una concentracion de 30 mM de
NaClz con una conductancia de 3.7 mS, (6.7) tratamiento de estrés por sales a
una concentracion de 60 mM de NaClz con una conductancia de 6.7 mS y (C)
tratamiento control con un riego sin sal afiadida con una conductancia de 0.7
mS. Para el analisis de expresion génica se tomaron muestras de una mezcla
de doce hojas a las 0, 1, 3, 6, 9, 12, 18, 24, 36, 60 h desde el inicio del

experimento de estrés osmotico (R3.7, R6.7, S3.7 y S6.7), al igual que sus
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controles (RC y SC). Para los analisis fenotipicos vy fisioloégicos se tomaron
muestras de raiz y hojas a las 72 h del inicio del experimento. Todas las

muestras se congelaron en hielo seco y fueron almacenadas a - 70 ° C.

3.3.3 Evaluacion fenotipica vy fisioldgica de plantulas de maiz bajo estrés osmético

Después del tratamiento de salinidad, se evalud las caracteristicas
agrondmicas la cual consistié en la medicidon de altura de planta y el conteo de
numero de hoja. De igual manera se realizaron pruebas fisioldgicas que
consistieron en la cuantificacion de pigmentos fotosintéticos y estabilidad de la

membrana celular.

3.3.3.1 Pigmentos fotosintéticos

Los pigmentos fotosintéticos: clorofilas a y b (chl a'y chl b) y carotenoides
totales (caro) se extrajeron de la hoja de maiz colocando 100 mg de hoja fresca
en 10 mL de acetona fria al 80% (v/v) y agitacion durante la noche. Las muestras
se centrifugaron durante 10 min a 12,000 rpm, y la absorbancia se midi6 a 663,
646 y 470 nm. La concentracién de clorofilas y carotenoides se calculé utilizando

las ecuaciones descritas por Lichtenthaler y Wellburn, 1983:

Clorofila a (chl a; pg - mL) = 12.21 - A663 - 2.81 - AB46;
Clorofila b (chl b; ug - mL) = 20.13 - A646 - 5.03 - A663;

Carotenoides totales (ug - mL) = (1000 - A470 - 3.27 - [chl a] - 104 - chl b]) / 229
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Los valores calculados finalmente se convirtieron a mg/g de peso seco (DW)

3.3.3.2 Determinacion de la estabilidad de membrana (CMS)

El CMS se determiné siguiendo el protocolo y formula propuesto por
Jamil et al., 2009, quién us6 hojas completamente expandidas de cada linea,
tratamiento y repeticion. Veinte discos (0.5 cm de diametro) cortadas de estas
hojas se sumergieron en agua destilada contenida en tubos de ensayo. Los
tubos se mantuvieron a 4 °C en incubadora durante 24 h, seguido de
calentamiento a 25 °C y mediciéon de la conductividad eléctrica (C1) de los
contenidos. Las muestras de hojas se colocaron en autoclave durante 15 min a
120 °C y se midié nuevamente la conductividad eléctrica de los contenidos (C2).

El dafo celular se determind usando la férmula: (C1/ C2) * 100.

3.3.3.3 Evaluacion de parametros bioquimicos

3.3.3.3.1 Material vegetal y preparacion de extractos

El tejido de la hoja (0.1 - 0.3 g) se macero con hielo seco y el contenido

se colocé en un tubo de ensayo, se agregaron 4 mL de agua destilada y luego

se hirvi6 en un bafio de agua durante 30 min a 100 °C. Alicuotas del

sobrenadante se usaron para determinar el contenido total de azucar y prolina.
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3.3.3.3.2 Determinacion del contenido total de azUcares

El contenido total de azucar se determiné de acuerdo con Dubois et
al.,(1951). Se tomaron 2 mL de extracto de muestra y se afadieron 50 ul de
fenol al 80%. Luego se anadieron 5 mL de 4cido sulfurico concentrado. El tubo
se dejo reposar durante 10 min a temperatura ambiente y luego se colocd
durante 20 min en bafio maria a 30 °C. La absorbancia se midié a 490 nm para
hexosas y 480 nm para pentosas. El contenido total de azucar se calculo

utilizando una curva estandar basada en glucosa y se expreso en ug/g.

3.3.3.3.3 Determinacion del contenido de prolina

El analisis del contenido de prolina libre se realizé de acuerdo al protocolo
reportado por Bates et al., 1973. Se colocé 1 mL del extracto de muestra en un
tubo de ensayo y se agregaron lentamente 2 mL de mezcla de reaccion:
ninhidrina al 1% (p/v) en agua destilada al 40% (v/v), acido acético al 60% (v/v).
El tubo de ensayo con una esfera de vidrio se hirvio en el bafio de agua durante
15 min a 100 °C. Después de enfriar en un bafo de agua (20 °C) durante 10
min, se retird la esfera de vidrio y se afiadieron 5 mL de Toluol al tubo. Durante
los siguientes 15 s, el tubo se agité en vortex y se incubd durante 90 min en la
oscuridad a temperatura ambiente. Se produjeron dos fases; la parte superior
fue recuperada y se midié su absorbancia a 520 nm. El contenido de prolina
libre se calculé utilizando una curva estandar basada en L-prolina y se expreso

en umol/g de peso fresco (Carillo y Gibon, 2011).
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3.3.3.4 Ensayos de actividad enzimatica

El extracto para medir la actividad de las especies reactivas de oxigeno
se extrajo siguiendo el protocolo descrito por Elavarthi y Martin, (2010). El tejido de
la hoja (0,3 g) se macerd con hielo seco y se resuspendié en 1 mL de solucién de
homogeneizacion para SOD (KPO4 50 mM a pH 7), EDTA 0,1 mM y polivinilpirrolidona
al 1% (p/ v), se mezclé mediante vortex durante 30 s y se centrifugdé 30 s a 13, 200 rpm
por 5 min. El sobrenadante se us6 para determinar la actividad de superéxido
dismutasa (SOD), peroxidasa (POD), ascorbato peroxidasa (APX) y catalasa

(CAT).

