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RESUMEN

El cambio climatico altera las condiciones ambientales, causando inundaciones y sequias
estacionales, temperaturas extremas y salinidad durante todo el afio. Los cambios
climaticos causan diferentes tipos de estrés en la planta, un mecanismo por el cual las
plantas responden a estos tipos de estrés es a través de la expresion de los factores de
transcripcién (TF), que activan la expresion de otros genes que produciran proteinas para
que la planta pueda tolerar estas condiciones de estrés. Las proteinas NAC constituyen
uno de los grupos de plantas TF méas grandes. NAC FT desempefia varias funciones
esenciales en el desarrollo de la planta, como senescencia, sefalizacion de auxinas,
tiempo de floracion, morfogénesis floral, desarrollo lateral de la raiz, movilizacion de
nutrientes, desarrollo del margen foliar, maduracion de la fruta, control de la longevidad,
desarrollo de embriones, formacion de brotes meristeméticos embrionarios, movimiento
de hojas, formacién de elementos vasculares y tolerancia a multiples estreses biéticos y
abidticos, entre otros. Saccharum officinarum L., cominmente conocida como cafia de
azlcar, es una hierba perenne tropical con tallos gruesos y fibrosos que pueden crecer
entre 3 y 5 metros de altura. Estos contienen una gran cantidad de sacarosa que se
procesa para obtener azlcar. La cafia de azlcar es uno de los cultivos agroindustriales
mas importantes en las regiones tropicales. El analisis del transcriptoma de la cafia de
azucar en condiciones de sequia mostré que NAC25 aumenta su expresion gradualmente
con respecto al tiempo de exposicion al estrés por sequia. Los andlisis filogenéticos
realizados sugieren que NAC 25 es un ort6logo de AtNAP y OsNAP. Los ensayos de
localizacién transitoria en células epidérmicas de cebolla confirmaron que NAC 25 es una
proteina nuclear. El analisis cuantitativo de la reaccion en cadena de la polimerasa en
tiempo real indicé que la NAC25 se indujo mediante tratamientos de salinidad, sequia y
acido abscisico. La sobreexpresion de NAC25 en tabaco mediante transformacién por
Agrobacterium tumefaciens muestra sintomas de senescencia. En general, nuestros
resultados indicaron que el gen NAC25 es posiblemente un ortélogo de AtNAP y OsNAP,
gue se induce en condiciones de salinidad y sequia y la sobreexpresiéon de NAC25 en el

tabaco provoca la muerte celular.



ABSTRACT

Climate change alters environmental conditions, causing floods and seasonal droughts,
extreme temperatures or salinity throughout the year. Climate changes cause different
types of stress in the plant, a mechanism by which plants respond to these types of stress
is through the expression of such transcription factors, which activate the expression of
other genes that will produce proteins for the plant can tolerate these stress conditions.
NAC proteins constitute one of the largest TF groups of plants. NAC FT plays several
essential roles in plant development such as senescence, auxin signaling, flowering time,
floral morphogenesis, lateral root development, nutrient mobilization, leaf margin
development, fruit ripening, longevity control, development of embryos, formation of post-
embryonic meristematic buds, movement of leaves, the formation of vascular elements
and tolerance to multiple biotic and abiotic stresses, among others. Saccharum officinarum
L commonly known as sugar cane is a tropical perennial grass with thick and fibrous stems
that can grow between 3 and 5 meters in height. These contain a large amount of sucrose
that is processed to obtain sugar. Sugarcane is one of the most important agroindustrial
crops in tropical regions. The objective of this work is to molecularly characterize,
functionally, the NAC 25 gene of Saccharum officinarum L, as well as to analyze the
differential expresiéon of NAC 25 of Saccharum officinarum in conditions of salinity and

abscisic acid.



INTRODUCCION

El cambio climatico, el cual se define como un cambio en los patrones climaticos globales
0 regionales, en particular un cambio aparente de estos, desde mediados hasta fines del
siglo XX en adelante y atribuido a los mayores niveles de diéxido de carbono en la
atmosfera derivados del uso de combustibles fosiles (Lineman et al., 2015), altera las
condiciones ambientales y, por lo tanto, tiene efectos sobre la produccién agricola. Los
efectos bioldgicos, fisicos y directos del cambio climatico ocasionan diferentes tipos de

estrés a la planta (Gerald et al., 2013).

A través de la historia de la evolucion, las plantas han desarrollado una amplia variedad
de mecanismos altamente sofisticados y eficientes para detectar, responder y adaptarse a
una amplia gama de cambios ambientales. Cuando se encuentran en condiciones de
crecimiento adversas o limitantes, las plantas responden activando mecanismos de
tolerancia a multiples niveles de organizacion (molecular, tisular, anatémico vy
morfoldgico), ajustando el sistema de membranas, la arquitectura de la pared celular,
alterando el ciclo celular, la tasa de division celular, y por medio de ajustes metabdlicos
(Atkinson, 2012). A nivel molecular, muchos genes son inducidos o reprimidos por el
estrés abidtico, que implican una regulacion extensa de redes de genes de estrés
(Shinozaki, 2007). Los productos de esos genes pueden funcionar en respuesta al estrés
y tolerancia a nivel celular. Las proteinas resultantes en respuesta al estrés se encuentran
implicadas en la biosintesis de compuestos osmoprotectores, de enzimas de
desintoxicacion, proteasas, transportadores y chaperonas. (Wang, 2009). Los primeros
mecanismos de respuesta de las plantas previenen o alivian el dafio celular causado por
el estrés y restablecen las condiciones homeostaticas y permiten la continuacién del
crecimiento (Peleg, 2011). La recuperacion del equilibrio energético, osmaético y redox
producidos por el estrés son los primeros objetivos de las respuestas inmediatas de la
planta. Mecanismos generales de respuesta estan involucrados en el mantenimiento de la
energia e incluyen cascadas de sefalizacion de calcio (Peleg, 2011), especies reactivas

de oxigeno (Ahmad, 2010) y privacion de energia (Baena-Gonzalez, 2008).

La induccién de genes bajo estrés se regula a través de complejas redes transcripcionales
(Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki, 2006). Los genes clave que funcionan en estas redes

transcripcionales han sido revelados por estudios moleculares y son importantes



candidatos para el desarrollo de plantas transgénicas tolerantes al estrés abiético.
Estudios realizados en Arabidopsis han identificado dos vias importantes de las redes
transcripcionales en condiciones de estrés abittico: Una via de sefializacion dependiente
del acido abscisico (ABA) y una red reguladora independiente de ABA (Zhu, 2002; Bartels
y Sunkar, 2005; Chinnusamy et al., 2007).

Dado que la mayoria de estas respuestas implican el control de la expresién génica, los
FT juegan un papel critico en la respuesta al estrés abibtico (Chaves y Oliveira, 2004).
Los FTs son proteinas con un dominio que se une al ADN en los elementos de accién cis
presentes en el promotor de un gen diana. Estos inducen (activadores) o reprimen

(represores) la actividad de la ARN polimerasa, regulando asi la expresién génica.

Las proteinas NAC son factores de transcripcion, constituyen uno de los grupos mas
grandes de FT de plantas. Se expresan de forma ubicua a través de los organismos
vegetales y se sabe que participan en diversos procesos de desarrollo y respuestas al
estrés. El presente trabajo tiene como objetivo la caracterizacion molecular y funcional del

gen NAC 25 de Saccharum officinarum en condiciones de salinidad y sequia.



CAPITULO |
ANTECEDENTES
1.1 Cambio Climético

El cambio climatico altera las condiciones ambientales y, por lo tanto, tiene efectos sobre
la produccién agricola. Los efectos directos del cambio climéatico sobre la agricultura
inducen cambios en la produccién y precios, que se manifiestan en el sistema econdémico
a medida que los agricultores y otros participantes del mercado realizan ajustes de forma
autbnoma, modificando sus combinaciones de cultivos, uso de insumos, nivel de
produccion, demanda de alimentos, consumo de alimentos y comercio. (Gerald et al.,
2013)

El cambio climatico ocasiona el aumento de las temperaturas y el cambio en los
regimenes pluviales los cudles, tienen efectos directos sobre el rendimiento de los
cultivos, asi como efectos indirectos a través de los cambios en la disponibilidad de agua
de riego. (Gerald et al., 2013)

El 30% de las tierras agricolas del mundo se ven afectadas por los drasticos efectos del
cambio climatico. ElI cambio climatico podria costar al mundo por lo menos una pérdida
del 5% del PIB cada afio; Si se producen predicciones mas dramaticas, el costo podria
elevarse a mas del 20% del PIB. (Gerald et al., 2013)

Una gran escala de produccion de plantas cultivadas bajo diferentes sistemas de
produccién agricola se pierde bajo los efectos del cambio climatico, lo que puede resultar
en una reduccién del 70% de los rendimientos potenciales de las plantas de cultivo
(Agarwal et al., 2006). Durante el crecimiento y los periodos de desarrollo, los cultivos
sufren inundaciones y sequias estacionales, temperaturas extremas o salinidad durante
todo el afio. Los datos de FAO (2004) mostraron que aproximadamente el 22% de las
tierras agricolas mundiales son salinas y que el mayor dafio causado por la sequia limita
el crecimiento y desarrollo de las plantas, seguido de una pérdida de productividad,
especialmente en especies de cultivos (Shao et al., 2008; Burke et al., 2006). Por lo tanto,
sequia y salinidad son los tipos mas graves de estrés abidtico que implica una amenaza

para la productividad de los cultivos en todo el mundo.



La resiliencia al cambio climético se hace cada vez mas presente en la agenda de los
investigadores, politicos y encargados de programas que el cambio climético es real y
amenaza con socavar la sostenibilidad social y ecologica. En agricultura, los esfuerzos de
adaptacion se centran en la implementacion de programas de mejoramiento genético en
busca de mejoras de productividad y variedades resistentes a los efectos ambientales que
ayuden a fomentar medios de vida rurales y urbanos que sean mas resilientes ante la

variabilidad climatica y los desastres (Gerald et al. 2009).

1.2 Sequia

La sequia es un estrés multidimensional que afecta a las plantas en varios niveles de su
organizacion, es decir, desde niveles fenolégicos y morfolégicos hasta niveles
moleculares (Anjum et al., 2011). Bajo un severo déficit de agua, el alargamiento celular
se inhibe por la interrupcion del flujo de agua a las células que se alargan. El contenido
relativo de agua (CRA), el potencial hidrico de la hoja, la conductancia estomética, la tasa
de transpiracion, la temperatura de la hoja y la temperatura del suelo son caracteristicas
importantes que influyen en las relaciones hidricas de la planta. Se observa cominmente
una disminucién en el CRA en respuesta al estrés por sequia en una variedad de
especies de plantas (Lngs et al., 2013). Aunque el crecimiento de la planta generalmente
se reduce cuando el suministro de agua del suelo es limitado, el crecimiento de brotes
normalmente es mas inhibido que el crecimiento de raices y, en algunos casos, la relacion
de biomasa raiz/brote de las plantas en el suelo de sequia puede aumentar con respecto
a los controles bien regados (Anithakumari et al., 2012). El estrés por sequia induce una
reduccién en el area foliar segun lo atribuye la supresion de la expansion foliar y la
reducciéon de la fotosintesis (Avramova et al., 2015); También causa alteraciones en la
mitosis, elongacion y expansion de las células que producen un crecimiento reducido
(Potopova et al., 2016). La deficiencia de agua conduce a una disminucion severa en los
rasgos de rendimiento de las plantas de cultivo probablemente interrumpiendo el
intercambio de gases foliares debido al cierre de estomas (Faroog et al., 2009; Akram,
2011). La sequia reduce no solo el crecimiento de las plantas, sino también el desarrollo,
lo que lleva a un déficit de produccién de flores y granos; por lo tanto, menos granos y

mas pequefios dan como resultado severas pérdidas de rendimiento. En la mayoria de las



especies de plantas, la sequia esté vinculada a cambios en la anatomia y estructura de
las hojas (Rollins et al., 2013). En general, los cambios incluyen reduccion del tamafio de
las hojas, disminucién del numero de estomas, sumersion de estomas en plantas
suculentas y xerdfitas, engrosamiento de las paredes celulares de las hojas, cutinizacion
de la superficie foliar, subdesarrollo del sistema conductivo pero un aumento en el nimero
de vasos grandes de xilema y la induccién de la senescencia temprana (Anjum et al.,
2011). La sequia también afecta las estructuras no solo a nivel de tejido y celular sino
también a nivel subcelular. A nivel subcelular, modificaciones importantes se refieren a la
forma de los cloroplastos y las vacuolas, lo que conduce a la hinchazén de las lamelas
estromales, que cambian la organizacién estructural de los tilacoides y forman
fotosistemas (PS) Il dafiados que reducen las actividades fotosintéticas y respiratorias
(Siddiqui et al. 2015). EI déficit hidrico conduce a la supresién progresiva de la fotosintesis
al alterar todos los componentes principales, incluido el transporte de electrones
tilacoides, el ciclo de reduccion de carbono y el control estomatico del suministro de CO,,
junto con una mayor acumulacién de azucares (, Carmo-Silva et al. 2012; Farooq et al.,
2009).

La produccién de ROS, conocida como estallido oxidativo, es un evento temprano de
respuesta de defensa de la planta al estrés hidrico y actiia como un mensajero secundario
para desencadenar una reaccion de defensa posterior en las plantas (Miller et al., 2010).
Bajo estrés por sequia, la produccion de ROS se mejora a través de multiples formas (Fig.
1). Durante la fotosintesis, hay una mayor fuga de electrones (O,) por la reaccién de
Mehler (Driever y Baker, 2011).

Para hacer frente a la produccion continua de ROS bajo estrés, las plantas han
desarrollado una bateria de antioxidantes enziméticos y no enziméticos que funcionan
como un sistema cooperativo extremadamente eficiente (Harba et al., 2015). La literatura
masiva mostré una mayor actividad de las enzimas antioxidantes bajo estrés por sequia
(Marok et al., 2013; Chakraborty y Pradhan, 2012; Chugh et al.,, 2011,). Evitar la
produccion de ROS durante el estrés por sequia también es una estrategia importante
gue permite a las plantas hacer frente a la escasez de agua sin un dafio extenso. Las
mitocondrias desempefian un papel importante en evitar la produccion de ROS mediante
mecanismos eficientes de disipacion de energia (Xu et al., 2011). La via oxidasa

alternativa (AOX) es una alternativa a la via del citocromo en la mitocondria que desvia



los electrones que fluyen a través de la cadena de transporte de electrones para producir

agua mediante la reduccién de O, (Fischer et al., 2013).

El ajuste osmético ha sido considerado como uno de los procesos vitales en la adaptacion
de la planta a la sequia, ya que ayuda a mantener la actividad metabdlica del tejido. Los
compuestos osmoticos sintetizados bajo sequia incluyen solutos compatibles tales como
aminoacidos (prolina, acido aspartico y acido glutamico), glicina betaina, azlcares
(fructanos y sacarosa) y ciclitos (manitol y pinitol). De estos, la prolina es uno de los mas
importantes. Su acumulacién en hojas con bajo potencial hidrico es causada por una
combinacién de una mayor biosintesis y una oxidacién lenta en las mitocondrias (Hu et
al., 2015). Se han asignado muchas funciones fisiolégicas a la prolina, incluida la
estabilizacion de macromoléculas, que incluyen enzimas y proteinas, mantienen la
integridad de la membrana y eliminan las especies de oxigeno reactivo (Verbruggen y
Hermans, 2008, Verslues y Sharma, 2010, Kaur y Asthir, 2015). Prolina también actta
como fuente de energia, carbono y nitrégeno durante la recuperacion posterior a la sequia
(Szabados y Savouré, 2009).

Los estimulos de sequia externos son percibidos y capturados por sensores en la
membrana que posteriormente las sefiales se transmiten a través de mdltiples vias de
transducciéon de sefales, lo que resulta en la expresiéon de genes sensibles a la sequia y
la adaptacion a la sequia. Una variedad de mensajeros secundarios como Ca?*, ROS,
ABA, fosfoglicerol, diacilglicerol y reguladores de la transcripcion juegan papeles
significativos en varias vias de transmisién de sefial, en la figura 1.1 podemos observar un
diagrama de estas vias de sefializacion. Los productos de expresion de los genes
sensibles a la sequia son principalmente las proteinas implicadas en las cascadas de
sefializacién y la regulacion transcripcional (como la proteina quinasa, la proteina
fosfatasa y los factores de transcripcion), proteinas funcionales que protegen las
membranas celulares y otras proteinas como las de embriogénesis tardia, antioxidantes,
osmolitos, proteinas asociadas con la captacion y el transporte de agua e iones como las
acuaporinas y los transportadores de azucar (Nakashima et al., 2014). La sequia
desencadena la produccion de ABA en las raices que se transporta a los brotes causando
el cierre de los estomas vy, finalmente, restringir el crecimiento (Mittler y Blumwald 2015).
ABA también se sintetiza en células de hoja y se transloca alrededor de la planta.

Evidencias recientes indican que el pH xilema/apoplasto influye en la compartimentacion



de ABA y, en consecuencia, la cantidad de ABA que llega a los estomas (Andrésa et al.,
2014). Los genes sensibles a la sequia se pueden dividir en dos grupos, dependientes de
ABA e independientes de ABA, segun su dependencia de este fitoregulador para la
induccién. (Kim 2014). Los andlisis de los patrones de expresion de los genes inducidos
por la deshidratacion han revelado una amplia variaciéon en el momento de su induccion y
las diferencias en su capacidad de respuesta a ABA.
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Figura 1.1 Mecanismo de tolerancia al estrés de sequia. ABA - &cido
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fosfoinositol 4,5 bisfosfato, PLC - fosfolipasa C, especies reactivas de oxigeno
ROS, SOD - superéxido dismutasa. Adaptado de Farooq et al,. (2009).

1.3 Salinidad

La salinidad es un estrés importante que limita el aumento de la demanda de cultivos
alimentarios. Mas del 20% de la tierra cultivada en todo el mundo (alrededor de 45
hectareas) se ve afectada por el estrés salino y la cantidad aumenta dia a dia. Por lo
tanto, la salinidad es uno de los factores ambientales mas impostantes que obstaculizan
la productividad de los cultivos en todo el mundo debidos a las sales principalmente por la
abundancia de cloruro de sodio proveniente de la acumulacién natural o el riego (Flowers
y Flowers, 2005). El estrés por salinidad implica cambios en varios procesos fisioldgicos y
metabdlicos, dependiendo de la concentracion de sales y la duracion del estrés, y en
dltima instancia, inhibe la produccién de cultivos (James et al.,, 2011; Rahnama et al.,
2010; Munns, 2005; Rozema y Flowers, 2008). Inicialmente, se sabe que los suelos
salinos reprimen el crecimiento de las plantas de dos maneras fundamentales, como
estrés osmotico y como toxicidad ionica, existe un tipo de estres secundario provocado
por la salinidad que es el oxidativo (James et al., 2011; Rahnama et al., 2010,). Durante
las fases iniciales de estrés salino, la capacidad de absorcion de agua de los sistemas
radiculares disminuye y la pérdida de agua de las hojas se acelera debido al estrés
osmotico de la alta acumulacién de sal en el suelo y las plantas, y por lo tanto el estrés
por salinidad también se considera estrés hiperosmético (Munns, 2005). El estrés
osmdético en la etapa inicial de estrés por salinidad causa varios cambios fisioldgicos,
como interrupcion de las membranas, desequilibrio de nutrientes, afectaciéon de la
capacidad de desintoxicar especies reactivas de oxigeno (ROS), diferencias en las
enzimas antioxidantes y disminucién de la actividad fotosintética y disminucién de la
apertura estomatica (Rahnama et al., 2010; Munns y Tester, 2008). El estrés por salinidad
también se considera estrés hiperidnico. Uno de los efectos més perjudiciales del estrés
por salinidad es la acumulacién de Na' y iones ClI" en tejidos de plantas expuestas a
suelos con altas concentraciones de NaCl. La entrada de Na* y CI" en las células provoca
un desequilibrio grave de los iones y un exceso de captacién puede causar un trastorno

fisiolégico significativo. La alta concentracion de Na' inhibe la absorcién de iones K*, que



es un elemento esencial para el crecimiento y el desarrollo que resulta en una menor
productividad e incluso puede conducir a la muerte (James et al., 2011). En respuesta al
estrés por salinidad, la produccion de ROS, como el oxigeno solo, el superdxido, el radical
hidroxilo y el peréxido de hidrégeno, se incrementa (Ahmad y Prasad, 2012; Ahmad y
Umar, 2011; Ahmad, 2010-, Mahajan y Tuteja, 2005; Apel e Hirt, 2004). La formacién de
ROS inducida por la salinidad puede provocar dafios oxidativos en diversos componentes
celulares, como proteinas, lipidos y ADN, interrumpiendo las funciones celulares vitales
de las plantas.

Las plantas desarrollan varios mecanismos fisiolégicos y bioquimicos para sobrevivir en
suelos con alta concentracién de sal. Los mecanismos principales incluyen, entre otros,
homeostasis idnica y compartimentacion, transporte y captacion de iones, biosintesis de
osmoprotectores y solutos compatibles, activacion de la enzima antioxidante y sintesis de
compuestos antioxidantes, sintesis de poliaminas, generacion de Oxido nitrico (NO) y
modulaciéon hormonal. Los avances de la investigacion que dilucidan estos mecanismos

se discuten a continuacion.

1. Homeostasis idnicay tolerancia a la salinidad. El mantenimiento de la homeostasis
iGnica mediante la absorcion iénica y la compartimentaciéon no sélo es crucial para el
crecimiento normal de las plantas, también es un proceso esencial para el crecimiento
durante el estrés salino (Hasegawa, 2003; Serrano et al., 1999; Xiaomu et al., 1995).
Independientemente de su naturaleza, tanto las glicofitas como las haléfitas no pueden
tolerar altas concentraciones de sal en su citoplasma. Por lo tanto, el exceso de sal se
transporta a la vacuola o se secuestra en tejidos mas viejos que finalmente se
sacrifican, protegiendo asi la planta del estrés por salinidad (Zhu, 2003; Reddy et al.,
1992). La principal forma de salinidad presente en el suelo es debido al NaCl, por lo
gue el foco principal de investigacion es el estudio sobre el mecanismo de transporte
del ion Na®y su compartimentacién. El ion Na' que ingresa al citoplasma es luego
transportado a la vacuola a través del antiportador Na*/H". Hay dos tipos de bombas H*
presentes en la membrana vacuolar: vacuolar tipo H*-ATPasa (V-ATPase) y la
pirofosfatasa vacuolar (V-PPase) (Dietz et al., 2001; Wang et al., 2001). De estos, la V-
ATPasa es la bomba de H'mas dominante presente dentro de la célula de la planta.
Durante las condiciones sin estrés desempefia un papel importante en el

mantenimiento de la homeostasis de soluto, energizando el transporte secundario y



facilitando la fusion de vesiculas. En condiciones de estrés, la supervivencia de la
planta depende de la actividad de V-ATPasa (Dietz et al., 2001). Cada vez mas
pruebas demuestran los roles de una via de sefalizaciébn de estrés excesivamente
sensible (SOS) en la homeostasis idnica y la tolerancia a la sal (Hasegawa et al., 2000;
Shi et al., 2000). La via de sefializacion SOS (Figura 1.2) consta de tres proteinas
principales, SOS1, SOS2 y SOS3. SOS1, que codifica una proteina de membrana
plasmatica Na* / H* antiporter, es esencial para regular el flujo de salida de Na* a nivel
celular. También facilita el transporte de Na* a larga distancia desde la raiz hasta el
brote. La sobreexpresion de esta proteina confiere tolerancia a la sal en las plantas
(Shi et al.,, 2000; Shi et al., 2002). La proteina SOS2, una serina/treonina quinasa,
cuando la SOS1 se une a ella y enciende su actividad cinasa y este complejo SOS
Esta proteina consiste en un dominio catalitico N-terminal bien desarrollado y un
dominio regulador C-terminal (Liu et al., 2000). El tercer tipo de proteina implicada en la
via de sefializacion de estrés SOS es la proteina SOS3, que es una proteina de unién
a Ca’ miristoilada y contiene un sitio de miristoilacion en su extremo N-terminal. Este
sitio juega un papel esencial en conferir tolerancia a la sal (Ishitani et al., 2000). El
dominio regulador C-terminal de la proteina SOS2 contiene un motivo FISL (también
conocido como dominio NAF), que tiene una secuencia de aproximadamente 21
aminoacidos y sirve como un sitio de interaccion para la proteina SOS3 de union a Ca2
+ (Figura 1.2). Esta interaccion entre SOS2 y la proteina SOS3 da como resultado la
activacion de la quinasa. La quinasa activada luego fosforila la proteina SOS1, lo que
aumenta su actividad de transporte que se identificé inicialmente en la levadura (Guo et
al., 2004). La proteina SOS1 se caracteriza por una cola C-terminal larga citosdlica, de
aproximadamente 700 aminoacidos de longitud, que comprende un motivo de unién a
nucleétido putativo y un dominio autoinhibidor. Este dominio autoinhibitorio es el sitio
objetivo para la fosforilacion de SOS2 (Figura 1.2). Ademas de conferir tolerancia a la
sal, también regula la homeostasis del pH, el trafico de vesiculas de membrana y las
funciones de la vacuola (Quintero et al., 2011; Oh et al.,2010). Por lo tanto, con el
aumento en la concentraciéon de Na®, hay un fuerte aumento en el nivel de Ca,"
intracelular que a su vez facilita su unién con la proteina SOS3. Ca2" modula la
homeostasis intracelular de Na* junto con las proteinas SOS. La proteina SOS3 luego
interactla y activa la proteina SOS2 al liberar su autoinhibicién. EI complejo SOS3-

SOS2 se carga en la membrana plasmatica donde fosforila SOS1 (Figura 1.2).
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Muchas plantas han desarrollado un método eficiente para mantener la concentracion
de iones en el citoplasma en un nivel bajo. Las membranas junto con sus componentes
asociados desempefian un papel integral en el mantenimiento de la concentracién de
iones dentro del citosol durante el periodo de estrés mediante la regulacion de la
absorcion ionica y el transporte (Sairam y Tyagi, 2004). El fendbmeno de transporte se
lleva a cabo por diferentes proteinas transportadoras, proteinas de canal,
antiportadores y simportadores. El mantenimiento de la homeostasis celular de Na*/K*
es fundamental para la supervivencia de las plantas en ambientes salinos. Las plantas
mantienen un alto nivel de K* dentro del citosol de aproximadamente 100 mM ideal
para actividades de enzimas citoplasmicas. Dentro de la vacuola, la concentracion de
K" varia entre 10 mM y 200 mM. La vacuola contiene el conjunto mas grande de K*
dentro de la célula de la planta. K* juega un papel importante en el mantenimiento de la
turgencia dentro de la célula. Se transporta a la célula de la planta contra el gradiente
de concentracion a través del transportador K* y los canales de membrana. Los
mecanismos de captacion de K* de alta afinidad estan mediados por transportadores
de K*, el mecanismo de captacion se determina principalmente por la concentracion de
K" disponible en el suelo. Por otro lado, se mantiene una concentracion de ion Na*
(aproximadamente 1 mM o menos) en el citosol. Durante el estrés de salinidad, debido
al aumento de la concentracion de Na* en el suelo, el ion Na* compite con K" por el
transportador, ya que ambos comparten el mismo mecanismo de transporte,
disminuyendo asi la absorcion de K* (Sairam y Tyagi, 2004). Se ha identificado y
clonado una gran cantidad de genes y proteinas, como HKT y NHX, que codifican
transportadores y canales de K* en diversas especies de plantas. Durante el estrés
salino, se mejora la expresion de algunas transcripciones de baja abundancia que se
encuentran implicadas en la absorcion de K'. Los transportadores ubicados en la
membrana plasmatica, pertenecientes a la familia HKT (transportador de histidina
quinasa), también desempefian un papel esencial en la tolerancia a la sal regulando el

transporte de Na" y K*.
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Figura 1.2 Modelo de la ruta del mecanismo SOS para respuestas de
estrés de salinidad. (Ji et al., 2013).

2. Compatibilidad con la acumulacién de soluto y la proteccién osmotica.
Los solutos compatibles, también conocidos como osmolitos compatibles, son un grupo
de compuestos organicos quimicamente diversos que son de naturaleza descargada,
polar y soluble, y no interfieren con el metabolismo celular incluso a altas
concentraciones. Principalmente incluyen prolina (Hoque et al., 2007), glicina betaina
(Khan et al., 2000; Wang and Nii, 2000) azucar (Kerepesi y Galiba, 2000; Bohnert et
al., 1995) y polioles (Saxena et al., 2013; Ashraf y Foolad, 2007; Dopp et al., 1985;
Ford, 1984;). Los osmolitos organicos se sintetizan y se acumulan en cantidades
variables entre las diferentes especies de plantas. Por ejemplo, la acumulacion de
beta-alanina-betaina en el compuesto de amonio cuaternario esta restringida entre
algunos miembros de Plumbaginaceae, mientras que la acumulacion de aminoacido
prolina se produce en conjuntos de plantas taxonémicamente diversas (Saxena et al.,
2013). La concentracion de solutos compatibles dentro de la célula se mantiene ya sea
por sintesis irreversible de los compuestos o por una combinacion de sintesis y
degradacion. Las vias bioquimicas y los genes implicados en estos procesos se han

estudiado a fondo. Su acumulacién es proporcional a la osmolaridad externa, las
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principales funciones de estos osmolitos son proteger la estructura y mantener el
equilibrio osmatico dentro de la célula a través del influjo continuo de agua (Hasegawa
et al., 2000). Los aminoacidos como la cisteina, la arginina y la metionina, que
constituyen aproximadamente el 55% del total de aminoacidos libres, disminuyen
cuando se exponen al estrés por salinidad, mientras que la concentracién de prolina
aumenta en respuesta al estrés por salinidad (Shintinawy y El-Shourbagy, 2001). La
acumulacion de prolina es una medida conocida adoptada para aliviar el estrés por
salinidad (Matysik et al., 2002; Ahmed et al., 2010). La prolina intracelular que se
acumula durante el estrés de salinidad no solo proporciona tolerancia al estrés, sino
que también sirve como reserva de nitrégeno organico durante la recuperacion del

estrés.

1.4 Acido abscisico (ABA)

Las fitohormonas son los reguladores clave del crecimiento y desarrollo de las plantas, asi
como los mediadores de las respuestas al estrés ambiental (Sreenivasulu et al., 2012).
Entre varias fitohormonas, el acido abscisico (ABA), que es el regulador central de la
resistencia al estrés abidtico en las plantas y coordina una serie de funciones (Wani y
Kumar, 2015; Finkelstein, 2013), lo que permite a las plantas hacer frente a diferentes
tensiones. En la planta, cuando las condiciones ambientales son duras, el nivel de ABA
aumenta a través de la biosintesis de ABA. El aumento de ABA se une a su receptor para
iniciar la transduccion de sefial que conduce a respuestas a tensiones celulares (Ng et al.,
2014); por lo tanto, también se llama ABA hormona del estrés (Mehrotra et al., 2014). ABA
es un acido débil que fue aislado por primera vez de las frutas jovenes de algodén como
una sustancia aceleradora de la abscision por Frederick Addicott y sus asociados
(Ohkuma et al., 1963). Inicialmente, se pensé que ABA tenia un papel importante en el
proceso de abscision de la fruta (Ohkuma et al., 1963; Cracker y Abeles, 1969). Sin
embargo, estudios intensivos posteriores muestran que ABA no particip6 directamente en
el proceso de abscision. El papel preciso de ABA en los 6rganos de absceso es promover
la senescencia y las respuestas al estrés, que son los procesos anteriores a la absicién
(Finkelstein, 2013). Las tensiones ambientales como la sequia, la sal y la baja

temperatura que reducen la disponibilidad de agua (Cutler et al., 2010; Kim et al., 2010),
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también llamado estrés osmotico, promueven la sintesis de ABA. ABA aumenta
significativamente en condiciones de estrés por sequia o salinidad, estimula el cierre
estomatico, cambios en la expresion génica y respuestas fisiolégicas adaptativas (Cutler
et al,, 2010; Kim et al., 2010; Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 2007; Yamaguchi-
Shinozaki y Shinozaki, 2006; Seki et al., 2002). ABA también desempefia un papel
importante en muchos procesos celulares, incluidos el desarrollo de semillas, latencia,
germinacion, crecimiento vegetativo (Finkelstein et al., 2008; Xiong y Zhu, 2003) y la
modulacion de la arquitectura de raiz (Harris, 2015). Desde el descubrimiento de ABA, se
han dedicado varios esfuerzos para comprender como se sintetiza ABA bajo condiciones

de estrés.

Se cree que el &cido abscisico es la hormona clave que media las respuestas de la planta
a estimulos ambientales adversos ya que el nivel de ABA en las plantas generalmente
aumenta durante condiciones de estrés abiotico, y el ABA elevado puede mejorar la
adaptacion de la planta a diversos estreses abitticos (Tuteja, 2007; Swamy y Smith,
1999). Desde la primera observacién de la acumulacion de ABA en trigo tratado con
sequia (Wright, 1969), se han reportado niveles elevados de ABA enddgeno en
condiciones de estrés por sequia en muchas especies de plantas que incluyen maiz
(Wang et al., 2008; Beardsell y Cohen, 1975), sorgo (Kannangara et al., 1983), arroz
(Henson, 1984), cebada (Thameur et al., 2011; Stewart y Voetberg, 1985), soja (Bensen
et al., 1988) y trigo (Guoth et al., 2009). También se ha observado un aumento del nivel
de ABA enddgeno en células de tabaco estresadas con sal y plantulas de alfalfa (Luo et
al., 1992; Singh et al., 1987). La aplicacion exégena de ABA a las plantas puede aumentar
sus respuestas adaptativas al estrés abiético. Se ha revelado que la aplicacion externa de
ABA aumenta la tolerancia a la sequia en algunas especies de plantas (Wei et al., 2015;
Yadegari et al., 2014; Du et al., 2013; Waterland et al., 2010). Los tratamientos con ABA
podrian aumentar la resistencia al frio en pepino (Flores et al., 1988) y alfalfa (Mohapatra
et al., 1988). También se muestra que ABA puede aliviar el estrés salino en frijol y papa
(Khadri et al., 2006; Etehadnia et al., 2008). Ademas de su papel en la regulacion de la
apertura estomatica, que se requiere para limitar la pérdida de agua de las hojas en
condiciones de sequia, ABA induce la expresiéon de muchos genes cuyos productos son
importantes para las respuestas al estrés y la tolerancia como enzimas para la sintesis

osmoprotectora (Fujita et al., 2011). Los estudios de transcriptoma han demostrado que
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mas del 50% de los genes regulados por ABA también se rigen por la sequia o la
salinidad, mientras que el transcriptoma regulado por frio muestra una menor
superposicion con los inducidos por otros factores estresantes. Seki y sus asociados
identificaron 245 genes inducibles por ABA en Arabidopsis. Entre los genes inducibles por
ABA, 63% (155 genes) fueron inducidos por la sequia, 54% (133 genes) por alta salinidad,
10% (25 genes) por tratamiento en frio (Seki et al., 2002). Rabbani et al. (2003)
identificaron 73 genes inducibles por estrés en el arroz, entre ellos, 43 genes fueron
inducidos por ABA. Estos resultados indican relacion significativa entre la respuesta ABA
y las vias de sefializacion de estrés abibtico, especialmente para la sequia y la alta
salinidad. El conocimiento de que ABA es un regulador clave de respuestas de estrés
abidtico se ha utilizado para desarrollar cultivos con mayor tolerancia en condiciones de
estrés. Se ha demostrado que los cultivos transgénicos que sobreexpresan el gen clave
de sintesis de ABA NCED (9-cis-epoxicarotenoide dioxigenasa) muestran una tolerancia a
la sequia mejorada. De forma similar, se ha informado que los cultivos que sobreexpresan
el gen del receptor ABA-PYR (resistencia a la pirabactina) confieren tolerancia a la
sequia. Sin embargo, en muchos estudios, los efectos de los transgénicos manipulados
con ABA no se probaron para su rendimiento, aunque mostraron tolerancia al estrés
abiotico. Algunos estudios informaron una mejor biomasa y calidad nutricional a nivel de
rendimiento (Sivamani et al., 2000; Aswath et al., 2005; Bao et al., 2016).