3.3.3.4.1 Actividad de Superdxido de Dismutasa (SOD)

La actividad de SOD se medié espectrofotométricamente como describen
Magnani et al., (2000) y Marklund y Marklund, (1974) usando pirogalol como
sustrato. La mezcla de reaccion consistio en 50 yL de extracto de proteina, 1000
ML de tampdn tris-EDTA-Naz (pH 8.2, 23 mmol-L, 3.3 mmol-L) y 1000 pL de
pirogalol (0.2 mmol-L ') y leidas a 480 nm. La actividad de SOD fue expresado
en U/mg de proteina, donde 1U de SOD es la cantidad requerida para inhibir la

autooxidacién de pirogalol en un 50%.
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3.3.34.2 Actividad de Peroxidasa (POD)

La actividad de POD se determind de acuerdo con Garcia-Lépez et al.,
(2018) utilizando pirogalol como sustrato. El volumen final de la reaccion fue de
3 mL que contenia 15 uL de extracto de proteina, 2.5 mL de tampdn fosfato (pH
6, 100 mmol-L), 320 yL de pirogalol al 5% y reaccioné con 165 pL de H20:2 a
0.147 mmol-L. La reaccion inicio con la adicion de H202, y la absorbancia se
midié a 420 nm cada 30 s durante 1 min. 1 unidad de POD se define como la

cantidad requerida para inhibir la autooxidacion de pirogalol en un 50%.

3.3.34.3 Actividad de Ascorbato Peroxidasa (APX)

La actividad APX se determind segun lo descrito por Garcia-Lopez et al.,
(2018); después de la disminuciéon de la absorbancia a 290 nm debido a la
oxidacion del ascorbato. La mezcla de reaccion consistio en 15 uL de extracto
de proteina, 885 pL de tampon fosfato (pH 6, 50 mmol-L-1), 50 uL de acido
ascorbico 10 mmol-L-1 y reaccion6é con 50 yL de H202 a 10 mmol-L-1. La
actividad APX se expres6 como la cantidad de proteina que produce 1 mmol de

ascorbato oxidado por min.

3.3.34.4 Actividad de Catalasa (CAT)

La descomposicion de H202 se midid6 por la disminucion de la

absorbancia a 240 nm segun Garcia-Lopez et al., (2018). La mezcla de reaccién
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consistié en 15 pL del extracto de proteina, 965 uL de tampdn fosfato (pH 6, 50
mmol-L-1) y reaccion6 con 20 pyL de 0.5 mol-L-1 H202 en un volumen de
reaccion de 1 mL. La actividad especifica de todas las enzimas se expresé como
unidades de proteina mg-1. La concentracion de proteina se determind segun

Bradford (1976) utilizando Albumina de Suero Bovino (BSA) como estandar.

3.3.3.5  Extraccion de ARN y sintesis de ADNc

ARN total se extrajo de plantulas de Z. mays bajo estrés salino, asi como sus controles,
utilizando el protocolo propuesto por Stiekema et al., (1988). La biblioteca de ADNc se
construyd mediante transcripcion reversa (RT) utilizando el kit High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante usando oligos degenerados. EI ADNc se usé como plantilla en

la amplificacion por PCR y gPCR.

3.3.3.6  PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR)

El gPCR se realizé en el termociclador LightCycler 480 utilizando el kit
PowerUP™ SYBR™ Green Master Mix de Applied Biosystem, siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para determinar la expresion de los genes, un par
de cebadores para TPS-3 (F- AAGTCAAACCACAGGGAGTAAG / R-
TGTCCTCATCGGACCTATCAT) y TPP-1 (F-
TGGAGATGACAGAACAGATGAAG /R- GCGTCACTCTCTTTTGGGTATAG)y

el gen de 18S ribosémico (F-CTGAGAAACGGCTACCACA /| R-
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CCCAAGGTCCAACTACGAG) se utilizé como gen enddgeno. El protocolo de
temperatura fue un ciclo de 120 s a 50°C, seguido de otro ciclo de 120 s a 95°C,
45 ciclos de 15sa 95°C, 15sa 60°C y 60 s a 72°C, la fluorescencia se detectd
a 72°C. El cambio en la expresion relativa se calculd utilizando el método 224Ct,
donde ACt control= (Ct gen objetivo — Ct gen de referencia), para después ser
normalizado utilizando el gen control endégeno AACt = (ACt tratado - ACt no
tratado) y finalmente la expresion diferencial de los genes TPS y TPP fue

calculados y representados mediante Log 2.

3.3.3.7 Analisis estadistico

Los tres tratamientos se realizaron en un disefio factorial completamente al azar 2
x 3 con 16 repeticiones. Los resultados se reportaron como media + desviacion estandar.
La diferencia estadisticamente significativa entre las muestras se analiz6 mediante
ANOVA de una via, en caso de haber diferencia significativa las medias se compararon
por la prueba de Tukey (p < 0.05) utilizando Excel 2016 (Microsoft, Redmond, WA, USA)

y el paquete estadistico SPSS version 25 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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3.4

Resultados

3.4.1 Analisis de altura plantulas y numero de hojas bajo estrés osmdético.

En las plantulas de maiz bajo estrés osmaoticos se observo que, en las plantulas
resistentes, el grupo control (RC) obtuvo una altura promedio de 12.713£1.907 cm,
mientas que las plantulas regadas con una solucion de 3.7 mS (R3.7) presentaron una
altura 13.213+1.248 cm y la linea sometida a una concentracion de sales de 6.7 mS
(R6.7) presento una altura de 11.494+1.933 cm. Por su parte, la linea susceptible, las
plantulas control (SC) presentaron una altura promedio de 11.164+1.339, en el caso de
las S3.7 fue de 11.173+1.256 cm de altura y en el tratamiento S6.7 se observé una altura
de 11.319 £1.602 cm. El analisis estadistico mostro una diferencia significativa (p
<0.005) entre las dos lineas, de las cuales la linea resistente mostro mayor altura que

las lineas susceptibles (Figura 1a).