La biosintesis de acido abscisico ocurre en dos lugares; comienza desde plastidos y
termina en el citosol. ABA en plantas superiores sintetizadas a través de la via
independiente del 4cido mevaldnico también llamada ruta indirecta. En esta via, ABA se
sintetiza a través de la escisidon de un precursor de carotenoide C40, seguido de una
conversion en dos etapas de la xantroxina intermedia a ABA a través de aldehido ABA,
que se oxidard en ABA. El mecanismo principal de la ruta de biosintesis de ABA se
muestra en la Figura 1.3. El primer paso de la ruta de biosintesis de ABA es la conversion
de zeaxantina y antraxantina en todas las trans-violaxantinas, que seran catalizadas por
zeaxantina epoxidasa (ZEP) en el plastido. El ZEP fue identificado por Marin et al. (1996).
En esta reaccion, la antraxantina es el intermediario formado. Después de eso, toda la
trans-violaxantina se convirti6 en 9-cis-violaxantina o 90-cisneoxantina. La enzima
involucrada en esta reaccién es desconocida (Seiler et al., 2011). Después de eso, la

escision oxidativa de 9-cisviolaxantina y 9-cis-neoxantina, catalizada por la enzima
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llamada 9-cis-epoxi carotenoide dioxigenasa (NCED), que produce un producto intermedio
llamado xantoxina (Schwartz et al., 1997). El gen ZmNCED se aislo por primera vez
usando el mutante viviparous14 de maiz, y NCED es la enzima clave en la biosintesis de
ABA (Tan et al., 1997). Luego, el producto xanthoxin se exporta al citosol (Nambara y
Marion-Poll, 2005) donde la xantroxina se convierte en ABA. En este paso, la xantroxina
se convierte en ABA mediante dos reacciones enzimaticas. En primer lugar, la xantroxina
se convierte en un ABA aldehido mediante una enzima Illamada alcohol
deshidrogenasa/reductasa de cadena corta (SDR) codificada por el gen AtABA2 en
Arabidopsis thaliana (Rook et al., 2001; Cheng et al., 2002; Gonzalez- Guzman et al.,
2002). El siguiente y ultimo paso de la biosintesis de ABA es la oxidacién del aldehido

abscisico a ABA, catalizada por la enzima aldehido oxidasa abscisica (AAO).
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Figura 1.3. Representaciébn esquemética de la biosintesis de ABA en
plantas. ABA se deriva de (-caroteno (C40) a través de una reacciéon de
escision oxidativa en plastidios. El primer paso de la via de biosintesis de
ABA es la conversion de zeaxantina y antheraxantina en todas las trans-
violaxantinas, que seran catalizadas por zeaxantina epoxidasa (ZEP).
Antheraxanthin es el producto intermedio. All-trans-violaxantina se convierte
en 9-cis-violaxantina o 90-cis-neoxantina por la 9-cis-epoxi carotenoide
dioxigenasa (NCED), que produce un producto intermedio C15 llamado
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xantroxina. Luego, el producto xanthoxin se exporta al citosol (Nambara y
Marion-Poll, 2005) donde la xantroxina se convierte en ABA. La xantoxina
se convierte luego en ABA mediante dos reacciones enzimaticas.
Finalmente, la xantoxina se convierte en un aldehido ABA por la enzima,
alcohol deshidrogenasa / reductasa de cadena corta (SDR), y luego la
oxidacién del aldehido abscisico a ABA es catalizada por la enzima
aldehido oxidasa abscisa (Modificado de Finkelstein et al., 2013).

Catabolismo ABA. Cuando las sefiales de estrés disminuyen, el ABA se metaboliza en
productos inactivos (Ng et al., 2014). Esto se logra mediante dos vias llamadas
hidroxilacién y conjugacion (Nambara y Marion-Poll, 2005). En la hidroxilacion, el ABA se
hidroxila a través de la oxidacién de tres grupos metilo (C-70, C-80 y C-90) de la
estructura del anillo. Entre estos C-80 se conoce como la via catalitica dominante
(Okamoto et al., 2009; Cutler y Krochko, 1999; Zeevaart y Creelman, 1988). En la via de
80 -hidroxilacién, el acido fasico (PA) y el acido dihidro-fasico (DPA) son los catabolitos
ABA mas amplios (Gillard y Walton, 1976; Kushiro et al., 2004; Saito et al., 2004;
Nambara y Marion-Poll, 2005). La enzima del tipo del citocromo P450 (CYP707A) es una
enzima crucial para el metabolismo de ABA (Kushiro et al., 2004; Saito et al., 2004). El
metabolismo esta controlado por la expresion del gen CYP707A en los estomas y los
tejidos vasculares de las hojas en condiciones rehidratadas (Okamoto et al., 2009, 2011;
Nambara y Marion-Poll, 2005). De acuerdo con Lee et al. (2006), la activacién de
glucosidasa a través de la polimerizacion inducida por estrés también aumenta
rapidamente los grupos activos de ABA. Del mismo modo, Okamoto et al. (2009)
informaron que CYP707A3 funciona en los tejidos vasculares para reducir los niveles
sistémicos de ABA. Por otro lado, CYP707AL1 cataboliza grupos de ABA locales en células
de proteccion en respuesta a la alta humedad. La segunda via para inactivar ABA es la
conjugacioén. La conjugacion de ABA desempefia un papel significativo en la regulacion de
las cantidades tanto en condiciones normales como de deshidratacién (Lee et al., 2006;
Xu et al., 2012). ABA y sus catabolitos hidroxilados pueden conjugarse con glucosa. El
éster de glucosilo ABA (ABA-GE) se sintetiza por la glicosiltransferasa. ABA-GE se
sintetiza en el citosol y se almacena en vacuolas (Lim et al., 2005, Boursiac et al., 2013).
En condiciones de estrés abiotico, el éster de glucosilo ABA podria convertirse en ABA

por hidrélisis catalizada por enzimas. La enzima glucosidasa que cataliza la hidrolisis de
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ABA-GE para liberar ABA se demostrd por primera vez en la cebada (Dietz et al., 2000).
Posteriormente, dos enzimas hidrolizantes ABA-GE, BG1 (beta-glicosidasa homélogo 1) y
BG2, se aislaron en Arabidopsis (Lee et al., 2006; Xu et al., 2012). BG1 se encuentra en
el reticulo endoplasmico mientras que BG2 esté presente en la vacuola (Lee et al., 2006;
Xu et al., 2012).

1.5 Sistemas de regulacion de la expresion génica ante estrés abiotico

El estrés abidtico, como la sequia y la alta salinidad inducen la expresién de un gran
namero de genes. La induccién de estos genes bajo estrés se regula a través de
complejas redes transcripcionales (Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki, 2006). Los genes
clave que funcionan en estas redes transcripcionales han sido revelados por estudios
moleculares y son importantes candidatos para el desarrollo de plantas transgénicas
tolerantes al estrés abidtico. Estudios realizados en Arabidopsis han identificado dos vias
importantes de las redes transcripcionales en condiciones de estrés abidtico: Una via de
sefalizacién dependiente del acido abscisico (ABA) y una red reguladora independiente
de ABA (Deinlein et al. 2014; Golldack et al., 2014; Yoshida et al., 2014; Qin et al., 2011;
Thomashow, 2010; Hua, 2009; Chinnusamy et al., 2007; Bartels y Sunkar, 2005; Zhu,
2002, ).

Ruta de sefalizacion ABA-Dependiente. En respuesta al estrés ABA es sintetizado
mediante una enzima clave la 9-cisepoxicarotenoide dioxigenasa (NCED) (luchi et al.,
2001). Estudios en Arabidopsis han identificados cinco genes que codifican la enzima
NCED y se ha descubierto que la expresion de NCED3 aumenta en condiciones
deficientes de agua (luchi et al., 2001). Kuromori et al. (2014) han demostrado que las
células especificas en el tejido vascular sintetizan ABA y transportan la molécula a las
células diana. Bauer et al. (2013) han propuesto que la ABA se sintetiza de forma
auténoma en células guardianas. El ABA sintetizado o transportado es percibido por un
complejo receptor que consiste en PYR (RESISTENCIA A PYRABACTIN) / PYL (PYRL1-
LIKE) / RCAR (COMPONENTE REGULADOR DE LA RESPUESTA ABA), PP2C (proteina
fosfatasa 2C) y SnRK2 (La proteina quinasa 2 relacionada con la sacarosa no
fermentada) (Cutler et al., 2010, Raghavendra et al., 2010, Umezawa et al., 2010, Weiner

et al., 2010). Una serie de estudios han aclarado los cambios estructurales moleculares
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gue se producen durante la percepcién de ABA y en la cascada de sefializacion de ABA
(Cutler et al., 2010; Raghavendra et al., 2010; Umezawa et al., 2010; Weiner et al., 2010;
Miyakawa et al., 2013). En ausencia de ABA, los PP2Cs reprimen la via de sefializacion
ABA por desfosforilacién que propicia la inactivacion de SnRK2s. En presencia de ABA,
los PYL / PYR / RCARs enlazados a ABA reconocen y se unen a PP2Cs, liberando asi
SnRK2s de la regulaciéon negativa dependiente de PP2C. Los SnRKs activados fosforilan
las proteinas aguas abajo incluyendo factores de transcripcion AREB/ABF (factor de union
de cis-elemento sensible a ABA/factor de unién a elementos cis sensible a ABA). Los
factores de transcripcion AREB/ABF tienen un dominio bZIP y cuatro dominios
conservados que contienen sitios de fosforilacion de SnRK2. Los AREB/ABF fosforilados
se activan y se unen al elemento cis sensible a ABA (ABRE, PYACGTGG/TC), que se
enriquece en regiones promotoras de genes inducibles por sequia. AREB/ABFs funcionan
como activadores transcripcionales que regulan la expresiébn génica dependiente de

ABRE en sefiales ABA bajo condiciones de estrés por sequia (Figura 1.4).
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Figura 1.4. La representacion esquematica de la via principal
de sefializacion de ABA en plantas con y sin presencia de ABA.
Los componentes principales en la sefializacion ABA incluyen
los receptores ABA (PYR/PYL/RCAR), las fosfatasas PP2C
(reguladores negativos) y las quinasas SnRK2 (reguladores
positivos). En ausencia de ABA, las PP2Cs se asocian con
SnRK2 y evitan la activacion de SnRK2. Los SnRK2 inactivos
son incapaces de fosforilar substratos aguas abajo, y por lo
tanto la transduccién de sefiales no estd ocurriendo. En
presencia de ABA, los receptores PYR/PYL/RCAR se unen a
ABA e interactian con PP2Cs, que liberan SnRK2. Los
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SnRK2s se activan luego por autofosforilacion del ciclo de
activacion. Los SnRK2s activos pueden fosforilar las proteinas
del substrato aguas abajo, incluyendo factores de transcripcion,
canales id6nicos y enzimas tales como NADPH oxidasas,
induciendo de este modo respuestas de ABA. SnRK2s estan
sujetos a regulaciéon por otras proteinas quinasas. Se ha
demostrado que una quinasa similar a Raf (B3-MAPKKK) activa
SnRK2 mediante la fosforilacion del bucle de activacion,
mientras que la caseina quinasa 2 (CK2) puede fosforilar los
residuos de serina carboxilo terminales de SnRK2, mejorando
la interaccion SnRK2-PP2C e inactivando SnRK2. El SnRK2
cataliticamente activo se muestra en verde y el ShnRK2 inactivo
esta en rojo. Factor de unién al elemento ABF, ABA-
responsive; ABI5, insensible a ABA 5; AREB, proteina de unién
al elemento que responde a ABA; B3-MAPKKK, quinasa
quinasa MAP de tipo Raf de tipo B3; KAT1, canal de potasio en
Arabidopsis thaliana 1; PP2C, proteina fosfatasa 2C; PYR,
resistencia a la pirabactina; PYL, relacionado con PYR; RCAR,
componente regulador del receptor ABA; SLAC1, anion lento
canal 1; SnRK2, proteina quinasa 2 relacionada con la no-1
relacionada con la sacarosa.

Ruta de sefializacion ABA-INDEPENDIENTE mediada por DREB2 Y DREB1 / CBF. Las
vias de sefializaciéon independientes de ABA también son importantes en la respuesta al
estrés abidtico. Las proteinas DREB2 son factores de transcripcion miembros de la familia
AP2 |/ ERF y son especificos de plantas. De los ocho genes de DREB2 que se han
estudiado en Arabidopsis, DREB2A y DREB2B son altamente inducidos por sequia,
salinidad y estrés por calor y funcionan como activadores transcripcionales en la via ABA
independiente. Se ha identificado un dominio regulador negativo en la secuencia de
aminoacidos DREB2A y se ha descrito que esta implicado en la estabilidad de la proteina
DREB2A (Sakuma et al., 2006a, Mizoi et al., 2012). En condiciones no estresadas, la
degradacion de las proteinas DREB2A se produce a través de la ubiquitinacion de
DREB2A por las proteinas que contienen dominio RING de C;HC, DRIP1 (proteina
interactiva DREB2A y DRIP2 (Qim et al., 2008; Morimoto et al., 2013). Kim et al. (2012a)
han propuesto que la expresion de DREB2A es reprimida por GRF7, un factor regulador
del crecimiento, para prevenir la inhibicién del crecimiento en condiciones no estresadas.
El DREB2A también desempefia un papel en la respuesta al estrés a altas temperaturas y
una mayor tolerancia al estrés térmico (Sakuma et al.,, 2006b). El uso de mutantes

multiples HsfAl ha revelado que la expresion de DREB2A bajo condiciones de estrés por
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calor esté regulada por las proteinas HsfAl (factor de choque térmico Al) (Yoshida et al.,
2011). Los factores de transcripcion DREB1/CBF son otra subfamilia que regula la
expresion de muchos genes abioticos sensibles al estrés. DREB1/CBFs son reguladores
claves en la expresion de genes que responden al estrés a baja temperatura (Figura 1.5).
En plantas transgénicas de Arabidopsis que sobreexpresan genes DREB1 / CBF han
presentado una mayor tolerancia al estrés a bajas temperaturas, asi como la tolerancia al
estrés por sequia y salinidad (Kasuga et al., 1999; Yamaguchi Shinozaki y Shinozaki,
2006).
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Figura 1.5. Redes de sefalizacion de estrés abidtico mediadas
por AREB, DREB1 y de transcripcion de tipo DREB2 en
Arabidopsis (Daisuke et al., 2015).

1.6 Factores de transcripcion involucrados en estrés abioético
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Las respuestas al estrés abidtico requieren la produccion de proteinas metabdlicas
importantes tales como aquellas implicadas en la sintesis de osmoprotectores y de
proteinas reguladoras que operan en las vias de transduccion de sefiales, tales como
qguinasas o Factores de Transcripcion (FTs). Dado que la mayoria de estas respuestas
implican el control de la expresion génica, las FT juegan un papel critico en la respuesta al
estrés abiotico (Chaves y Oliveira, 2004). FTs son proteinas con un dominio que se une al
ADN en los elementos de accion cis presentes en el promotor de un gen diana. Estos
inducen (activadores) o reprimen (represores) la actividad de la ARN polimerasa,
regulando asi la expresidn génica. Los TF pueden agruparse en familias de acuerdo con
su dominio de unién al ADN (Riechmann et al., 2000). EI TF que controla un cierto grupo
de genes se conoce como reguldn. En la respuesta de la planta a las tensiones abi6ticas,
se pueden identificar por lo menos cuatro regulones diferentes (Figura 1.6): (1) el regulén
CBF / DREB; (2) el regulonde NAC (NAM, ATAF y CUC) y ZF-HD (homeodominio de
dedo de zinc); (3) el regulén AREB / ABF (factor de unidn a elementos ABA-proteina /
factor de uniébn a ABA); Y (4) el regulador MYC (mielocitatosis oncogénico) / MYB
(mieloblastosis oncogénica). Los dos primeros regulones son ABA independientes, y los
dos ultimos son ABA dependientes (Figura 1.6) (Saibo et al., 2008).
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Saibo et al. — Transcription regulation of photosynthesis under abiotic stress
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Figura 1.6. Red transcripcional de respuestas de estrés abidtico. Los factores
de transcripcién se muestran en évalos. Las enzimas modificadoras del factor
de transcripcidbn se muestran en circulos. Los tridngulos pequefios
corresponden a modificaciones post-traduccionales. Cuadrados azules con
signos de interrogacion representan putativos MYC ICE1-como los factores de
transcripcion que pueden activar CBF1/DREB1B y CBF2/DREBIC. Las cajas
verdes representan los elementos cis presentes en los genes que responden al
estrés. Las cajas verdes con signos de interrogacion representan elementos cis
putativos en el promotor de los genes que responden al estrés. El punto negro
corresponde a la modificaciébn de sumoilacion por SIZ1 del factor de
transcripcion ICEL. La linea negra punteada de SIZ1 a HOS1 representa la
competencia para lugares vinculantes en el factor de transcripcion ICE1. SIZ1
bloquea el acceso de HOS1 a los sitios de ubiquitinacion en el ICE1. CBF4 /
DREB1D es un factor de unién de cis-elemento DRE que es dependiente de
ABA (Saibo et al., 2008).

1.7 Factor de transcripcion NAC

Las proteinas NAC constituyen uno de los grupos méas grandes de FT de plantas. Se

expresan de forma ubicua a través de los organismos vegetales y se sabe que participan
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en diversos procesos de desarrollo y respuestas al estrés. El acronimo NAC se deriva de
tres genes que inicialmente se descubrieron que contenian un dominio particular (el
dominio NAC): NAM (Sin meristemo apical), ATAF1/2 (factor de activacion de la
transcripcioén de Arabidopsis 1/2) y CUC2 (cotiledon en forma de copa, (Souer et al., 1996;
Aida et al., 1997). Tipicamente, la familia NAC contiene un dominio de unién al ADN que
es altamente conservado localizado en la regién N-terminal y consta de aproximadamente
150-160 aminoacidos divididos en cinco sub-dominios (A-E) que codifican una lamina 3
retorcida rodeada por unos pocos elementos helicoidales (Olsen et al., 2005). ElI dominio
C-terminal contiene la region de activacion transcripcional (TAR), que no se conserva
entre las plantas, lo que le permite regular una amplia gama de funciones celulares
actuando como un activador transcripcional o represor (Tran et al., 2004; Ooka et al.,
2003) (Figura 1.7).
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Figura 1.7. Esquema de la estructura de un factor de
transcripcion NAC. La region dominio de union al ADN esta
contenida en los subdominios D y E. La regién TAR (Regién de
activacién transcripcional) se encuentra en el C-terminal de las
proteinas de la familia NAC.
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En muchos casos, los FT de NAC se almacenan inactivamente en el citoplasma y se
translocan al ndcleo después de la estimulacion. EI NAC TAR contiene motivos
transmembranales (TMM) que ayudan a anclar la proteina a la membrana plasmética y
proporcionar un método eficaz para la regulacion de genes, que es una estrategia
adaptativa que permite respuestas rapidas a los cambios ambientales (Kim et al., 2006;
Hoppe et al., 2001; Brown et al., 2000). NAC FT desemperia varios papeles esenciales en
el desarrollo de la planta como (Kato et al., 2010), senescencia (Balazadeh et al., 2010),
auxina sefalizacion (He et al., 2005), tiempo de floracion (Kim et al., 2010), morfogénesis
floral (Sablowski et al., 1998, Shih et al., 2014), raiz lateral de desarrollo (He et al., 2005),
movilizacién de nutrientes (Waters et al., 2009), desarrollo de margen foliar (Nikovics et
al., 2006), maduracioén de los frutos (Shan et al., 2012), control de la longevidad (Wu et al.,
2012), desarrollo de embriones (Duval et al., 2002), formacién de brotes meristematicos
postembrionarios (Hibara et al., 2006), movimiento de las hojas (Rauf et al., 2013) la
formacion de elementos vasculares (Yamaguchi et al., 2008), y la tolerancia a multiples
estreses bidticos (Jensen et al., 2008, Wang et al., 2009) y abidticos (Yamaguchi-
Shinozaki et al., 1994; He et al., 2005, Lu et al., 2007; Balazadeh et al., 2010; Kim et al.,
2010), entre otros (Tabla 1).

Tabla 1. Antecedentes de sobreexpresantes del gen NAC.

Planta transgénica Gen/Procedencia Fenotipo de la | Referencia
planta transgénica
SNAC1/Arroz Tolerancia a salinidad | Hu et al., 2006
OsNAC2/Arroz Tolerancia salinidad y | Shen et al., 2016
sequia
Oryza sativa ORS1/Arroz Control de la Balazadeh et al., 2011
senescencia
OsNAC10/Arroz Tolerancia a sequia Jeong et al., 2010
SNAC2/Arroz IRA 109 | Tolerancia a salinidad | Hu et al., 2008
y frio
NTL8 (NAC) / Sefializacién en Kim et al., 2008
Arabidopsis thaliana Arabidopsis salinidad mediada por
GA
GmNAC20 / Glycine Tolerancia a salinidad | Hao et al., 2011
max
Solanum tuberosum SINAC1/ Tomate Respuesta a salinidad | Yang et al., 2011
SINAM1/ Tomate
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Solanum SINAC3/ Tomate Tolerancia a salinidad | Han et al., 2011
lycopersicum y sequia
TaNAC2a/ Tabaco Tolerancia a sequia Tang et al., 2012
Nicotiana tabacum DgNAC1/ Tolerancia a salinidad | Liu et al., 2011
Chrysanthemum

Antecedentes de Filogenias de los Factores de Transcripcion NAC. Han realizado varios
arboles filogenéticos de los Factores de transcripcion NAC en diversas especies de
plantas tales como arabidopsis (Zhu T. et al., 2011; Ramaswamy M et al., 2017; Ooka H.
et al., 2003.,), arroz (Ramaswamy M et al., 2017; Ooka H. et al. ,2003). Trigo (Borrill P. et
al., 2017), entre otras.

Actualmente, el arbol filogenético de los factores de transcripcion NAC mas completo es el
de Pereira et al. (2015), en el cual se realiz6 un andlisis comparativo del genoma en 24
especies de plantas terrestres. Un total de 3,187 factores de transcripcion NAC se
agruparon en seis grupos principales en el analisis filogenético.

1.8. Modelo de estudio: Saccharum officinarum

S. officinarum comunmente conocida como cafia de azlUcar es una graminea tropical
perenne con tallos gruesos y fibrosos que pueden crecer entre 3 y 5 metros de altura.
Estos contienen una gran cantidad de sacarosa que se procesa para la obtencion de
azlcar. La cafia de azlcar es uno de los cultivos agroindustriales mas importantes en las

regiones tropicales (Ramirez, 2008).

Se adapta a casi cualquier tipo de suelo, pero se desarrolla mejor en suelos francos,
profundos y bien drenados. Se prefieren suelos con un pH de 7.4, pero se puede cultivar
en un rango de 5.5 a 7.8. El cultivo demanda altos requerimientos nutricionales en
consideracion a la alta cantidad de materia verde y seca que produce, situaciéon que agota
los suelos y hace necesario un adecuado programa de fertilizaciéon. Sin embargo, es muy
eficiente en el aprovechamiento de la luz solar. La cafia de azlcar requiere grandes

cantidades de agua, aunque también es relativamente eficiente en su uso. La
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precipitacion minima es de 1500 mm por temporada. Si la precipitacion no es suficiente
para cubrir esa cantidad, se puede utilizar irrigacion; Se cultiva en los climas tropicales y
subtropicales, desarrollandose mejor en climas calientes y con mucha exposicién solar.
(Ramirez, 2008).

Generalmente se cultiva a una altura entre los 0 y 1000 msnm. Requiere de un clima
hamedo caliente, alternando con periodos secos y temperaturas entre los 16 y 30 grados
centigrados. La propagacion de la cafia de azUcar se realiza por estaca. La cosecha
conocida también como zafra se puede hacer de forma mecanizada como manual. Por
cada plantacion generalmente se extraen 4 6 5 cortes (cosechas) y luego se realiza la

renovacion del cultivo. (Ramirez, 2008).

1.8.1. Descripcién botanica

La raiz es de tipo fibroso, se extiende hasta 80 cm de profundidad cuando los suelos son
profundos, el 80% de la misma se encuentra regularmente en los primeros 35 cm del
suelo. (Diaz L., 2002)

El tallo que es la parte esencial para la produccion de azucar se encuentra dividido en
nudos y entrenudos. El largo de los entrenudos puede variar segun las variedades y
desarrollo de la planta, esta compuesto por una parte sélida llamada fibra y una parte

liquida, el jugo, que contiene agua y sacarosa (Diaz, 2002).

La hoja es en forma de vaina, su funcion principal es proteger a la yema, nace en los
entrenudos del tallo. A medida que la cafa se desarrolla, las hojas bajeras se vuelven
senescentes, se caen y son reemplazadas por las que aparecen en los nudos superiores.
También nacen en los nudos las yemas que bajo ciertas condiciones especiales pueden

dar lugar al nacimiento de una nueva planta (Diaz, 2002)

La inflorescencia es una panicula de forma y tamafio variables, caracteristicas de cada
cultivar o variedad usado, las flores son hermafroditas completas. La manipulacion sexual
o por semillas se utiliza solamente en programas de mejoramiento, para la obtencién de
hibridos mas productivos, resistentes a ciertas plagas y enfermedades o adaptables a una

region especifica (Océano, 2000).
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1.8.2. Importancia econémica

A nivel mundial, de acuerdo al FAOSTAT (2014) cafia de azucar es cultivada en 26.1
millones de hectéreas produciendo 1.83 billones de cafias a nivel mundial, siendo México
el sexto pais productor mas importante de cafia de aztcar produciendo al afio mas de 50
millones de toneladas (figura 1.8), por lo cual la industria azucarera es histéricamente una
de las mas importantes en México, debido a su relevancia econémica y social en el
campo. (FAOSTAT, 2014). La industria azucarera genera mas de dos millones de
empleos, tanto de forma directa como indirecta; se desarrolla en 15 entidades federativas
y 227 municipios, los ingenios azucareros generan un valor de produccion primaria de
alrededor de 30 mil millones de pesos al afio (SAGARPA, 2014).
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Figura 1.8. Grafica modificada de la produccion en millones
de toneladas (MT) de los principales productores de cafa de
azlcar a nivel mundial (FAOSTAT, 2014).

1.8.3. Probleméatica del cultivo tradicional

28



Saccharum officinarum, presenta grandes problemas en la produccion de cafia de azucar
tales como variedades de cafia en estado degenerativo, con alto desbalance en campo,

insuficiencia de fertilizacidn, asi como, virus y plagas (SAGARPA, 2014).

La baja disponibilidad de agua en los cultivares de cafia de azlUcar puede reducir
drasticamente la produccion y recuperacion total de la azlcar (Teramoto, 2003). A pesar
de los avances en la cria de cafia de azucar, la falta de conocimiento sobre las respuestas
genéticas y moleculares involucradas en la tolerancia a un estrés abiético, representan el
principal desafio para el desarrollo de cultivares tolerantes. Por otro lado, la identificacion
y comprension de los genes y redes de sefializacion en la cafia de azUcar bajo un estrés
abibtico son fundamentales para el desarrollo de nuevos cultivares con mayor tolerancia

en condiciones de privacién de agua (Chaves, 1991).

Figura 1.9. Cultivos de Saccharum

officinarum.

1.8.4. Respuestas morfolégicas y fisiolégicas de la cafia de azGcar antes un estrés

hidrico

El desarrollo de la cafia de azucar se divide en tres etapas: germinacion, establecimiento
de la planta y fase temprana de macollaje, concesion de la fase de crecimiento vegetativo
y maduracion y floracion. Desde una perspectiva de gestion del estrés hidrico, la
germinacion, el macollamiento y la etapa de crecimiento vegetativo de la concesion fueron

el objetivo de muchos estudios debido a que son fases de crecimiento importantes desde
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la perspectiva de la produccion de cultivos. La susceptibilidad de la cafia de azlcar a la
sequia es mayor en las fases de macollamiento y elongacién del tallo (Machado et al.,
2009; Inman-Bamber y Smith, 2005). Sin embargo, el estrés de sequia moderado en la
fase de maduracion tiene efectos positivos sobre el rendimiento de sacarosa, ya que la
fotosintesis es menos sensible al estrés de sequia que el crecimiento del tallo,
canalizando CO, asimilado a la produccién de sacarosa y acumulacién en el tallo (Inman-
Bamber, 2004). La sequia, afecta a toda la planta (Figura 1.10). Las respuestas
morfoldgicas Y fisiolégicas de las plantas de cafia varian segun el genotipo, la duracion
(rapida o gradual) y la intensidad (severa o leve) del estrés y también el tipo de tejido
afectado (Smit y Singels, 2006; Bartels y Sunkar, 2005). (Inman-Bamber et al., 2012; Da
Graca et al., 2010). Como se mencion6 anteriormente, el estrés de seuia también afecta
sustancialmente la produccién de cafa y azlcar. Sin embargo, se ha informado una gran
variacién genética potencialmente explotable para el rendimiento de cafia y azlcar bajo
estrés de sequia (Basnhayake et al., 2012; Hemaprabha et al.,, 2006, 2004). Las
respuestas de estrés de sequia mas comunes en la cafia de azucar son el balanceo de
las hojas, el cierre de estomas, la inhibicion del crecimiento de tallos y hojas, la
senescencia foliar y la reduccion del area foliar (Inman-Bamber et al., 2012; Inman-
Bamber y Smith, 2005). Ademas, bajo estrés hidrico, tanto la division celular como el
alargamiento celular se interrumpen (Machado et al., 2009) y el alargamiento del tallo y la
hoja son los procesos de crecimiento mas afectados (Inman-Bamber et al., 2008; Inman-
Bamber, 2004). El desarrollo de la raiz también esté influenciado por el déficit hidrico
(Smit y Singels, 2006; Inman-Bamber y Smith, 2005), pero relativamente menor que la
biomasa aérea. La cafia de azucar es un cultivo tropical con metabolismo fotosintético C4.
Bajo estrés de sequia moderado, una disminucion en la conductancia estomatica (gs), la
tasa de transpiracion (E), la concentracion interna de CO2 (Ci) y la tasa fotosintética
ocurren, principalmente debido a las limitaciones estoméaticas (Basnayake et al., 2015;
Medeiros et al., 2013; Silva et al., 2012; Da Graca et al., 2010; Endres et al., 2010; Silva et
al. 2007; Inman-Bamber y Smith, 2005; Du et al., 1996). Esto, junto con la inhibicion del
crecimiento del tallo y la hoja, es la adaptacion inicial mds comun cuando las plantas de
cafia de azUcar son sometidas a una deshidratacion leve a moderada (Inman-Bamber y
Smith, 2005). Sin embargo, las limitaciones no estométicas inducidas por el estrés de
sequia también se han informado como causa de la inhibicion de la fotosintesis en la cafia

de azlcar (Ribeiro et al., 2013). Esto ocurre a menudo cuando el estrés es severo o bajo
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condiciones prolongadas de déficit de agua moderado (Bashayake et al., 2015). La
disminucion inducida por el estrés de sequia en la tasa fotosintética es causada
principalmente por una disminucion en la actividad de fosfoenolpiruvato carboxilasa
(PEPcase) y ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa (Rubisco) (Lakshmanan y Robinson, 2014;
Inman-Bamber y Smith, 2005). Vale la pena sefialar que la tasa de fotosintesis también se
ve afectada por la acumulacion de azucar en las hojas (McCormick et al., 2008). Bajo
condiciones no estresadas, el bajo contenido de azucar en la hoja es propicio a la
fotosintesis, mientras que el alto contenido de azUcar modera la fijacion de carbono
(Goldschmidt y Huber, 1992). Curiosamente, el aumento de los niveles de algunos
azucares, como la trehalosa, puede ayudar a las plantas a hacer frente al déficit hidrico,
reduciendo el dafio a la membrana celular (Delorge et al., 2014). La capacidad de
acumular trehalosa se demostrd en raices de cafia de azlcar bajo sequia. Sales et al.
(2012) informaron un aumento en la hidrdlisis del almidén, lo que condujo a mayores
niveles de azucares solubles que ayudaron a mantener el suministro de carbono incluso
en una condiciébn de fijacibn de CO2 reducida, lo que facilita la recuperacion del

crecimiento después del estrés.

Comprender la naturaleza del problema agricola desde una perspectiva genética y de
produccion de cultivos es fundamental para desarrollar soluciones efectivas y
comercialmente aplicables (Blum, 2005). El estrés se define como cualquier restriccién de
las funciones y el desarrollo normales que las plantas deben enfrentar durante sus ciclos

de vida.

Una visiobn general de las alteraciones morfolégicas y fisiolégicas que han sido
consideradas como caracteristicas Utiles para diferenciar genotipos de cafia de azlcar
susceptible y tolerante por parte de investigadores y mejoradores. Silva et al. (2008)
concluyeron que una mayor productividad bajo estrés se asocia con un mayor namero de
tallos, altura del tallo y peso del tallo. Por otro lado, el diametro del tallo es variable entre
variedades, siendo mas dependiente del genotipo que del ambiente (Silva et al., 2008;
Soares et al.,, 2004; Da Silva y Da Costa, 2004). El contenido de clorofila foliar
(SPADiIndex), temperatura de hojas y copa, tasa de fotosintesis, conductancia estomatica
(gs), conductancia del dosel (gc) y tasa de transpiracién (E) también se utilizan como
criterios de seleccion indirectos para genotipos de cafia de azlcar tolerantes al estrés
hidrico (Basnayake et al., 2015; Da Silva et al., 2012; Endres et al., 2010; Silva et al.,
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2007;). La retencion del area foliar verde, también denominada fenotipo "permanezca
verde", también se considera una caracteristica importante para mantener el potencial de
rendimiento (Thomas y Howarth, 2000; Blum, 2005). En general, los genotipos con mayor
conductancia estomatica y del dosel, hojas inferiores y condiciones de estrés hidrico de
leve a moderado se consideran tolerantes con potencial para desplegarse como
variedades comerciales o para la reproduccion. La fluorescencia de la hoja se ha utilizado
como una medida indirecta de la capacidad fotoquimica de la hoja. La energia de la luz,
cuando es absorbida por el fotosistema Il (PSIl), se puede convertir en energia
fotoquimica (en forma de ATP y NAPH) o se disipara como calor o fluorescencia. Por lo
tanto, todas las reacciones fotoquimicas afectan la emisién de fluorescencia. La reduccién
del rendimiento cuantico del fotosistema Il (rendimiento del PSIl o F 'v/ F' m) también se
ha informado como una respuesta de estrés de sequia en la cafia de azlucar (Cha-Um y
Kirdmanee, 2008; Ribeiro et al., 2013). Las caracteristicas de la raiz también son Utiles
para predecir la capacidad de las plantas para adaptarse al estrés por sequia (Wang et
al., 2009; Songsri et al., 2008). En la cafia de azlcar, el desarrollo de raices profundas y
grandes en los sistemas puede usarse como criterio de seleccion para la tolerancia al
estrés hidrico (Smith et al., 2005). Una mayor densidad de longitud de la raiz da como
resultado una mejor captacién de agua, un rasgo deseable para extraer la humedad
profunda del suelo cuando el agua es limitante (Tardieu, 2012; Blum, 2005; Tardieu et al.,
1992). Endres et al. (2010) encontraron un genotipo tolerante al estrés hidrico con una
mayor densidad de longitud de raiz y un mejor rendimiento en el campo bajo estrés
hidrico (figura 1.10). Esta bien establecido que la percepcion y transduccion de la sefal de
estrés y la expresion génica resultante sustentan todas las respuestas morfoldgicas,
fisiologicas y bioquimicas de las plantas frente al estrés abidtico. Por lo tanto, una mejor
comprension de estas cascadas de respuestas moleculares, celulares, tisulares,
organicas y de plantas enteras y su interaccion ayudaran a desarrollar estrategias
moleculares para mejorar el rendimiento de las plantas y los cultivos en condiciones de

déficit hidrico.
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Figura 1.10. Esquema de los mecanismos de respuesta
a la sequia de la cafia de azucar.