En el nimero de hojas se observd que en el tratamiento RC y R3.7 presentaron un
promedio de 3.313+0.464 hojas y el tratamiento R6.7 se observd 3+0.01 hojas en
promedio por plantula. En el caso de la linea susceptible, el tratamiento control (SC)
presentd un promedio de 3.0711£0.267 hojas, las plantulas del grupo S3.7 fue de
3.43710.512 hojas y para las S6.7 se observd un promedio de 3.062+0.442 hojas. Los

analisis estadisticos mostraron diferencia significativa entre los tratamientos (p =0.009);
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reportando que en el tratamiento que presento un mayor nimero de hojas fue el

tratamiento 3.7 mS. (Figura 1b). Ver anexo 1
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Figura 1. Evaluacion agrondmica de plantulas de maiz sometidos a estrés salino. Los valores
son las medias * DE. Diferentes letras muestran diferencias significativas entre tratamientos (p

<0.05) segun la prueba de Tukey: (a) Altura de planta; (b) Numero de hojas.

3.4.2 Pigmentos fotosintéticos

El analisis de pigmentos fotosintéticos en plantas resistentes mostré que
las plantas control (RC) presentd una concentracién de la clorofila tipo a (chl a)
de 1.394+0.206 mg/g de peso seco (PS); en el caso de las lineas R3.7 se
observé una disminucion a 1.275+0.175 mg/g PS respecto al control. Las
plantulas R6.7 presentdé un aumento a 1.670+0.388 mg/g PS. En las lineas
susceptibles control (SC) mostré una concentracion de chl a de 1.750+£0.345

mg/g PD; en el caso de las S3.7 se observo un incremento a 1.861+0.198 mg/g
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PS respecto al control y para las S6.7 se observé un decremento a 1.698+0.297

mg/g PS.

Respecto a la concentracion de la clorofila tipo b (chl b) las lineas resistentes
mostraron que las RC obtuvieron una concentracion de 0.399+0.065 mg/g PS,
mientras que las R3.7 mostraron una disminucion a 0.372+0.062 mg/g PS. Las
plantulas del grupo R6.7 mostraron un incremento en su concentracion a
0.478+0.214 mg/g PS comparado al control. Por otro lado, la linea susceptible
del grupo SC mostraron una concentracién de chl b de 0.509+0.094 mg/g PS,
mientras que las S3.7 presentaron un aumento a 0.529+0.078 mg/g PS y un

decremento en las S6.7 a 0.497+0.100 mg/g PS.

En el caso de la concentracion de carotenoides totales (caro) se observo que
las RC mostraron una acumulacion de 0.226+0.062 mg/g PS; mientras, las R3.7
presentaron una disminucion a 0.1731£0.031 mg/g PS y en el caso de las R6.7
se observé un aumento a 0.302+0.040 mg/g PS. Por otro lado, las lineas
susceptibles control (SC) mostraron una concentracion de caro de 0.269+0.099
mg/g PS; en el caso de las S3.7 se observé un incremento a 0.313+£0.030 mg/g
PS respecto al control y en el caso S6.7 se observd un decremento a

0.231+0.067 mg/g PS.

Los analisis estadisticos demostraron que en el caso de la clorofila tipo a y los
carotenoides existe interaccion entre los componentes principales (p < 0.05)

demostrando que existe un comportamiento diferente entre las lineas y los
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diferentes tratamientos. En el caso de la clorofila tipo b existe diferencia
significativa entre los tratamientos, mostrando el efecto de los tratamientos en
la produccién de chl b. En la Figura 2 se observa que las lineas susceptibles
son las que presenta la mayor concentracién de chl a, chl b y carotenoides

independientemente el tratamiento aplicado.

Pigmentos Fotosintéticos

b a mm RC
a
2.0 I a T = R37
o bc E R6G.7
o 1.5= C
o 1 = SC
e 1.0 E S3.7
b a a
0.0- T
chl a chl b caro
Pigmentos

Figura 2. Concentracion de los diferentes pigmentos fotosintéticos: clorofila tipo a (chl
a), clorofila tipo b (chl b) y carotenoides (caro) en plantulas de maiz bajo estrés
osmotico. Los valores son las medias + DE. Diferentes letras muestran diferencias

significativas entre tratamientos (p <0.05) segun la prueba de Tukey.

3.4.3 Estabilidad de la membrana (CMS)

Con respecto a la estabilidad de la membrana presentadas por las

plantulas baja estrés osmatico, se observd que para el caso del grupo RC fue
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de 21.5315.949%. Para las plantulas R3.7 hubo una disminucién a
20.52+6.52%, mientras que para las del R6.7 se presentd un aumento a
24.22+11.063%. Por otro lado, las plantulas SC mostraron un dafio a la pared
de 18.12+3.57%, mientras que el caso de las S3.7 se observd un aumento en
el porcentaje de dafio a 21.93+11.48% (Figura 3). Los resultados estadisticos

mostraron que no existe diferencia significativa entre las variables. Ver anexo 2
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Figura 3. Porcentaje de dafno presentado por las plantulas de maiz bajo estrés

osmotico. Los valores son las medias + DE.