1.8.5. Andlisis relativo de expresion genética de la cafla de azlcar bajo estrés

hidrico

El mayor uso de abordajes transcriptémicos se ha asociado estrechamente con la PCR
cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR) como herramienta para la validacién de datos
(Gutierrez et al., 2008; Czechowski et al., 2005). Esta técnica ha sido ampliamente
utilizada en diferentes experimentos de transcriptoma y microtranscriptoma de cafia de
azucar (Vargas et al., 2014; Gentile et al., 2013; Ferreira et al., 2012), estudios de plantas
transgénicas (Ramiro et al., 2016; Augustine et al., 2015b), y los andlisis del perfil de
expresion bajo estrés (Thiebaut et al., 2014; Yang et al., 2014; Da Silva et al., 2013). La
presencia de controles internos adecuados es critica para la confiabilidad en tiempo real
(Bustin, 2000). A pesar de su uso extensivo, los parametros para la normalizacion de
datos qRT-PCR contindan siendo una fuente de debate (Gutierrez et al., 2008; Bustin,
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2000). Entre los genes de referencia clasicos (ARN ribosémico 25S, GAPDH, b-actina y b-
tubulina), Iskandar et al. (2004) concluyeron que GAPDH (Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa) es el mejor gen de cafla de azucar que codifica proteinas para la
normalizacion. Estos autores evaluaron 2 cultivares de cafia de azucar y 3 otras especies
de Saccharum bajo déficit hidrico y estrés salino. Recientemente, algunos trabajos han
combinado el ensayo qRT-PCR y las herramientas estadisticas para determinar el gen
mas adecuado para usar como referencia en la cafia de azlcar (Guo et al., 2014; Ling et
al., 2014; Silva R. L. D. O. et al., 2014). Silva R. L. D. O. y col. (2014) analizaron cafias de
azucar en exposicion a estrés hidrico. Observaron que los genes que codifican GAPDH,
a-tubulina e histona H1 eran los genes mas confiables para la normalizaciéon de los
analisis de expresion génica en raices de cafia de azlcar bajo estrés por déficit hidrico.
En un analisis mas amplio, Ling et al. (2014) analizaron la estabilidad de 13 genes de
referencia candidatos en una amplia gama de muestras de cafla de azlcar, que
comprende cinco tejidos diferentes de plantas expuestas al estrés abidtico y al tratamiento
hormonal. Los autores encontraron que los genes que codifican GAPDH, eEF-1a vy el
factor de iniciacion eucariético 4a (EIF-4a) fueron los genes mas estables para la
normalizacion de gRT-PCR. Lo mas interesante es que también encontraron que una
combinacién de algunos genes tenia un mejor rendimiento en diferentes conjuntos de
muestras: CUL (Cullin) y eEF-1a fueron mas adecuados para la normalizaciéon de los
experimentos de tratamiento hormonal, CAC y CUL para el estrés abidtico y CAC
(complejo adaptador de clatrina), CUL, APRT (Adenina fosforribosil transferasa) y TIPS-41
(Proteina intrinseca tonoplastica 41) para muestras de tejido. Guo et al. (2014)
encontraron resultados similares en plantas de cafia de azlcar expuestas a déficit hidrico
y estrés salino, considerandose GAPDH y eEF-1a como buenos genes de referencia para
la normalizacién. Ademas, encontraron que a pesar de la baja expresion del gen diana
dado, cuando se normaliza con dos 0 mas genes de referencia, los datos de expresién se
vuelven menos variables a través de las muestras. Por lo tanto, los genes mas confiables
para la normalizacion de la cafia de azlcar bajo estrés son CAC + APRT, GAPDH + eEF1
y CAC + CUL. Finalmente, la asociacion de gRT-PCR y andlisis estadistico es la mejor
herramienta para la seleccion de genes de referencia. Ademas, la validacion del gen de
referencia para cada conjunto de experimento y su uso en combinacion son factores clave
para garantizar un mejor rendimiento del andlisis de expresion relativa en condiciones de

déficit hidrico.
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1.8.6. Variacion y mejoramiento de la cafia de azlcar

La cafia de azlcar es posiblemente la planta que ha sido sometida a un mejoramiento
mas intenso, solo comparable al del maiz. Los clones de S. officinarum seleccionados por
el hombre neolitico por sus suavidad y riqueza en azUcar, fueron la base de la primera
explotacién industrial. Esos clones, sin embargo, son altamente susceptibles a las
enfermedades virosas, los llamados mosaicos, que se extendieron por todas las areas
azucareras y amenazaron seriamente la produccion comercial hace algunas décadas. Los
hibridos obtenidos con S. spontaneum en que se habia incorporado la resistencia de esa
dltima especie, reemplazaron a las cafias nobles, cuyo cultivo es actualmente muy

reducido.

Una fuente de variacién en cafa son las mutaciones vegetativas. Estas se manifiestan en
cambios de caracteres, como el color de los entrenudos. De una cafia rojo purpura
uniforme, por ejemplo, puede salir una yema que da cafas listadas. Se ha observado
también, aunque rara vez, la mutacién en sentido contrario. La hibridacion es la forma
mas importante de producir nuevos cultivares. Muchos de los clones conocidos, como
“criollos”, son altamente estériles, debido a que no forman polen fértil. Desde hace siglos,
sin embargo, se observé que en ciertas localidades las cafias formaban semillas perfectas
que germinaban normalmente. El descubrimiento en Java a fines del siglo anterior de la
cafa “Glagah” de gran resistencia a virus, que se sospechaba de origen hibrido, asi como
el desarrollo de técnicas de polinizacion, fueron los pasos primeros para los grandes

programas de mejoramiento.

En la cafia, cono en ningun otro cultivo, el estudio citolégico ha sido esencial para dar
base a las fases avanzadas del mejoramiento. Cafia pertenece a la tribu de las
Andropogéneas, cuyo numero basico de cromosomas es 10 (5+5). En la cafia noble S.
officinarum, el nimero de cromosomas es 2n=80, 0 sea que es un octoploide, como la
mayoria de los tipos de S. robustum. Pero al hibridizar la cafia noble con otras especies,
como S. spontaneum, puede ocurrir que la primera contribuya, como es normal, con la
mitad (40 cromosomas) 0 a veces con la totalidad de ellos (80). También se sabe en
algunos casos en que la especie S. officinarum actlia como pariente femenino, se elimina
cierto numero de cromosomas, y que el nimero que aporta no es 40 ni 80. Estos distintos

comportamientos llevan a la formacion de variedades muy diferentes, aun cuando se
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utilicen los mismos tipos parentales. En esos cruces S. spontaneum ha jugado un papel

predominante.

1.8.7. Ingenieria genética de cafia de azUcar para la tolerancia al estrés de hidrico

El aumento de la tolerancia al estrés hidrico en la cafia de azUcar hasta ahora se logré a
través de la sobreexpresion de los genes diana. Este enfoque también permite identificar
y validar la funcion de genes, incluso aquellos que son funcionalmente redundantes
(Abdeeva et al.,, 2012; Kondou et al., 2010; Nakazawa et al., 2001; Ito y Meyerowitz,
2000). A pesar de la gran importancia econémica, solo hay unos pocos informes de
investigacion transgénica que hicieron algunos avances notables en la mejora de la
tolerancia al estrés hidrico en la cafia de azucar. En todos ellos, el gen elegido esta
asociado con respuestas de estrés hidrico o se sabe que confieren tolerancia al estrés
hidrico en otras especies (Ramiro et al., 2016; Augustine et al., 2015c; Reis et al., 2014;
Zhang SZ et al., 2006). En este contexto, es importante sefialar que una linea de cafia de
azUcar transgénica que transporta colina deshidrogenasa, que se atribuye tolerancia al
estrés hidrico, probablemente se convertira en la primera cafia de azlcar transgénica
cultivada comercialmente en el mundo (B. Sugiharto, comunicacion personal). Esta
enzima esta involucrada en la sintesis de glicina betaina, que ayuda a mantener el
potencial hidrico de las células mediante el ajuste osmético. Los genes reguladores
inducidos por estrés hidrico son candidatos potenciales para desarrollar plantas tolerantes
al déficit hidrico (Reis et al., 2014). Los genes DREB constituyen la primera familia de
factores de transcripcién que se asociaron con la regulaciéon génica bajo estrés abidtico
(Moran et al.,, 1994). La sobreexpresion de AtDREB2A CA (Constitutivamente activa)
mejord la tolerancia a la sequia en la cafia de azlcar, como lo demuestra el mayor
contenido relativo de agua (RWC), tasa fotosintética, contenido de sacarosa y brotacién
de yemas, sin ningun efecto negativo sobre la acumulacién de biomasa (Reis et al., 2014).
Ademas, la sobreexpresion del gen DREB2 de Erianthus arundinaceus aumentd la
tolerancia a la sequia y la salinidad en la cafia de azucar (Augustine et al., 2015c). El gen
PEH PDHA45 codifica una helicasa 45 de ADN, una proteina motora de la clase helicasa.
Este grupo de proteinas juega un papel importante en el desenrollamiento duplex de

acidos nucleicos. En otro estudio relacionado, Augustine et al. (2015b) demostraron una
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mayor tolerancia a la sequia y la salinidad con la sobreexpresion de PDH45 en las plantas
de cafia de azucar. Sin embargo, cuando el gen AtDREB2A se coexpreso con el gen Pea
PDHA45, las plantas transgénicas mostraron una mayor tolerancia a la salinidad, pero se
volvieron menos tolerantes al déficit hidrico en comparacion con aquellas que expresan
solo el gen DREB2. Las HSP70 son chaperonas moleculares implicadas en la
estabilizacién de proteinas y membranas y restablecen la conformacion proteica normal
bajo condiciones de estrés. Las plantas transgénicas de cafla de azucar que
sobreexpresan E. arundinaceus HSP70 mostraron tolerancia al estrés hidrico y estrés
hidrico mejorada, exhibiendo termoestabilidad de alta membrana, RWC, pardmetros de
intercambio de gases, contenido de clorofila y eficiencia fotosintética bajo déficit hidrico y

mejor capacidad de germinacion de brotes bajo estrés salino (Augustine et al. 2015a).

La manipulacién de los genes que regulan la presion osmotica en el déficit hidrico es un
enfoque potencialmente Gtil para los mecanismos de tolerancia a la sequia (Raza et al.,
2016; Nelson, 1994). El gen de Arabidopsis H+ -PPasa (AVP1) codifica una proteina de
membrana vacuolar capaz de aumentar el contenido de soluto vacuolar mediante la
absorcion de H + del citoplasma a las vacuolas. La sobreexpresion de AVP1 en la cafia de
azUcar transgénica mejoré la tolerancia a la sequia y la sal (Raza et al., 2016; Kumar et
al., 2014) con mayor RWC y agua de hojas, potencial osmatico y de turgencia y tamafio,
profundidad y biomasa de raices. Con respecto al metabolismo del azicar, las plantas de
cafia de azUcar transgénicas que sobreexpresaron un gen de la trehalosa sintasa (TS) de
Grifola frondosa mejoraron la tolerancia al estrés hidrico a través de la acumulacion de
trehalosa (Zhang S. Z. et al., 2006). Las lineas de TS que sobreexpresantes mostraron un
mayor contenido de clorofila y actividad de enzimas antioxidantes, menor permeabilidad
de la membrana plasmatica y menor contenido de malondialdehido. La subfamilia BAX se
destaca entre las proteinas que regulan la induccion de la sefializacion de ROS
(Watanabe y Lam, 2008). La sobreexpresion de un inhibidor de BAX de A. thaliana (BI-1)
mejord la tolerancia al déficit hidrico en las plantas de cafia de azlcar mediante la
supresion de la muerte celular inducida por el estrés del reticulo endoplasmico (Ramiro et
al., 2016). El uso de promotores constitutivos es el enfoque mas comun en la
transformacién de la cafia de azlcar. El promotor del gen 35S del virus del mosaico de la
coliflor (CaMV) es ampliamente utilizado para la transformacion de plantas (Porto et al.,

2014), produciendo altos niveles de expresion transgénica (Dutt et al., 2014). Sus efectos
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pueden aumentarse al incluir secuencias adicionales, como elementos duplicados del
promotor 35S (Dhadi et al.,, 2009). Aunque altos niveles de expresion transgénica
impulsada por el promotor 35S son particularmente comunes en plantas dicotiledoneas
(Battraw y Hall, 1990; Benfey et al., 1990) que no es el caso en plantas monocotiledéneas
(Park et al., 2010; Lakshmanan et al., 2005; Gupta et al., 2001; Weeks et al., 1993;
Christensen et al., 1992). Estudios recientes apuntan a los promotores de ubiquitina como
una opcién emergente para la expresion constitutiva de transgenes en la cafia de azucar
(Lakshmanan et al., 2005), principalmente debido a que sus niveles de expresion
transgénica son significativamente mayores en comparacion con otros promotores, como
el promotor CaMV 35S, la actina de arroz Actl promotor (McElroy et al., 1991) y el
promotor sintético Emu (Last et al.,, 1991). Aunque los promotores condicionales no
utilizados comunmente pueden ser mas ventajosos (Dutt et al., 2014; Kizis y Lumbreras,
2001), ya que estos promotores teéricamente permiten el control de la expresion génica
en etapas y tejidos especificos del desarrollo en respuesta a estimulos ambientales. Esto
podria reducir las pérdidas de rendimiento en cultivos tolerantes al estrés, ya que elimina
los efectos negativos del desarrollo causados por la expresion constitutiva del transgén en
condiciones no estresadas (Peleg y Blumwald, 2011). Reis et al. (2014) utilizaron el
promotor del gen ab17 ABA sensible al estrés inducible para dirigir la expresion del gen
AtDREB2A CA en plantas de cafia de azucar, evitando los problemas de crecimiento de
las plantas asociados con la expresion constitutiva del transgén (Kasuga et al., 1999). Sin
embargo, la disponibilidad de promotores condicionales Utiles para la cafia de azlcar es
limitada (Chakravarthi et al., 2016). Dos estrategias principales son ampliamente
utilizadas para producir plantas transgénicas en cafia de azucar: transformacion directa a
través de microproyectiles (biolistica) (Bower y Birch, 1992) y transformacion indirecta
mediada por Agrobacterium tumefaciens (Arencibia et al., 1998). La biologia es un método
comun utilizado para la transformacién de la cafia de azucar (Altpeter y Sandlhu, 2010)
debido a su simplicidad y aplicabilidad a una amplia gama de tejidos y genotipos
(Lakshmanan et al., 2005). Sin embargo, presenta algunas desventajas como la baja
reproducibilidad, la integracion de un gran nimero de copias transgénicas (Zhangsun et
al., 2007). Por otro lado, la transformacién mediada por Agrobacterium tiene el potencial
de producir inserciones transgénicas completas y de una sola copia, expresion estable,
heredabilidad y menor costo (Singh et al., 2013; Zhangsun et al., 2007; Lakshmanan et

al.,, 2005; Somers y Makarevitch, 2004 ). Sin embargo, sus desventajas incluyen la
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dependencia del genotipo (Shrawat y Loérz, 2006; Lakshmanan et al.,, 2005) y baja
eficiencia (Shrawat y Lo6rz, 2006). Dado que ambos métodos tienen ventajas y
desventajas, la mejor opcion para la transformacion de la cafia depende del protocolo
establecido en el laboratorio, la experiencia del grupo y el genotipo de la cafia de azucar.
Aungue los avances en la transgénesis en la cafia de azucar son impresionantes, todavia
hay muchos desafios que superar para producir cafia de azlcar transgénica tolerante al
estrés hidrico, comercialmente (til, adecuada para condiciones de produccién de cultivos
geograficamente diversos. La rapida expansion de las herramientas y la base de
conocimientos de biologia molecular, especialmente los resultados de la secuenciacion
del genoma de la cafia de azlcar, y los avances en fenotipos de alto rendimiento en el
campo aceleraran el desarrollo de soluciones biotecnolégicas Utiles para mejorar la

productividad de cultivos de cafia de azucar.

1.8.8. Edici6on de genoma en cafia de azucar

La biotecnologia ha entrado en una nueva era donde la mutagénesis aleatoria sera
reemplazada por enfoques especificos y precisos de edicion del genoma (Griggs et al.,
2013). La edicion del genoma es la técnica mas reciente y se basa en la actividad de
nucleasas disefiadas especificamente para la secuencia y aprovecha el sistema de
reparacion del ADN que existe dentro de cada célula (Kumar y Jain, 2015). Estas
nucleasas disefiadas se dirigen a secuencias de ADN especificas y provocan roturas
bicatenarias (DSB) que se reparan mediante union final no homaéloga (NHEJ) o reparacion
dirigida por homologia (HDR), lo que produce diversos resultados, tales como
mutagénesis dirigida, reemplazo de genes, inserciones o deleciones de nucleétidos. Las
nucleasas del dedo de zinc (ZNF), las nucleasas efectoras similares a las del activador de
la transcripcién (TALLEN) y las repeticiones palindromicas cortas interparesadas de forma
regular, las nucleasas Cas9 asociadas (CRISPR / Cas9) son las herramientas mas
utilizadas para este fin (Kumar y Jain, 2015). Entre ellos, TALLEN se ha demostrado en la
cafla de azucar (Jung y Altpeter, 2016) y CRISPR/Cas9 también se ha desarrollado
recientemente para la edicién dirigida del genoma en la cafia de azucar (Altpeter,
comunicacion personal). La aplicacién de CRISPR / Cas9 en plantas es muy reciente (Li
J. F. et al., 2013; Nekrasov et al., 2013; Shan et al., 2013). Esta técnica se ha utilizado
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con éxito para la edicion del genoma de varias especies de plantas, como el arroz (Chen
et al., 2017; Li et al., 2017; Ren et al., 2017), maiz (Shi et al., 2017; Zong et al., 2017,
Svitashev et al., 2016) e incluso en el trigo hexaploide (Gil-Humanes et al., 2017). La
edicion del genoma multiplex también se ha demostrado con éxito a partir de dos genes
pertenecientes a la misma familia en Arabidopsis (Li et al., 2013) a la orientacion
simultanea 14 loci del genoma distintos sin eventos detectables fuera del objetivo
(Peterson et al.,, 2016). Hasta ahora, solo un estudio informé el uso de la técnica
CRISPR/Cas9 para atacar un gen relacionado con el estrés por sequia, el gen de maiz
AGOSS8, un regulador negativo de la respuesta al etileno (Shi et al., 2017). En una
estrategia elegante, el promotor AGOS8 nativo fue reemplazado por el promotor GOS2,
también del maiz, que confiere una expresion constitutiva en varios tejidos. Las plantas
mutantes tenian niveles mas altos de transcriptos de AGOS8 e incrementaban el
rendimiento de grano bajo el déficit de agua y no penalizaban el rendimiento en
condiciones de buen riego. El uso de CRISPR/Cas9 en plantas de cultivo es
particularmente interesante debido a los problemas regulatorios que implican la liberacién
de productos comerciales de organismos genéticamente modificados (OGM).
Recientemente, el USDA-PHIS confirmd que un hongo con una version editada de un gen
que codifica una enzima polifenol oxidasa (para evitar el oscurecimiento) no se regulara
como un OMG (Waltz, 2016). Esto dard como resultado una tremenda reduccion de los
costos regulatorios para el desarrollo de cultivares. Las autoridades reguladoras en otros
paises, incluido Brasil, ain estan discutiendo los marcos regulatorios para las plantas
editadas por el genoma. Mientras tanto, se han desarrollado métodos de entrega que
introducen mutaciones dirigidas sin ninguna huella transgénica de la herramienta de
edicion del genoma (Liang et al., 2017). En resumen, los datos hasta ahora sobre
CRISPR/Cas9 en plantas sugieren que la edicién del genoma en una poliploidia compleja
como la cafia de azlcar puede ser factible. Esta tecnologia transformadora permitira un
cambio de paradigma en la mejora de los cultivos y simplificard la aprobacion

reglamentaria de la cafia de azicar modificada genéticamente.
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JUSTIFICACION

1. La familia de factores de transcripcion NAC participan en varios procesos de
desarrollo de la planta, asi como en la respuesta a multiples factores bioticos y
abioticos, por lo que son proteinas clave de estudio.