3.4.4 Azlcares totales

Referente a concentracion de pentosas las plantulas del grupo RC
obtuvieron 116.486+30.642 ug/g PS, en el tratamiento R3.7 se observd una

disminucién de la concentracion a 114.266+25.333 ug/g PS y para el
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experimento R6.7 presentd una disminucion de la concentracion a
113.668+24.971 ug/g PS. Por su parte en la cuantificacion de hexosas el
tratamiento RC fue de 99.702+22.584 ug/g PS, mientras que las plantulas R3.7
aumento a 112.474+23.458 pg/g PS comparado con el control; mismo caso
observado en el tratamiento R6.7 con una concentracion de 107.779+23.382

Mg/g PS.

Por otro lado, en el caso de las plantulas susceptibles se observo que en la
acumulacién de pentosas el grupo SC fue de 25.259+7.286 ug/g PS. En las
plantulas S3.7 se observd un aumento a 37.278+7.024 ug/g PS y una
disminucién en el caso de las S6.7 a 25.154+5.080 pg/g PS. De igual forma en
lo concerniente a la acumulacién de hexosas, en el grupo SC se reporta una
concentracion de 22.995+6.545 ug/g PS, en el caso del tratamiento S3.7 se
observo un aumento a 34.152+4.334 ug/g PS y en las plantulas S6.7 fue de
26.447+4.288 ug/g PS. Respecto a los analisis estadisticos, estos reportan que
existe diferencia significativa (p <0.05) entre las lineas siendo, la linea resistente

la que presentd mayor acumulaciéon de azucares totales (Figura 4).
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4. Concentracion de los diferentes azucares, pentosa y hexosas, en plantulas

iz bajo estrés osmotico. Los valores son las medias + DE. Diferentes letras

muestran diferencias significativas entre tratamientos (p <0.05) segun la prueba de

Tukey.

3.4.5 Prolina

La cuantificacion de prolina libre al final del ensayo mostré que las
plantulas resistentes control (RC) obtuvieron una concentracion de
30.694+3.525 pmol/mg de peso fresco (PF). En el caso de las R3.7 se observé
una disminucion a 2.244+0.810 uymol/mg PF y las R6.7 se observdé un

decremento a 12.777+1.181 ymol/mg PF con respecto a las plantulas control.
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Respecto a las plantulas susceptibles mostraron que el grupo SC presento una
concentracion final de 18.277+0.894 ymol/g PF. Las plantulas bajo el nivel S3.7
presentaron un incremento a 63.111+1.257 umol/g PF y en las plantulas S6.7
fue de 5.527+1.113 pmol/g PF. El analisis estadistico indic6 que existe
interaccién entre los factores principales (p =0.001) demostrando que existe un
comportamiento diferente entre las lineas a diferentes niveles de estrés en lo

que a la produccion de prolina se refiere (Figura 5). Ver anexo 3
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Figura 5. Concentracion de prolina libre en plantulas de maiz bajo estrés osmotico. Los
valores son las medias * DE. Diferentes letras muestran diferencias significativas entre

tratamientos (p <0.05) segun la prueba de Tukey.

3.4.6 Actividad Superédxido de Dismutasas (SOD)
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La actividad de Superoxido de Dismutasa (SOD) fue de 0.045+0.012
U/mg de proteina para las del grupo RC, 0.17+0.008 U/mg para las del tipo R3.7
y para las R6.7 fue de 0.007+0.001 U/mg. Por su parte, en el caso de las SC se
observé una concentracion de 0.063+0.001 U/mg, mientras que para las del
grupo S3.7 fue de 0.045+0.006 U/mg y para las S6.7 fue de 0.040+0.002 U/mg
(Figura 6). En lo concerniente a los analisis estadisticos, estos mostraron que,
aunque no existe relacion entre los factores principales, sin embargo, se

observo diferencia significativa entre lineas y niveles de estrés (p =0.000).
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Figura 6. Actividad de SOD en plantulas de maiz bajo estrés osmatico. Los valores son
las medias + DE. Diferentes letras muestran diferencias significativas entre lineas y

tratamientos (p <0.05) segun la prueba de Tukey.

3.4.7 Actividad de Peroxidasa (POD)
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La actividad de la enzima Peroxidasa (POD) en plantulas de maiz bajo
estrés osmotico mostrd que en las RC presento una actividad de 0.138+0.034
U/mg de proteina, mientras que en la R3.7 fue de 0.069+0.033 U/mg y en las
del grupo R6.7 fue de 0.088+0.047 U/mg de proteina. Las plantulas del grupo
SC fue de 0.120£0.009 U/mg, las plantulas S3.7 mostré una concentracion de
0.122+0.008 U/mg y en el caso de las del grupo S6.7 fue de 0.106+0.020 U/mg.
Analisis estadisticos mostraron que existe interaccion entre los factores
principales (p =0.001) demostrando que la actividad de POD se comporta de

manera distinta entre las lineas expuesta a diferentes niveles de estrés osmatico

(Figura 7).
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Figura 7. Actividad de POD en plantulas de maiz bajo estrés osmético. Los valores son
las medias + DE. Diferentes letras muestran diferencias significativas entre los efectos

principales: lineas y tratamientos (p <0.05) segun la prueba de Tukey.

3.4.8 Actividad de (Ascorbato Peroxidasa) APX
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En el caso de la actividad de ascorbato peroxidasa (APX) en las plantulas
de maiz enfrentadas a estrés por salinidad del grupo RC se observd una
concentracion promedio de 14.678+3.051 U/mg proteina; en el tratamiento R3.7
fue de 16.2981+3.014 U/mg y en las del grupo R6.7 fue de 13.470+3.084 de
U/mg. En el caso en las plantas SC se reporté una concentracion de
11.838+1.771 U/mg de proteina. Las plantulas del grupo S3.7 fue de
12.935+2.083 U/mg y para las S6.7 fue de 11.548+1.813 U/mg. Los analisis
estadisticos demostraron que existe diferencia significativa (p = 0.001) entre los

tratamientos (Figura 8).
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Figura 8. Actividad de APX en plantulas de maiz bajo estrés osmatico. Los valores son
las medias + DE. Diferentes letras muestran diferencias significativas entre lineas (p

<0.05) segun la prueba de Tukey.
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3.4.9 Actividad de Catalasa (CAT)

La prueba enzimatica para determinacion de la actividad de catalasas,
mostré que en las plantulas RC presentaron una concentracion de 4.826+1.476
U/mg de proteina; en el caso de las R3.7 fue de 11.544+1.133 U/mg y
6.637+2.318 U/mg para las plantulas R6.7. La linea susceptible mostré que para
el grupo SC se obtuvo una concentracion de 5.1181+1.726 U/mg. Las plantulas
S3.7 fue de 6.942+1.726 U/mg y para las del grupo S6.7 se observd una
concentracion de 4.706+0.929 U/mg. Estadisticamente se mostré que existe
relacion entre los factores principales (p = 0.014) demostrando que la actividad
de CAT se comporté de manera distinta entre tratamientos y lineas (Figura 9).

Ver anexo 4
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Figura 9. Actividad de CAT en plantulas de maiz bajo estrés osmatico. Los valores son
las medias * DE. Diferentes letras muestran diferencias significativas dada la
interaccion de los componentes principales: lineas y tratamientos (p <0.05) segun la

prueba de Tukey.
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3.4.10 Expresion relativa de los genes TPS y TPP bajo estrés osmatico.

El cambio en la expresion de los genes TPS-3y TPP-1 se examino en hojas de
plantulas de maiz sometidas a diferentes niveles de estrés osmatico. En el caso del
gen TPS-3 en plantulas resistentes, se observo que para el tratamiento R3.7, present6
un incremento en la primera hora iniciado el estrés para después decrecer a niveles
normales hasta las 12 h. Después de este lapso se observo un incremento en la
expresion a las 18 h seguido de un decremento de esta hasta el final del experimento.
Por otra parte, las plantulas susceptibles bajo esta misma condiciéon (S3.7) se
observaron que esta se mantiene regulada negativamente en comparacién al gen
enddgeno en las primeras 6 h, aumentando su expresion a las 12 h hasta 72 h (Figura
10a). Referente al patron de expresion de la TPS-3 bajo condiciones de salinidad a 6.7
mS, se observé que en el caso de las resistentes R6.7 hubo un aumento en la
expresion, que después se vio disminuido a las tres horas subsiguientes iniciado el
estrés. Este mismo patrén se observd en las 6 h 'y 12 h, para después observarse un
aumento en la expresion de la TPS a partir de las 18 h hasta el final del experimento.
El comportamiento de las plantulas susceptibles bajo estas condiciones (S6.7) mostrd
un aumento en la expresion a partir de las seis horas seguido de un periodo de
subexpresion a las 12 h, para a partir de las 18 h hasta las 72 h observarse un aumento

de la sobreexpresion de la TPS en comparacion al endégeno (Figura 10b).
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Figura 10. Resultados cuantitativos en tiempo real del cambio en la expresion del gen
TPS-3 en plantulas de maiz (Zea mays) resistentes y susceptibles sometidas a estrés
salino. Los datos de expresion fueron reportados como Logz 22C) el aumento en la

concentracion toma un valor positivo mientras que una disminucion es negativa, esto
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con referencia a los valores expresados bajo condiciones de riego. Los valores son
medios + SD. Diferentes letras muestran diferencias significativas entre las lineas en
el mismo periodo de tiempo (p < 0,05) segun la prueba de Tukey: a) Expresion relativa
del gen TPS-3 en las hojas de las plantulas de maiz resistentes y susceptibles en los
diferentes tiempos de toma de muestra bajo la salinidad 3.7; b) Expresién relativa del
gen TPS-3 en las hojas de las plantulas de maiz resistentes y susceptibles en los

diferentes tiempos de toma de muestra bajo la salinidad 6.7.

Concerniente a la expresion del gen TPP-1 bajo condiciones de salinidad se observé
que las plantulas resistentes (R3.7) mostraron una subexpresion desde el inicio del
experimento hasta las 36 h para después observandose un aumento de esta a las 72
h. De igual forma, en la linea susceptible (S3.7) se observo un aumento de la expresion
después de las seis horas hasta las 12 h para después disminuir su expresion a niveles
normales a las 18 h; pasado este tiempo se observd un aumento en la expresion de la
TPP hasta el final del experimento (Figura 11a). Por su parte, los resultados obtenidos
al someter las plantulas de maiz a estrés las plantulas R6.7 se mantuvo subexpresado
durante todo el experimento, esto en comparaciéon al endégeno. En el caso de la linea
susceptible S6.7 se observé un aumento en la expresion en la primera hora, seguido
de una reduccion en expresion a niveles normales en las tres horas. Para la hora seis
hubo un aumento y una disminucion de esta se observé entre las 12 h hasta las 18 h
para después de las 24 h observarse una sobreexpresion del gen, esto en
comparacion al endogeno. Al termino de las 36 h se observé una disminucién de la

expresion seguido de una sobreexpresion del gen al final del experimento (Figura 11b).
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Figura 11. Resultados cuantitativos en tiempo real del cambio en la expresion del gen

TPP-1 en plantulas de maiz (Zea mays) resistentes y susceptibles sometidas a estrés
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salino. Los datos de expresion fueron reportados como Log2 22C), el aumento en la
concentracion toma un valor positivo mientras que una disminucion es negativa, esto
con referencia a los valores expresados bajo condiciones de riego. Los valores son
medios + SD. Diferentes letras muestran diferencias significativas entre las lineas en
el mismo periodo de tiempo (p < 0,05) segun la prueba de Tukey: a) Expresion relativa
del gen TPP-1 en las hojas de las plantulas de maiz resistentes y susceptibles en los
diferentes tiempos de toma de muestra bajo la salinidad 3.7; b) Expresién relativa del
gen TPP-1 en las hojas de las plantulas de maiz resistentes y susceptibles en los

diferentes tiempos de toma de muestra bajo la salinidad 6.7.