2. El gen NAC25 de S. officinarum elevdé su expresiéon en el transcriptoma de
cafia bajo condiciones de estrés osmotico, motivo por el cual, lo hace un

blanco en la ingenieria genética.
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3. Al dia de hoy no existen estudios del gen NAC 25 de S. officinarum VAR
MEX69290 y debido a que forma parte de la familia de proteinas NAC, las
cuales son importantes en el desarrollo de las plantas y que la expresion del
gen NAC 25 de S. officinarum se elevo ascendentemente bajo condiones de
estrés osmotico, es de suma importancia el estudio del gen NAC 25 de S.
officinarum ya que podria darnos una estrategia para delucidar los

mecanismos de tolerancia a estrés abiotico en S. officinarum VAR. MEX69290

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar molecularmente y analizar la expresion del factor de transcripcion (FT)
NAC25 de Saccharum officinarum Var MEX69290 en condiciones de salinidad y acido

abscisico.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Reconstruir el &rbol filogenético de los FT NAC con los genes NAC de S. officinarum L.
Var MEX69290.
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Determinar los perfiles de expresion de un FT NAC de S. officinarum L. bajo

condiciones de salinidad, sequia y acido abscisico.

Evaluar la transformacion de Nicotiana tabacum con el gen NAC25 de Saccharum
officinarum Var MEX69290 a través de PCR y medios se seleccion.

HIPOTESIS

Existen evidencias de la expresion de los factores de transcripcion de la familia NAC en
respuesta al estrés abibtico, por lo tanto, el gen NAC 25 eleva su expresion génica en

cafia de azlcar en condiciones de salinidad y acido abscisico.
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1.5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Caracterizar molecularmente y analizar la expresion de un factor
de transcripcion (FT) NAC de S. officinarum L. Var MEX69290 en
condiciones de salinidad y sequia.

Clasificacion filogenética

Alineacién de genes
ortélogos vecinos

Modelamiento tridimensional de
la proteina NAC

Preparacion del material vegetal

Extraccion de RNAm, sintesis de cDNA
en tratamientos de salinidad y acido
abscisico

Analisis de expresion por RT-PCR del
gen NAC

Clonacion del gen NAC a los vectores de
expresion

Expresién transitoria del gen
NAC25
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CAPITULO I

RECONSTRUCCION DE EL ARBOL FILOGENETICO DE LOS FT NAC CON
LOS GENES NAC DE S. officinarum L. Var MEX69290

2.1. INTRODUCCION

Las proteinas NAC constituyen uno de los grupos méas grandes de TF de plantas. Se
expresan de forma ubicua en todos los organismos vegetales y se sabe que participan en
diversos procesos de desarrollo y respuestas al estrés. El acronimo NAC se deriva de tres
genes que inicialmente se descubrié que contienen un dominio particular (el dominio
NAC): NAM (sin meristemo apical), ATAF1/2 (factor de activacion de la transcripcion de
Arabidopsis 1/2) y CUC2 (cotileddén en forma de copa, (Aida et al., 1997; Souer et al.,
1996). Tipicamente, la familia NAC contiene un dominio de unién a DNA NAC altamente
conservado localizado en la region N-terminal y consta de aproximadamente 150-160
aminoacidos divididos en cinco subdominios (AE) que codifican una hélice B trenzada
rodeada por unos pocos elementos helicoidales (Olsen et al., 2005). El dominio C-terminal
contiene la regién de activacion transcripcional (TAR), que no esta conservada entre las
plantas y puede actuar como un activador transcripcional o represor (Tran et al., 2004,
Ooka et al., 2003). En muchos casos, los TF de NAC se almacenan de forma inactiva en
el citoplasma y se translocan al nucleo después de la estimulacién. EI TAR de NAC
contiene motivos transmembrana (TMM) que ayudan a anclar la proteina a la membrana
plasmatica y proporcionan un método eficiente para la regulacién génica, que es una
estrategia adaptativa que permite respuestas rapidas a los cambios ambientales (Kim et
al., 2006; Hoppe et al.,, 2001; Brown et al., 2000). NAC TFs se han caracterizado y
descrito en varias especies de plantas, como Arabidopsis (Ooka et al., 2003), Populus,
citricos, arroz (Ooka et al., 2003) y la cebada que van desde 16-289 NAC secuencias,
Pereira et al., en 2017 realiz6 una clasificacion sistematica y el analisis genémico de esta
familia de genes. El objetivo de este trabajo es clasificar los genes NAC de S. officinarum
y en particular el gen NAC 25 que se obtuvieron del transcriptoma de cafia de azucar VAR
MEX69290 en PEG 8000 al 40% a través de la reconstruccion del arbol filogenético

realizado por Pereira y colaboradores en el 2017.

2.2. MATERIALES Y METODOS
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2.2.1. Visualizacion de la expresion de los genes NAC de S. officinarum

mediante un heatmap

Con el fin de identificar los genes NAC de S. officinarum que elevaron su expresion
ascendentemente y prolongadamente en condiciones de estré hidrico, se realizé el mapa

de calor utilizando el programa Complex Heatmaps (Gu et al., 2016).

2.2.2. Recuperacién de las secuencias proteicas de los genes NAC de las
especies seleccionadas, alineamiento y rasurado de las secuencias

proteicas de los genes NAC

Con el fin de obtener e identificar las proteinas NAC, se utilizd el modelo ocullto de
markov NAC (NAM) de pfam (Finn et al., 2016) y se descargaron las proteinas NAC de la
base de datos Phytozome (University of California, 2018) de las especies siguientes:
Arabidopsis thaliana, Physcomitrella patens, Amborella trichopoda, Zea mays PH207,
Oryza sativa, Sorghum bicolor. Las secuecias proteicas de Saccarum officinarum L. se
obtuvieron de la base de datos de GRASSIUS y del articulo de Pereira et al., 2017, por
altimo, se obtuvieron de la base de datos de Sol genomics network (Fernandez-Pozo et al,
2014) las secuencias proteicas de Nicotiana tabacum-N90.

Los alineamientos multiples, visualizacion y rasurado de las secuencias se realizaron con
el programa clustal w (Higgings et al., 1994) utilizando el programa UGENE
(Okonechnikov et al., 2012).

2.2.3. Obtencion del mejor modelo y construccion del arbol filogenético

Para encontrar el mejor modelo que se ajuste a cada alineamiento de las proteinas, se
utilizé la herramienta PROTTEST 3.4.2 (Darriba et al., 2011), posteriormente las
relaciones filogenéticas fueron inferidas con el programa RaxML v. 8.0.26 (Stamatakis,
2014).
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2.2.4. Anédlisis de estructura y localizacion subcelular del gen NAC25 de S.
officinarum VAR. MEX69290

El andlisis de la estructura proteica del gen NAC25 de S.officinarum se realiz6 en el
programa Protein Homology/analogy recognition engine V 2.0 (Kelley et al., 2015). Por
otra parte se realiz6 el andlisis de sublocalizacion celular, para el cual, se trasnformaron
células de cebolla mediante el método de Nebenflihr A. (2014) y utilizando como vector
de expresion el pK7FWG2.0.

2.3. RESULTADOS

2.3.1. Visualizacion de la expresion de los genes NAC de S. officinarum

mediante un mapa de calor

Los datos de las secuencias del ensamble del transcriptoma de S. officinarum se
obtuvieron para evaluar los perfiles de expresion entre diferentes proteinas NACs de S.
officinarum en condiciones de sequia. La abundancia de transcritos de 30 genes NAC se
evalué de acuerdo con los valores de PPM. Se mostré un mapa de calor en base a los
valores de PPM. Los genes NAC025 (NAC25), NAC021 (NAC21) mostraron niveles de
expresion ascendentes y continuos en todos los tiempos de exposicion al estrés. El gen
NACO025 se expres6 mayormente en hoja que en raiz, mientras que el gen NAC21 se
expres6 mayormente en raiz. El gen NAC25 se eligi6 como estudio en este trabajo

debido a su tiempo de expresion y zona de expresion, la cual fue en hoja (Figura 2.1).
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Figura 2.1. Heatmap de los genes NAC de cafa de
azucar en condiciones en sequia con PEG 8000 al
40%.

2.3.2. Recuperacion de las secuencias proteicas de los genes NAC de las
especies seleccionadas, alineamiento y rasurado de las secuencias

proteicas de los genes NAC

Se descargaron las secuencias proteicas NAC de la base de datos Phytozome y
solgenomics, el alineamiento de las secuencias y rasurado se realizé con el programa
HMMER version 3.2.1.
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Tabla 2. Especies que se seleccionaron para obtener las secuencias proteicas NAC.

Especie Fuente Version | Subclase: Referencia

Arabidopsis thaliana Phytozome* TAIR10 | Dicotiledénea Lamesch et al., 2012

Physcomitrella patens | Phytozome* v3.3 Bryopsia Lang et al., 2018

Amborella trichopoda Phytozome* v1.0 Science, 2013

Zea mays PH207 Phytozome* v1l.1l Monocotiledénea Hirsch et al., 2016

Oryza sativa Phytozome* v7_JGlI Monocotileddnea Ouyang et al., 2007

Saccarum officinarum | Transcriptome | - Monocotiledénea Pereira et al., 2017
Pereira, 2017*

Saccarum officinarum | GRASSIUS* - Monocotiledonea -

Sorghum bicolor Phytozome* v3.1.1 Monocotiledénea McCormick et al., 2017

Nicotiana tabacum- | Solgenomics* | AYMY- Dicotiledénea Sierro et al., 2014

N9O SS

*Base de datos donde se descargaron las secuencias
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Species Family
Manihot esculenta Euphorbiaceae
Ricinus communis Euphorbiaceae
Linum usitatissimum Linaceae
Phaseolus vulgaris Fabaceae
Glycine max Fabaceae
Cucumis sativus Cucurbitaceae
Prunus persica ~ Rosaceae =
Fragaria vesca Rosaceae
Arabidopsis thaliana Brassicaceae
o Capsella rubella Brassicaceae
Brassica rapa Brassicaceae_
Thellungiella halophila Brassicaceae
Carica papaya Caricaceae
[™ Gossypium raimondii Malvaceae
= Theobroma cacao Malvaceae
= Citrus sinensis Rutaceae
== Citrus clementine Rutaceae
Eucalyptus grandis Myrtaceae
Eudicots Vitis vinifera Vitaceae
m= Solanum lycopersicum Solanaceae

= Mimulus guttatus

Scrophulariaceae

Aquilegia coerulea

Ranunculaceae

Monocots

Land Plants

Sorghum bicolor Poaceae
Zea mays Poaceae
Setaria italic Poaceae
Panicum virgatum Poaceae
Oryza sativa Poaceae _
Brachypodium distachyon Poaceae

Physcomitrella patens

Selaginella moellendorffii

Selaginellaceae

Chlamydomonas reinhardtii

Funariaceae P
Chlamydomonadaceae

Volvox carteri

Vocaceae

=

Coccomyxa subellipsoidea

Coccomyxaceae

| Micromonas pusilla

Mamiellaceae

Figura 2.2. Arbol filogenético de especies y familia del reino plantae,
en el cual se sefala la especie y la familia seleccionada para el

analisis filogenético de las proteinas NAC.

2.3.3. Arbol filogenético

Se genero el arbol filogenético a partir del dominio de las proteinas NAC de P. pattens, O.

sativa, S. bicolor, Z. mays, A. thaliana, N. tabacum, A. trichopoda y S. officinarum.

La raiz se coloc6é en la rama correspondiente a la proteina mas alejada, que es una
proteina NAC de P. pattens. Se observé algunos residuos conservados en el dominio
NAC, lo que sugiere un papel vital en su estructura debido a su prevalencia a través de
distintos linajes, como en el caso de los residuos GxxFxP en el motivo A, el residuo en el

motivo C y la firma WXMHEY en el Dmotif. La importancia de estos residuos debe
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considerarse en estudios futuros para desentrafiar el origen y la evolucién del dominio
NAC en el linaje de plantas.

Se utilizé la representacion esquematica de la clasificacion de la familia NAC de Pereita et
al., 2017 (Pereira et al., 2017) en el cual las secuencias de Arabidopsis se usaron como
referencias para el analisis filogenémico de la familia NAC debido al apoyo experimental

de esta especie modelo. Las secuencias se agruparon en 6 grupos.

oS T sal0lp
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Figura 2.3. Andlisis filogenético de las proteinas NAC, el clado
resaltado en azul corresponde al clado donde se encuentra la
proteina NAC 25 S. officinarum VAR. MEX69290.
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Figura 2.4. Clado resaltado en azul, el cual corresponde al clado donde se
encuentra la proteina NAC 25 Saccharum officinarum VAR. MEX69290.

Mediante la clasificacion filognética pudimos observar que el gen NAC25 es un ort6logo
del gen Ath_AT1G6949.01, también conocido como AtNAP, codifica a un miembro de la
familia de genes de factor de transcripcion NAC, se expresa en primordios florales y es
regulado por AP3y PI, su expresion estd asociada con la senescencia foliar y el ARNm es

movil de célula a célula.
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2.3.4. Analisis de estructura y localizacién subcelular del gen NAC25 de S.
officinarum VAR. MEX69290

La estructura proteica de NAC 25 obtenida del phyre 2 muestra estructuras caracteristicas
del dominio NAC. La estructura general del monémero de dominio NAC consiste en una
lamina 3 plegada antiparalela muy retorcida, que se agrupa contra una a-hélice al extremo
N-terminal en un lado y una a- hélice més corta en el otro lado (figura 2.5). La parte
restante de la estructura comprende bucles entre los elementos principales de la
estructura secundaria con solo tramos esporadicos y muy cortos de estructura secundaria,

gran parte de la cola N-terminal est4d mal definida (Ernst et al, 2003).

Por otro lado, la estructura proteica demuestra una alta similitud a la estructura de las
proteinas AtNAP (arabidopsis) y OsNAP (arroz), las cuales en el arbol filogenético
previamente hecho se muestran como ortologas cercanas al gen NAC 25 de S.officinarum
VAR. MEX69290.

Lamina beta plegada b Lamina beta plegada Lamina beta plegada

A - 2a
Alfa hélice Alfa hélice

ScNAC25 AtNAP (ANAC029) OsNAP (ONACO058)
Saccharum officinarum L Arabidopsis thaliana Oryza sativa

Alfa hélice

Figura 2.5. Estructura proteica de a) ScNAC25; b) ANAC029 y c¢)
ANACO058, en las cuales se mestran claramente las estructuras
caracteristicas del dominio NAC, lamina B plegada antiparalela muy
retorcida que se agrupa contra una a-hélice al extremo N-terminal en un
lado y una a- hélice mas corta en el otro lado.

Las proteinas NAC tienen subdominos de union al ADN, los cuales les permiten realizar

su funcién de factor de transcripcion en el nacleo.
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En teoria, el producto de codificacion del gen NAC25 actia como un factor de
transcripcién, si los factores de transcripcion logran la union precisa a los genes diana,
este factor de transcripcién especifico debe ubicarse en el nicleo. Para aclarar si la
proteina NAC25 de cafia de azUcar esta localizada en el nucleo se realizé el ensayo de
localizacion subcelular (Figura 2). La expresion transitoria en las células epidérmicas de
cebolla, mostrd que la proteina de fusibn NAC25 estaba localizada predominantemente en
el nucleo, mientras que la GFP sola estaba localizada en el citoplasma de las células
(Figura 2 (b).

a)
355  NAC25 Egfp 355 Nptll
RB attR1 attR2 LB
pK7FWG2.0
b)

s~ AN

Campo claro DAPI ScNAC25-GFP

Figura 2.6. Localizacion subcelular de NAC25. a) La estructura
del vector 35S: NAC25-GFP; b) Localizacion subcelular de la
proteina de fusion NAC25-GFP. Las flechas indican la ubicacion
del nacleo.

2.4. DISCUSION

NAC FT desempefia varios papeles esenciales en el desarrollo de la planta como (Kato et

al., 2010), senescencia (Balazadeh et al., 2010), auxina sefializacion (He et al., 2005),

54



tiempo de floracion, la tolerancia a multiples estreses biéticos (Wang et al., 2009; Jensen
et al., 2008) y abiodticos (Balazadeh et al., 2010; Kim et al., 2010; Lu et al., 2007; He et al.,
2005; Yamaguchi-Shinozaki et al., 1994), entre otros.

Los genes NACO025 (NAC25), NAC021 (NAC21) mostraron niveles de expresion elevados
y continuos en todos los tiempos de exposicion al estrés. EI gen NAC025 se expresé
mayormente en hoja que en raiz, mientas que el gen NAC21 se expreso mayormente en
raiz. EIl gen el NAC25, se eligi6 como estudio en este trabajo, debido a su tiempo de
expresion y zona de expresion, la cual, es hoja. Sorprendentemente, NAC 25 en la
clasificacion filogenética realizada su ort6logo funcionalmente estudiado es AtNAP y
OsNAP los cuales estan involucrados en la regulacién postiva a senescencia y a la
toleracia al estrés abiotico (Podzimska-Sroka et al., 2015). Los niveles de expresion
génica estan altamente asociados con la funcién de genes, lo que indica que NAC25
desempefian un papel importante en el proceso de senescencia y en la tolerancia al

estrés abiotico.