Los analisis estadisticos mostraron que la expresion del gen TPS-3 existe interaccion
(p<0.05) entre los factores principales: genotipo, nivel de estrés y tiempo, encontrando
que la expresion de este gen puede estar relacionado al genotipo, el nivel de salinidad
y los tiempos de muestreo. En el caso de la expresion gen TPS-3 en una salinidad de
3.7 se observo diferencia estadistica (p < 0.05) entre los genotipos a las 1, 3,18 y 24
h, siendo el genotipo resistente el que mostro mayor expresidén en esos tiempos. De
igual manera se observo diferencia significativa en la expresion de este gen a una
salinidad de 6.7 en los tiempos 3, 12, 24 h. El genotipo que presento mas expresion
en este tiempo fue el susceptible. Dentro de los factores evaluados se observoé la que
el genotipo que presentd mayor expresion fue el susceptible, mientras que el nivel de
salinidad fue 6.7 y en los tiempos fue a las 36 h empezado el estrés. En el caso de la
expresion del gen TPP-1 se observo diferencia estadistica (p < 0.05) en la expresion
del gen TPP-1 las 1y 24 h, siendo el genotipo susceptible el que mostro mayor

expresion en esos tiempos. De igual manera se observé diferencia significativa en la
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expresion de este gen alas 1, 6, 18, 36 y 60 h en una salinidad de 6.7. La expresion
mas alta dentro de cada factor analizado fue en el caso del genotipo, el susceptible.
Mientras que el factor salinidad fue 3.7 y lo que fue en el factor tiempo se observé una

mayor expresion a las 12 h.
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3.5 Discusion

El estrés osmotico producido por la presencia y acumulacién de sales es una
de las primeras causas de toxicidad en plantas, asi las plantas responden con la
produccion de diversos compuestos osmoprotectores como prolina, glicina betaina o
trealosa que son producidos y acumulados en las células vegetales para contrarrestar
la hiperosmolaridad producido por estrés (Ali y Ashraf, 2011; Chen y Jiang, 2010). En
esta investigacion se observo que bajo condiciones de estrés por salinidad con 30 mM
de NaCl aumento el numero de hojas y altura de la planta en ambos lineas; estos
resultados concuerdan con lo mencionado por Abdul, 2011 donde el uso de bajas
concentraciones de NaCl tiene a aumentar la altura de la planta, debido a que la
elongacion del tallo cuando es tratado a baja concentraciones de sal puede inducir el
ajuste osmotico en la planta lo que puede inducir al crecimiento. Caso contrario a lo
observado cuando se aplica una solucién a una concentraciéon de 60 mM de NaCl
donde disminuyeron ambas variables de crecimiento en los dos lineas bajo estudio,
esto concuerdan con lo mencionado por diferentes autores, donde este
comportamiento puede deberse a los efectos negativos en la velocidad de fotosintesis
y el cambio en la actividad catalitica de las enzimas y por ende la sintesis de proteinas;
asi como también a la disminuciéon en los niveles de carbohidratos y hormonas
vegetales que en conjunto puede provocar la inhibiciéon del crecimiento (Abdallah et

al., 2016; Mazher et al., 2007; Rohman et al., 2016).

La clorofila (chl a, by a +b), carotenoides, asi como el contenido total de los pigmentos

fotosintéticos mostraron un comportamiento variado entre lineas y tratamientos. La
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reduccion de la capacidad fotosintética producida por la salinidad puede ser atribuida
a la oxidacién de los pigmentos, lo que dafa los pigmentos fotosintéticos inhabilitando
asi la biosintesis de estos. Este comportamiento puede deberse a la sintesis de
diversos compuestos como enzimas proteoliticas y clorofilasas en respuesta a la
degradacion de clorofila y/o dano al fotosistema, asi como, en la membrana de los
tilacoides. El contenido de clorofila se utiliza para evaluar la influencia del estrés
ambiental en el crecimiento y rendimiento de las plantas; este comportamiento también
ha sido reportado por (Anjum et al., 2011; Din et al., 2011; Mostafa et al., 2015; Sadak
y Ahmed, 2016). Por otro lado, algunos estudios mencionaron que los pigmentos de
clorofila pueden aumentar bajo estrés y parece estar relacionado con la variaciéon en
las actividades de las enzimas involucradas en la biosintesis de clorofila (Fahad et al.,
2017). Por su parte, el aumento en la concentracion de carotenoides puede deberse a
que esta juega un papel importante en la captacion de radicales libres, por lo que el
aumento de este puede mejorar la capacidad de reducir los dafios causados por las
especies reactivas de oxigeno (ROS) aumentado asi el contenido de clorofila en la

planta (Chandrasekar et al., 2000; Luo et al., 2008)

Por su parte, el mantenimiento de la integridad de las membranas, es considerado una
parte importante dentro de los mecanismos de tolerancia a estrés por salinidad. En
este estudio se mostré que la linea resistente fue capaz de disminuir el dafo a la
membrana cuando es sometida a estrés intermedio y que comparado con el
tratamiento R6.7 el dafio es progresivo; caso contrario a lo observado en la linea
susceptible S6.7. Diferentes autores han reportado un comportamiento similar y

mencionan que esto puede estar relacionado con la deficiencia de agua dada la
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presidn osmotica ejercida por el estrés salino, o que resulta en un mal funcionamiento
de las proteinas de la membrana y canales io6nicos causando perdida en la
permeabilidad y conduciendo a la fuga de electrolitos (Jamil et al., 2009; Muhammad,

2012; Nedjimi, 2014).