Tipicamente, la familia NAC contiene un dominio de unién NAC altamente conservado
localizado en la region N-terminal y consta de aproximadamente 150-160 aminoacidos
divididos en cinco subdominios (AE) que codifican una hélice B trenzada rodeada por
unos pocos elementos helicoidales Olsen et al., 2005). EI dominio C-terminal contiene la
region de activacion transcripcional (TAR), que no esta conservada entre las plantas y
puede actuar como un activador transcripcional o represor (Tran et al., 2004; Ooka et al.,
2003). En la localizacion subcelular se observd que la proteina NAC 25 se expresa en el
ndcleo, esto también se ha observado en otras proteinas NAC tal como GmNACS5 de

Glycine max. (Jin et al., 2013)

2.5. CONCLUSIONES

Se ha documentado que los factores de transcripcion NAC especificos de la planta (para
NAM, ATAF1, 2 y CUC2) juegan un papel importante en el desarrollo de la planta y en las
respuestas al estrés (Podzimska-Sroka et al., 2015). NAC25 pertenece al subgrupo NAM
y esta estrechamente relacionado con CUC1, CUC2 y NAM, que estan involucradosen
eventos de tolerancia al estrés abiotico, asi como, en la regulacibn de senescencia

(Podzimska-Sroka et al., 2015). En este estudio, observamos algunos indicios nuevos
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involucrados en las funciones de NAC25. El andlisis de expresion de tejido indicé que
NAC25 estaba altamente expresado en hojas ante condiciones de sequia en exposicion
de 72h, lo que sugiere la implicacion de NAC25 en la tolerancia al estrés abiotico y

senescencia.
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CAPITULO Il

ANALISIS DE EXPRESION DIFERENCIAL DEL GEN NAC 25 EN S. officinarum EN
RESPUESTA EN SALINIDAD, SEQUIA Y ACIDO ABSCISICO

3.1. INTRODUCCION

A nivel mundial, un dato de FAO en 2004 mostré que aproximadamente el 22% de las
tierras agricolas son salinas y se ha informado que el dafio cada vez mayor causado por
la sequia limita el crecimiento y desarrollo de las plantas como consecuencia de la
pérdida de productividad, especialmente de cultivos (Agarwal et al., 2006; Burke et al.,
2006). Por lo tanto, la salinidad y la sequia son dos de los factores estresantes mas
abidticos que amenazan la productividad de los cultivos en todo el mundo. La cafia de
azucar (hibridos de Saccharum spp.) Es un cultivo comercial en todo el mundo para el
azucar, los biocombustibles y otras industrias alimentarias, como el ron, en regiones
tropicales y subtropicales. Sirve como la cosecha mas grande del mundo y se cultivé en
alrededor de 26,1 millones de hectareas en 2012 en 101 paises, segun estimaciones de la
FAO. Como una hierba C4 altamente productiva y una fuente de biocombustible,
recientemente se ha puesto mas interés por la cafia de azucar (Cheavegatti-Gianotto et
al, 2011). Aunque la cafia de azucar puede superar un corto periodo de déficit hidrico
durante el crecimiento final del desarrollo cuando se acumula la sacarosa, un largo
periodo de sequia puede causar un rendimiento significativo de la cafia y la pérdida de
contenido de azlcar (Begcy et al., 2012). Recientemente, la hibridaciéon sustractiva,
microarrays de ADNc, el perfil de expresion de transcripcion, el proteoma, el transcriptoma
y el microARN-seq, conocidas como técnicas de visualizacion diferencial y estrategias de
expresion génica, se han utilizado para identificar genes y marcadores moleculares
implicados en las respuestas al estrés, el estudio de regulacién de genes relacionados
con el estrés es un paso clave para explicar estos mecanismos moleculares relacionados
con el estrés. La reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (QRT-
PCR), que es una técnica de alto rendimiento con una amplia aplicacion en organismos

vivos, es poderosa para identificar y cuantificar la expresion génica (Guo et al., 2014).

Las proteinas NAC constituyen uno de los grupos mas grandes de FT de plantas. Se

expresan de forma ubicua a través de los organismos vegetales y se sabe que participan
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en diversos procesos de desarrollo y respuestas al estrés. Se ha visto que la expresion de

los genes NAC aumentan en condiciones de sequia y salinidad (Hu et al., 2015).

El objetivo de este capitulo es el perfil de expresion del gen NAC 25 en condiciones de

sequia, salinidad y Acido abscisico (ABA).

3.2. MATERIALES Y METODOS
3.2.1. Material bioldgico

Plantas de cafa de azucar VAR. MEX69290 se obtuvieron del banco de germoplasma del
Colegio de Postgraduados (Colpos) en Campeche, México. Las plantulas se establecieron
in vitro, se micropropagaron en medio liquido continto (Figura 3.1), utilizando el siguiente
protocolo de micropropagacion establecido previamente en el Laboratorio en el CICY
(Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan ). La composicion del medio contiene:
medio Murashige Skoog (MS) (Murashige y Skoog 1962), complementado con 1 mL/L de
solucion de vitaminas (numero de catalogo: MVL01-100ML, CAISSON LABS), 2% de
sacarosa, 2 g/L de carbén activado y 4.4 mM/L de 6-bencilaminopurina (BAP). El pH del
medio se ajust6 a 5,8 en autoclave a 121 °C durante 20 min. Las condiciones del cuarto
de almacenamiento se mantuvieron a temperatura ambiente bajo una iluminacién de
fotoperiodo de 16 h de 40 pymol x m-2s-1. Comenzamos los experimentos después del
tercer mes de adaptacion de la planta; La curva de crecimiento de la etapa de

multiplicacién de la cafia de azlcar se establecio a 28 dias.

Figura 3.1. Sistema
de micropropagacion
en medio liquido.
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3.2.2. Tratamientos de salinidad y sequia

En la literatura se han empleado diferentes concentraciones NaCl, PEG 8000 y ABA para
estudios de estrés abiotico en cafia de azucar (Patade et al., 2017), arroz (Shen et al.,
2016) entre otros. En el presente trabajo, el medio MS se usé como medio de cultivo
basal, Murashige Skoog (MS) (Murashige y Skoog 1962), complementado con 1 ml/L de
solucion de vitaminas (humero de catalogo: MVL01-100ML, CAISSON LABS), 2% de
sacarosa, 2 g/L de carbon activado y 4.4 mM/L de 6-bencilaminopurina (BAP), para el
tratamiento de Acido abscisico se agrego 100 mM de acido abscisico, en el tratamiento
de sequia se utilizo PEG (polietilenglicol) 8000 al 40% y en la tratamiento de salinida se
utilizo NaCl (Cloruro de sodio) a 150 mM. El pH de todos los medios se ajust6 a 5.8 en
autoclave a 121 °C durante 20 min. Las condiciones del cuarto de almacenamiento fueron
de temperatura de 25 °C = 1 °C, en un fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad y una
intensidad de luz de 40 umol x -2s. Por cada tratamiento se transfirieron 60 plantulas y se
usaron 6 frascos para el experimento (diez plantulas por frasco), se tomé muestra de cada
tratamiento a las 0, 24 y 48 h. Se escogieron al hazar tres plantas por tratamiento y por

tiempo; El experimento se realiz6 por triplicado.

3.2.3. Determinacion de parametros fisiol6égicos

La fotosintesis neta (A) se midié con un analizador infrarrojo de gases (IRGA) LI-6400 de

LI-COR. Se midi6 la concentracion de osmolaridad mediante el osmémetro VAPRO 5600.

3.2.4. Determinacion de parametros bioquimicos

Para la determinacion del contenido de prolina se maceraron 250 mg de tejido foliar de las
plantulas de cafia de azucar con N, liquido y 5 mL de acido sulfosalicilico al 3%. El
macerado obtenido se filtré a través de un papel filtro y 1 mL del filtrado se puso a
reaccionar con 1 mL de ninhidrina 'y 1 mL de &cido acético glacial. La muestra se incubé

en bafo Maria durante 1 hora a 95 °C y se enfrid bruscamente en agua fria. La muestra
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se mezclé con 2 mL de tolueno agitandose vigorosamente en vértex y se dejo reposar
para que se separen las fases. Se tomo la fase superior y se midié la absorbancia a
520nm. El contenido de prolina se determin6 mediante una curva de calibracion y se

expres6 en nmol/g.p.f. (Gutiérrez-Rodriguez et al., 1998).

3.2.5. Extraccion de RNA total y sintesis de DNAc

Para la extraccion del ARN total se maceraron 200 mg de tejido de hoja y raiz con N,
liquido, se homogenizaron con 1 mL de Trizol® y se dejaron reposar por 5 mi a
temperatura ambiente. La muestra se centrifugé a 12,000 x g por 10 min a 4 °C. El
sobrenadante se mezclé manualmente con 0.24 mL de cloroformo/alcohol isoamilico
(50:1) y se centrifugd a 12,000 x g por 15 min a 4 °C. Para la precipitacién del ARN se
tomé el sobrenadante y se mezclé con 1 volumen de isopropanol y 1 uL de glicogeno a -
20 °C. La muestra se centrifug6é a 12 000 x g por 10 min a 4 °C y la pastilla se lavd dos
veces con etanol-DEPC al 70%. La pastilla se resuspendié en H,O, DEPC estéril y se
cuantificé su concentracion en una nanodrop. El RNA purificado se visualizo mediante un
gel de agarosa al 1.2 % tefiido con bromuro de etidio (1 pg/mL). Esta metodologia esta

basada en las instrucciones del fabricante de Trizol®.

A partir de la extraccion del ARN total se realizo la sintesis de DNAc; se utilizé oligo dT

para obtener el ADNCc.

3.2.6. Reaccidén en cadena de la polimerasa en tiempo real

Para la sintesis de ADNc, se us6 1 ug de ARN total y 200 unidades de la enzima de
transcriptasa inversa del virus de la leucemia murina Moloney (M-MLV RT) para la sintesis
de la primera cadena de acuerdo con las instrucciones del fabricante (kit de sistema de
Promega). Para la reaccion gRT-PCR se usaron 0.25 pL de cada cebador a 10 yM, junto
con 6 pL de Maxima SYBR Green / ROX gPCR Master Mix (2x) (Thermo Scientific) y 1 yL
de plantilla de ADNc en un volumen final de 12 pL. El programa de amplificacion consistio
en una desnaturalizacién inicial a 95 °C durante 10 min seguido de 35 ciclos a 95 °C
durante 40 s, unatemperatura de fusién, elegida en base a la secuencia de los cebadores,

durante 40s y una extension final en 72 °C.
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3.2.7. Andlisis estadistico

Los datos obtenidos de las mediciones de fotosintesis neta (A), ajuste osmatico y prolina
fueron analizados mediante un ANOVA de una via o un ANOVA sin rangos, seguidos por
una prueba de Dunnet comparando los tratamientos con las condiciones iniciales
(controles) del experimento. Todos los andlisis estadisticos y las graficas se realizaron

mediante el programa Sigmaplot v 11.0 (Systat Software, Inc.).

3.3. RESULTADOS

3.3.1. Pardmetros fisiolégicos y bioquimicos de las plantas de Saccharum

officinarum bajo condiciones de salinidad y sequia
3.3.1.1. Salinidad

En el tratamiento de salinidad se utilizé NaCl a 150 mM. Esta concentracion se ha
utilizado en trabajos previos (ver seccion 3.2.2); a las 24 h se notd el efecto del
tratamiento en las hojas, estas presentaban sintomas de palidez y perdida de vigor, a las

48 h las hojas presentaban senescencia y la raiz se elongé (Figura 3.2).
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Figura 3.2. Tratamiendo de salinidad (150 mM de NacCl). a) tratamiento
control a 0 h; b) estrés a las 24 h; c) estrés a las 48 h.

En las plantas de grupo control la fotosintesis neta (A) fue de -1.8 umolCO, m-?s™, sin
embargo, las plantas sometidas a estrés presentaron un cambio significativo hasta las 48
h descendiendo hasta -2.7 pmol CO,/m?s (Figura 3.3).

Fotosintesis neta (A)
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Figura 3.3. Valores de fotosintesis neta (A)
de las plantulas de cafia de azlcar tratadas
en salinidad (150mM de NaCl), durante 0, 24
y 48 h. En la grafica se presentan las medias
+ SD (n = 9). Los asteriscos (*) representan
los tratamientos con diferencia significativa.
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El contenido de prolina en plantas del grupo control en hojas y raiz se mantuvo entre 0.8y
1.2 micromoles/g.p.f. a lo largo de todo el experimento. En las plantas tratadas con 150
mM de NaCl el contenido de prolina en raiz se mantuvo a las 24 h, en contraste con hoja
en el cual, el contenido de prolina aumento a 2.3 micromoles/g.p.f.; A las 48 h el contenido
de prolina en hojas aumento significativamente hasta 4.5 micromoles/g.p.f., por otra parte,
en raiz el contenido de prolina se mantuvo entre 0.8 y 1.2 micromoles/g.p.f.

a) Prolina b) Prolina
NaCl 150mM NaCl 150mM
12 12
10 o 104
*
LE -
° 6 ° 6«
g g
5 s
E 4 = 44
] ’j_‘ ]
Jomg mfl N L as mm mll
0 2 48 0 u 8
Tiempo (h) Tiempo (h)
[__Keil m Cirl

=3 Nadl = NaCl

Figura 3.4. Valores de prolina de las plantulas de cafa de azlcar tratadas
en salinidad (150mM de NaCl), durante 0, 24 y 48 h. a) hoja y b) raiz. En la
grafica se presentan las medias + SD (n = 9). Los asteriscos (*)
representan los tratamientos con diferencia significativa.

3.3.1.2. Sequia

En tratamiento de sequia se utiliz6 PEG 8000 (polietilénglicol) al 40%. A las 24 h ya se
notaba el efecto del tratamiento, las hojas comenzaban a enrollarse, lo cual es un sintoma
muy marcado de cafia en un estrés abiotico, a las 48 h ya presentaban mas sintomas
caracteristicos a un estrés, la raiz elongaba, las hojas palidas y presentaban senescencia
en algunas partes (Figura 1.21).
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Figura 3.5. Tratamiendo de sequia (PEG 8000 al 40%). a) tratamiento control a
0 h; b) estrés a las 24 h; c) estrés a las 48 h.

En las plantas de grupo control la fotosintesis neta (A) fue de -1.8 umolCO0,m?s™, sin

embargo, las plantas sometidas a estrés presentaron un cambio significativo hasta las 48
h descendiendo hasta -4.4 pmolCO0,m™s™ (Figura 3.6).

Fotosintesis neta (A)
PEG 8000 40%
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Figura 3.6. Valores de fotosintesis neta (A)
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de las plantulas de cafia de azlcar tratadas
con polietilenglicol PEG 8000 al 40%,
durante 0, 24 y 48 h. En la gréafica se
presentan las medias + SD (n = 9). Los
asteriscos (*) representan los tratamientos

con diferencia significativa.

El contenido de prolina en plantas del grupo control en hojas y raiz se mantuvo entre 0.8 y
1.2 micromoles/g.p.f. a lo largo de todo el experimento. En las plantas tratadas con
polietilenglicol 8000 al 40% el contenido de prolina en raiz se mantuvo a las 24 h, en
contraste con hoja en el cual, el contenido de prolina aumento a 5.8 micromoles/g.p.f.; A
las 48 h el contenido de prolina en hojas aumento significativamente hasta 9.8

micromoles/g.p.f., por otra parte, en raiz el contenido de prolina se mantuvo entre 0.8 y
1.8 micromoles/g.p.f.
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Figura 3.7. Valores de prolina de las plantulas de cafia de azlcar tratadas
en PEG 8000 al 40%, durante 0, 24 y 48 h. a) hoja y b) raiz. En la gréfica se

presentan las medias £+ SD (n = 9). Los asteriscos (*) representan los
tratamientos con diferencia significativa.

3.3.1.3 Acido abscisico
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En tratamiento de acido abscisico se utilizo ABA al 100uM. A las 24 h no se observaba el
efecto del tratamiento, las hojas semantenian vigorosas, lo cual posiblemente sea
indicancion de que la concentracibn de acido abscisico (ABA) no fue la ideal, sin
embargo, a las 48 h ya presentaban sintomas caracteristicos a un estrés, la raiz

elongada, las hojas enrolladas y la plantula presentaba algunas hojas palidas (Figura 3.8).

Figura 3.8. Tratamiendo de &cido absicisco (100uM). a) tratamiento control a
Oh; b) estrés a las 24h; c¢) estrés a las 48 h.

En las plantas de grupo control la fotosintesis neta (A) fue de -1.8 umolCO,m?s?, sin
embargo, las plantas sometidas a estrés presentaron un cambio significativo hasta las 48

h descendiendo hasta -2.8 umolC0,m?s™ (Figura 3.9).

66



Fotosintesis neta (&)
ABA 100uM

0
" " “
-
w 2.
=~
E
=y 3m ®
=]}
=
E  .ad
-5 =
-6 T T
0 24 48
Tiempo (h)
. Cil
N AEA

Figura 3.9. Valores de fotosintesis neta (A)
de las plantulas de cafia de azlcar tratadas
con é&cido abscisico, durante 0, 24 y 48 h.
En la grafica se presentan las medias + SD
(n = 9). Los asteriscos (*) representan los
tratamientos con diferencia significativa.

El contenido de prolina en plantas del grupo control en hojas y raiz se mantuvo entre 0.8 y
1.5 micromoles/g.p.f. a lo largo de todo el experimento. En las plantas tratadas con &cido
abscisico (100uM) el contenido de prolina en raiz y hoja se mantuvo a las 24 h, sin
embargo, el contenido de prolina aumento a 2.8 micromoles/g.p.f. en hoja en contraste a
raiz donde el contenido de prolina se mantuvo entre 0.8 y 1.8 micromoles/g.p.f. hasta las
48 h.
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Figura 27. Valores de prolina de las plantulas de cafia de azlcar tratadas
en acido abscisico (100 uM), durante 0, 24 y 48 h. a) hoja y b) raiz. En la
grafica se presentan las medias + SD (n = 9). Los asteriscos (*)
representan los tratamientos con diferencia significtiva.