Los cambios en la acumulacion de azucares totales, los datos mostraron una
concentracion significativa en la linea resistente comparado con las plantas
susceptibles. La alta acumulaciéon de azucares ha sido demostrado por diferentes
autores en varios cultivos sometidos a estrés osmético mencionado que el incremento
en los niveles de los azucares soluble bajo estas condiciones de estrés puede deberse
a que estos compuestos ayudan a mantener la turgencia y la estabilidad de la
membrana (Hosseini et al., 2015; Mostafa et al., 2015; Sadak y Ahmed, 2016; Tawfik
et al., 2016). De igual forma, Hare et al., 1998 menciona que una respuesta metabdlica
al estrés osmotico es la sintesis de osmolitos compatibles, ya que estos osmolitos
ayudan al ajuste osmatico y por ende protegen las estructuras subcelulares y reduce

el dafo oxidativo por la presencia de radicales libres.

La prolina es un osmolito que juega un papel importante en el ajuste y la proteccién de
las estructuras subcelulares en plantas estresadas. En respuesta al estrés osmoético,
la prolina se acumula en el citosol, donde su funcion principal es el ajuste osmatico
citoplasmatico (Anjum et al., 2011). La tolerancia de la planta frente a estrés osmatico
esta relacionada con un aumento en concentracion de prolina. Los resultados
obtenidos, demuestran un comportamiento diferente tanto entre lineas como su

respuesta frente a estrés. En el caso de la linea susceptible se observé un incremento
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significativo en la acumulaciéon de este aminoacido (Figura 5). Este incremento en
prolina se observé en otras investigaciones en diferentes cultivares, mencionando que
este osmolito compatible juega un papel importante en la tolerancia de las células a
varios estreses abidticos mediante el incremento de la presion osmodtica en el
citoplasma e incrementado el contenido de agua relativa, misma necesaria para
diferentes procesos metabdlicos y de crecimiento de la planta. En el caso de las
plantas resistentes estas mostraron una disminucion en la concentracion de prolina
cuando son expuestas a estrés osmoético. Diferentes autores mencionan que este tipo
de respuesta indica que la baja demanda de prolina puede deberse a que otros
osmolitos como la trealosa y/o otros compuestos pueden estar presentes, ya que
ambos actuan como osmoprotectores (Ali y Ashraf, 2011; Nounjan y Theerakulpisut,
2012). Asi mismo, Abdallah et al., 2016; Sadak, 2019 demostraron que, el efecto
osmoprotector de la trealosa reduce la necesidad de la planta de sintetizar y/o
aumentar los niveles acumulacién de otros osmolitos como prolina cuando esta se

encuentra bajo condiciones de estrés osmatico.

Referente a las pruebas enzimaticas, la actividad de las enzimas antioxidantes SOD y
POD de dos lineas diferentes de maiz bajo estrés osmético disminuyendo
significativamente, esto en comparacién al control dentro de cada linea. Mientras que
la actividad de las enzimas APX y CAT se observé un aumento esto en comparacion
al no estresado. De manera general, el estrés por sales causa dafio oxidativo debido
al incremento en la produccion de ROS. Es por esta razén por lo cual ROS es utilizado
como biomarcador del dafo oxidativo en la membrana celular a causa por la presencia

de sales (Nedjimi, 2014). Una disminucion en la actividad de alguna de estas enzima
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esta relacionado con la falta o incapacidad de desintoxicacion de H202 como
demuestran los siguientes estudios (Ali y Ashraf, 2011; Mishra et al., 2013). Algunos
autores mencionan que este comportamiento de aumento de algunas enzimas
antioxidantes y disminucion de otras enzimas puede estar relacionado a presencia de
osmolitos compatibles como la trealosa o prolina, debido a su papel para disminuir los
efectos negativos inducidos por estrés sobre la estructura de las membranas celulares
y las actividades de diferentes enzimas antioxidantes, asi como la reduccion de la
generacion de radicales libres (Ali y Ashraf, 2011; Crowe et al., 1992; Miller et al.,

1995).

La trealosa es un osmolito compatible que ha demostrado la capacidad de proteger al
organismo de diferentes tipos de estrés abidtico, resaltando su participacion como
mecanismo de tolerancia en muchos organismos (lturriaga et al., 2009b; Patist y Zoerb,
2005b). La principal via biosintética es mediante la ruta TPS-TPP, la cual ha sido
ampliamente estudiada (Avonce et al., 2006; Svanstrom et al., 2014). En este estudio,
la expresion de estos genes bajo condiciones de estrés osmotico demostré que ambos
genotipos son capaces de expresar los genes TPS-3 y TPP-1. El genotipo
caracterizado como resistente tiende responder mas rapida, en cuestion de expresion,
cuando este es comparado con la linea susceptible. Que por su parte fue el que
presentd mayor expresion del gen TPP-1 en comparacion al genotipo resistente. La
expresion de ambos genes bajo estas condiciones pudo hablar a favor del rol que
pudieran tener los diferentes mecanismos de tolerancia utilizados la planta para mitigar
el dafo. Macovei et al., 2019 menciona alto niveles de azucares como la sacarosa ha

sido correlacionada con promover la actividad de la TPS, mientras que bajos niveles
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de azucares esta relacionada con promover las actividades de la TPP y la proteina
quinasa relacionada con Sn1 (SnRK1). Algo que hay que tomar en cuenta respecto a
la expresion de estos genes que no solamente se puede relacionar a la sintesis de
trealosa, sino que estas enzimas pueden actuar como moléculas de sefalizacion por
si solas modulando diferentes rutas metabdlicas. Un ejemplo de esto es que gen TPS,
juega un papel importante en la sintesis de almidon a través de la actividad redox
postraduccional de la pirofosforilasa ADP-glucosa y participa activamente en el
crecimiento, desarrollo y floracion de las plantas. El en caso del gen TPP, puede inhibir
la actividad de la proteina SnRK1, la cual es conocida por desempefiar un papel vital
en las redes de transcripcion del estrés vegetal y el metabolismo energético (Paul et

al., 2008; Ponnu et al., 2011; van Dijken et al., 2004; Wang et al., 2019).
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3.6 Conclusion

Con la informacion obtenida se puede concluir que dos lineas diferentes de maiz
pueden responder de manera diferente cuando estos son expuestos a estrés osmatico,
dado a que pueden utilizar diferentes estrategias para mitigar los efectos ocasionados
por este tipo de estrés. De igual forma, se pudo observar cdmo los parametros
fenotipicos y bioquimicos pueden ser afectados cuando estos son comparados con las
plantas control. Asi como, que los patrones de expresiéon de los genes TPS 'y TPP
pueden ser diferentes en ambas lineas, lo cual puede estar relacionado a la activacion

de diferentes mecanismos para contrarrestar los dafios provocados por el estrés.
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ANEXOS

Anexo 1.

Tabla 1. Efecto del estrés salino en los parametros fenotipicos en plantulas de maiz (Zea mays) por aplicacion de

solucién a base de NaCl.

Tratamientos Altura (cm) Numero de Hojas
Resistente Susceptible Resistente Susceptible
Control 12.713+1.907° 11.164+1.3392 3.313+0.4643° 3.071+0.2672°
Salinidad 3.7 mS 13.213+1.248° 11.173+1.256° 3.313+0.464° 3.437+0.5122
Salinidad 6.7 mS 11.494+1.933P 11.319 +1.6022 3+0.01° 3.062+0.442°

Los valores son las medias (n = 16) £ DE. Diferentes letras muestran diferencias significativas entre tratamientos (Tukey,

p <0.05)
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Anexo 2.

Tabla 2. Efecto del estrés salino en los parametros fisiolégicos en plantulas de maiz (Zea mays) por aplicacién de

solucién a base de NaCl.

Tratamientos

Control

Salinidad 3.7 mS

Salinidad 6.7 mS

Resistente

Susceptible

Resistente Susceptible

Resistente

Susceptible

1.670+0.388%

1.698+0.2972

chl a (mg/g) 1.394+0.206°°  1.750+0.345% | 1.275+0.175° 1.861+0.1982

0.497+0.1002
0.231+0.067"°

0.529+0.0782 0.478+0.214°

0.313+0.030%

0.372+0.062°
0.173+0.031°

0.509+0.0942
0.269+0.0992°

0.399+0.065°
0.226+0.062°

chl b (mg/g)

Carotenoides (mg/g) 0.302+0.040°

Estabilidad de la
membrana (%)

21.93211.48 | 24.22+11.063% -

21.53+5.949 18.12+3.57% | 20.52+6.52%

Los valores son las medias + DE. Diferentes letras muestran diferencias significativas entre tratamientos (Tukey, p <0.05)
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Anexo 3.

Tabla 3. Efecto del estrés salino en los parametros bioquimicos en plantulas de maiz (Zea mays) por aplicacién de

solucién a base de NaCl.

Pentosas (ng/g) Hexosas (ug/g) Prolina (umo/g)
Resistente Susceptible Resistente Susceptible Resistente Susceptible
Control | 116.486+30.642% 25.259+7.286° | 99.702+22.584%  22.995+6.545P | 30.694+3.525°> 18.277+0.894°
mM.__N:MMa 114.266+25.3332 37.278+7.024° | 112.474+23.458% 34.152+4.334° | 2.244+0.810° 63.111+1.2572
m%_wJMMQ 113.668+24.9712  25.154+5.080° | 107.779+23.3822 26.447+4.288° | 12.777+1.1819  5527+1.113¢

Los valores son las medias *+ DE. Diferentes letras muestran diferencias significativas entre tratamientos (Tukey, p <0.05)
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Anexo 4.

Tabla 4. Efecto del estrés salino en los parametros enzimaticos en plantulas de maiz (Zea mays) por aplicacion de

solucién a base de NaCl.

Tratamientos

Control

Salinidad 3.7 mS

Salinidad 6.7 mS

SOD (U/mg)
POD (U/mg)
APX (U/mg)
CAT (U/mg)

Resistente Susceptible

Resistente Susceptible

Resistente Susceptible

0.045+0.012 0.063+0.001
0.138+0.0342 0.120+0.009¢
14.678+3.0512  11.838+1.771°
4.826+1.4769 5.1181+1.726%

0.17+0.008 0.045+0.006
0.069+0.033¢ 0.122+0.008P
16.298+3.0142  12.935+2.083P
11.544+1.1332 6.942+1.726°

0.007+0.001 0.040+0.002
0.088+0.047f 0.106+0.020¢
13.470+£3.0842  11.548+1.813P
6.637+2.318>  4.706+0.929¢

Los valores son las medias + DE. Diferentes letras muestran diferencias significativas entre tratamientos (Tukey, p <0.05)
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