3.3.2. Expresion diferencial del gen NAC25 de S. officinarum bajo condiciones de
salinidad, sequiay acido abscisico

3.3.2.1 Salinidad

Se extrajo el ARN total de hojas y raices de las plantas de S. officinarum VAR MEX69290
tratadas con 150mM de NaCl durante 0,24 y 48h. A partir del ARN extraido se llevo a
cabo la sintesis de ADN complementario.
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10, 000 m—
3, 000 m—

1, 000 e
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Figura 3.10. Andlis del ARN total de las plantas de cafia de azGcar sometidas
a 150 mM de NaCl durante 0,24 y 48h. En la figura se pueden observar las
bandas correspondientes a 28s, 18s y 5s.
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Una vez obtenido el ADNc del tratamiento de salinidad se realiz6 el analisis del perfil de
expresion del gen NAC25 mediante PCR tiempo real. El perfil del gen NAC25 en hoja
mostro un perfil ascedente, la expresién del gen aumento conforme al tiempo de
exposicion de estrés, a las 24 h se elevd dos veces mas que el control y a las 48 h seis
veces mas que el control. En raiz se observo un leve cambio de expresion del gen a las
24 y 48h, donde el nivel de expresion descendio.

Hoja
NaCl 150mM

Raiz
NaCl 150mM

Y]
S—
o

S

Expresion relativa de NAC 25
>
*
Expresion relativa de NAC 25
@

0 | [ = 0 i i i
0 24 48 0 24 48

tiempo(h) tiempo (h)

- Ctrl . Ctrl
= Nacl =3 nacl

Figura 3.11. Perfil de expresion diferencial del gen NAC 25 en plantas de
cafia de azlcar sometidas a 150mM NaCl durante 0, 24 y 48 h. a) hojas; b)
raiz.

3.3.2.2 Sequia

Se extrajo el ARN total de hojas y raices de las plantas de S. officinarum VAR MEX69290
tratadas con PEG 8000 al 40% durante 0, 24 y 48h. A partir del ARN extraido se llevé a
cabo la sintesis de ADN complementario.
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Figura 3.12. Analis del ARN total de las plantas de cafia de azUcar sometidas a PEG 8000 al 40%
durante 0, 24 y 48 h. En la figura se pueden observar las bandas correspondientes a 28s, 18s y 5s.
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Una vez obtenido el ADNc del tratamiento de sequia se realiz6 el andlisis del perfil de
expresion del gen NAC25 mediante PCR tiempo real. La expresién del gen NAC25 en
hoja a las 24 h descendid su expresion sin embargo, a las 48 h elevd significativamente
Su expresion, cinco veces mas que el control. En raizse observd un leve cambio de

expresion del gen a las 24 y 48h, donde el nivel de expresion descendio.

Hoja Raiz
a) PEG 8000 40% b) PEG 8000 40%

2a *

iﬁ 1 U iﬁ N

0 24 48 0 24 48

Expresion relativa de NAC 25
Expresio relativa de NAC 25

tiempo (h) tiempo (h)

— Ctrl . Ctrl
== PEG 8000 =3 PEG 8000

Figura 3.13. Perfil de expresion diferencial del gen NAC 25 en plantas de cafia de
azlcar sometidas a PEG 8000 al 40% durante 0, 24 y 48 h. a) hojas; b) raiz.

3.3.2.3 Acido abscisico

Se extrajo el ARN total de hojas y raices de las plantas de S. officinarum VAR MEX69290
tratadas acido abscisico 100 uM durante 0, 24 y 48 h. A partir del ARN extraido se llevo a
cabo la sintesis de ADN complementario.
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Figura 3.14. Andlisis del ARN total de las plantas de cafia de azUcar
sometidas en acido abscisico 100uM a durante 0, 24 y 48h. En la figura se
pueden observar las bandas correspondientes a 28s, 18s y 5s.
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Una vez obtenido el ADNc del tratamiento de &cido abscisico se realizé el analisis del
perfil de expresion del gen NAC25 mediante PCR tiempo real. La expresién del gen
NAC25 en hoja a las 24 h descendi6 su expresién sin embargo, a las 48 h elevo
significativamente su expresion dos punto cinco veces mas que el control. En raiz no se

observo un cambio de expresion significativo del gen a las 24 y 48h, la expresion fue
continua.

Hoja
ABA 100uM

£
g

Raiz
ABA 100uM

-
.
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Figura 3.15. Perfil de expresion diferencial del gen NAC 25 en plantas de
cafia de azlcar sometidas a 4cido abscisico 100uM durante 0, 24 y 48 h. a)
hojas; b) raiz.

3.4. DISCUSION

3.4.1. Parametros fisiolégicos y bioguimicos de las plantas de S. officinarumbajo
condiciones de salinidad y sequia

Las plantas se ven afectadas por el estrés hidrico, salino y en condiciones de acido
abscisico. Algunos de los efectos de estos tipos de estrés sobre la planta se ven
reflejados en la reduccion de la fotosintesis, producciones de osmolitos tales como prolina

entre otros. En el presenta trabajo se midid la asimilacién neta de carbono y la
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acumulacién de prolina en las hojas y raices de las plantas sometidas a estrés hidrico,

salino y 4cido abscisico.

Bajo condiciones de estrés hidrico, la primera reaccion de las plantas es el cierre de
estomas, evitando la pérdida excesiva de agua, pero a la vez reduciendo cantidad de
carbono (CO,) asimilado (Luke et al., 2015). Previamente Luke et al., 2015 y Li et al., 2016
en sus trabajos han demostrado que el estrés de sequia, salinidad y acido absicio afecta
severamente la fotosintesis en S. offcinarum y Hevea brasiliensi, en el presente trabajo se
pudo observar un resultado similar en los diferentes tipos de estrés, la fotosintesis fue

afectada y decrecio conforme las horas de exposicidon a un estrés avanzaban.

3.4.2. Prolina

Prolina es un osmoprotector o soluto compatible, de bajo peso molecular que actia como
osmolito, que se ha utilizado como marcador de estrés en varios estudios (Daldoul et al.,
2010; Bruno et al., 2007). Prolina ayuda a las células equilibrar su potencial osmaético y a
estabilizar proteinas y membranas durante el estrés. Se ha demostrado que varias
especies vegetales acumulan mayores concentraciones de prolina bajo estrés de sequia,
salinida y estrés hidrico, Errabi y colaboradores demostraron que callos de cafia de
azucar en condiciones de estrés salinico e hidrico aumentaban su concencentracion de
prolina (Errabi et al., 2007). En cafa de azucar se observé que en hojas estresadas, hay
un aumento de contenido de prolina en todos los tratamientos: salinidad, sequia y ABA sin
embargo, prolina en raiz no aumento, podria sugerirse que tal vez tengan otro sistema de

regulacion al estrés tales como azucares y otros osmolitos como glicina betaina.

3.4.3. Expresion diferencial del gen NAC25 de S. officinarum bajo condiciones de

salinidad, sequiay acido abscisico

Los genes de la familia NAC son factores de transcripcion que constituyen uno de los
grupos mas grandes de FT de plantas. Se expresan de forma ubicua a través de los
organismos vegetales y se sabe que participan en diversos procesos de desarrollo y
respuestas al estrés. Se ha visto que elevan su expresion en las plantas bajo condiciones
de sequia (Shen et al., 2016; Jeong et al., 2010; Tang et al., 2012), salinidad (Hu et al.,
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2006; Shen et al., 2016; Hu et al., 2008; Hao et al., 201), acido abscisico (Chen et al.,
2013). En el presente estudio se observo que el gen NAC 25 de S. officinarum presenta
un comportamiento similar al de arroz “OsNAP” (Chen et al., 2013) y OSNAC2 (Shen et
al., 2016) en hojas, posiblemente este aumento se deba a un mecanismo de adaptacion o
defensa por las plantas ante el estrés y su ausencia de expresion en la raiz posiblemente

sea a que el gen NAC25 tiene una regulacion diferente que en hojas.

3.5. CONCLUSIONES

La expresion del gen NAC 25 aumenta su expresion en hojas de cafia de azlcar en
condiciones de salinidad, sequia y ABA sin embargo, su expresion en raices de cafia de

azucar fue minima y continua en todos los tiempos en condiciones de estrés.
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CAPITULO IV

CLONACION DEL GEN NAC 25 DE S. officinarum EN LOS VECTORES DE
EXPRESION PARA LA TRANSFORMACION EN PLANTAS

4.1. INTRODUCCION

Con la secuenciacién del genoma de la mayoria de las especies de plantas en la ultima
década, existe una creciente necesidad de caracterizar funcionalmente el gran nimero de
proteinas predichas y definir sus redes de interaccion fisica. En consecuencia, se ha
vuelto cada vez méas importante el requisito de vectores que facilitan la clonacién de
genes de alto rendimiento y la expresion de proteinas nativas o derivados fusionados con
marcadores epitépicos y/o proteinas fluorescentes. En plantas, la expresién de la proteina
se puede lograr ya sea mediante un enfoque de expresion transitoria o mediante el
desarrollo de lineas transformadas establemente. La expresion transitoria ha surgido
COmo una opcidn atractiva en comparacion con los enfoques transgénicos estables debido
a sus ventajas significativas en términos de plazos de produccion cortos y bajo costo. Los
sistemas de expresion basados en virus en plantas son particularmente atractivos frente a
sistemas de expresion transitorios alternativos debido al alto nivel de multiplicacion de
genes y niveles concomitantes elevados de expresion alcanzables en un corto periodo de
tiempo, al tiempo que minimizan el deterioro de las actividades del huésped (Turpen.,
1999; Scholthof., 1996). El virus del mosaico del tabaco (TMV) es uno de los virus
vegetales mas ampliamente estudiados y se ha convertido asi en una opcién natural para
el desarrollo de vectores. Los vectores basados en TMV han conducido a un rendimiento
de proteina recombinante tan alto como 80% de la proteina soluble total (Marillonnet.,
2004, Yusibov., 1999). La agroinfeccion es barata y reproducible, lo que lo convierte en un
método preferido para suministrar vectores de expresion viricos en tejidos vegetales como
parte del ADN-T de un vector binario llevado por Agrobacterium tumefaciens (Leiser.,
1992; Grimsley., 1986).
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4.2. MATERIALES Y METODOS

4.2.1. Secuenciacion y alineacion del gen NAC que se seleccion6 del transcriptoma

de S. officinarum

Se clond el gen NAC 25 en el vector pPGEM®-T Easy Vector Systems posteriormente se
transformo en Escherichia coli (E. coli) mediante el método de choque térmico, se extrajo

el plasmido con el protocolo: the QIAprep spin miniprep kit y se mando a secuenciar.

Los datos obtenidos de la secuenciacion fueron analizados en el programa MEGA 6, para

garantizar que no hubiera mutaciones que afectaran la funcionalidad del gen NAC 25.

4.2.2. Disefio y clonacion en los Vectores de sobreexpresion.

Se eligieron los vectores pBISN1 y PK7TFWG2.0.

4.2.2.1. Vector pBISN1

El vector pBISN1 (Figura 4.1) consta de un promotor uidA que es quimérico, consistente
en secuencias activadoras aguas arriba del promotor octopina sintasa (ocs) y una sola
copia del promotor mannopina sintasa (mas) y activador aguas arriba. El vector pBISN1

se disefid y construyé mediante enzimas de restriccion y la enzima T4 ligasa;

1. Se disefiaron los primers con adaptadores que contienen el sitio de corte de las

enzimas spe 1y sac 1.
Cebadoress para la construccion del vector pBISN1.
Cebador 1: Fw5' TGA ACT AGT ATG CTT ACAATT GACCTT GG 3

Cebador 2: Rw5 ACT TGA GAG CTC TTAATG GTG GTG GTG ATG ATG TAT TCT
GTC CTG CAG CGTAG 3

Enzimas de restriccion: spely sac 1
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2. Se realizé reaccion de digestion con la secuencia purificada y el vector pBISN1 con las
enzimas de restriccion spe 1y sac 1. Se dejo ligando el vector pBISN1 con la secuencia
purificada, los dos previamente digeridos, toda la noche. Al dia siguiente, se
transformaron las células de E. coli con la ligacién del vector pBISN1 y la secuencia
purificada. Se seleccionaron por medios con antibiético (kanamicina, 50 mg/L) las células
transformadas y se cultivaron en un medio LB con kanamicina durante 12-16 h. Se realiz
PCR de colonia (cebadores de NAC 25 con los adaptadores) con los cultivos de las
células previamente seleccionadas para verificar que estén transformadas. Se hizé la
extraccion del plasmido de las colonias que resultaron positivas de la PCR. Se realiz6 una
PCR (primers de NAC 25 con los adaptadores) con el plasmido recuperado de la
extraccion, posteriormente se hizé un analisis de restriccién con las enzimas spe 1y sac

1, con el fin de corroborar que el plasmido esté correctamente construido.

RB Psti Intron LB

|
<Hmos [ nptii lpg'oySA}r (Aocs)g pmas GUS  rpoyr

Pvull EcoRI Pvull

pBISN1

Figura 4.1. Vector pBISNL1.

4.2.2.2. Vector pK7FWG2.0

Para la elaboracion y construccion de vector pK7FWG2.0 (Figura 4.2), se usé el sistema
de clonacién por PCR “Gateway® Tecnology” (Cat. 12535-019, Invirogen). Dicha
tecnologia altamente eficiente y rdpida facilita construccion y expresion de un gen de
interés mediante la recombinacién en sitios especificos de un clon, permitiendo la
clonacion de mudltiples fragmentos de material genético en un orden y una orientacion
definida; presenta una manera eficiente de mover una secuencia de ADN dentro de un

sistema de mudltiples vectores con el cual poder llevar a cabo diversos tipos de analisis
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funcionales y de expresion de proteinas. Se siguieron las indicaciones y metodologias
sugeridas por el proveedor.

Cebadores para la construccion del vector pK7FGW2.0.

Cebador 1: Fw 5 GGGG ACA AGT TTG TAC AAA AAA GCA GGC TTC GAA GGA GAT
AGA ACCATGCTT ACAATT GACCTT GG 3’

Cebador2: Rw 5 GGGG AC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GTT TAT TCT GTC
CTG CAG CGT AG

T358
K Egfp
LB an /__ -~y attR2
ccdB
cmR
Sm/SpR attR1
PK7FWG2,0
11880 bp P35S
RB

Figura 4.2. Vector pK7FWG2.0

Transformacién de células de Escherichia coli. Se utilizé células de E. coli, cepa DH5a

para la replicacion del plasmido y su posterior extraccion.

4.2.3. Transformacién de Agrobacterium tumefaciens cepa EHA105

Una vez disefiados, construidos y verificados los vectores de sobreexpresion se
insertaron en A. tumefacies. Se descongelaron las alicuotas de células competentes de A.
tumefacies y los plasmidos pBISN1 y Pk7FGW2.0 en hielo. Se agregaron 10uL de cada

uno de los vectores, se mezclaron manualmente e incubaron 5 min en Nitrégeno. Se
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aplicé choque térmico a 37 °C durante 10 min. Se cultivaron e incubaron en medio YEP a
28 °C/200 rpm durante 4 h. Posteriormente se centrifugaron las alicuotas a 4000 rpm por
5 min, se retiré el 1 mL del medio YEP que se afiadi6 anteriormente. Por ultimo, se
resuspendieron las células con el medio restante (100uL) y se sembraron las células en
placas en el medio YEP con los antibiéticos de seleccion de los plasmidos pBISN1 y
Pk7FGW2.0

4.2.4. Transformacion de callos de tabaco por medio de A. tumefaciens

Para llevar a cabo la transformacién genética de tabaco se usé la cepa de Agrobacterium
tumefaciens EHA 105. Para dicha trasnformacién se empleo el protocolo de Clemente
(2006) modificado mediante infiltracién al vacio. Para este experimento se siguieron los
lineamientos basicos descritos en dicho protocolo. Se realiz6 posteriormente la
fenotipificacion de los callos.

4.3. RESULTADOS

4.3.1. Secuenciacién y alineaciones del gen NAC 25 que se seleccioné del

transcriptoma de S. officinarum

Una vez obtenidas la amplificacién de la banda del gen NAC 25 se clonaron en el vector
pGEM-T Easy de Promega y se mandaron a secuenciar. Las secuencias fueron idénticas

a la secuencia del gen NAC 25 que se tomo del transcriptoma.
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Figura 4.3. Alineamiento entre la secuencia de nucledtidos predicha (TRINITY_
DN49045) y las secuenciadas (NAC25M _pSP6, NAC25M_pT7, NAC25N1 _pSP6,
NAC25N1 _pT7)

4.3.2. Clonacién del gen NAC25 en los vectores de sobreexpresion.
4.3.2.1. pBISN1

NAC25 (119pb) + Adaptador de Histidina (18pb) =1137pb

1137pb —> 1137pb »
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Figura 4.4. Amplicones que se obtuvieron de
pGEM-T easy.

2.-PCR de colonia para la confirmacion de la transformacion del vector de pBISN1 en E.
coli

Marcador C+

10000pb

1119pb

3000pb

1000pb

250pb —

3.- Andlisis de restriccion del vector pBISN1 con las enzimas de restriccion spely sacl.

10000pb

3000pb
1000pb

250pb
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4.3.2.2. PK7TFWG2.0

1.-Amplicones gue se obtuvieron de pGEM- T easy con los adaptadores attb.

NAC 25 con
adapatadores
attb

2.-PCR de colonia del vector PK7FGW2.0 con los primers de NPT Il y NAC 25
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720pb
NPTII

1119pb
NAC 25

4.3.3. Transformacién de callos de tabaco por medio de A. tumefaciens

Como resultados de la transformacion se obtuvieron diversas lineas de callos de tabaco
transformados con el gen marcador NPT Il que confiere resistencia al antibiotico
kanamicina, los cuales fueron regenerados en medios selectivos con kanamicina para

evitar el crecimiento de tejido no transformado.
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Control Control

; PK7FWG2.0-NAC25
silvestre PK7FWG2.0

b)

Control Control
silvestre PK7FWG2.0

PK7FWG2.0-NAC25

Figura 4.5. Callos de tabaco sembrados en medio de cultivo
con a) kanamicina y b) sin kanaminica.

4.4. DISCUSION

4.4.1. Secuenciacion y alineaciones del gen NAC que se seleccioné del

transcriptoma de S. officinarum
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En las alienaciones realizadas con los datos de secuenciacion se pudieron observar que
no hubo cambio o mutacion que pudiera afectar la transcripcion, traduccion y por lo tanto
funcionalidad del gen NAC25.

4.4.2. Disefio y construccion de los vectores de sobreexpresion

Los resultados obtenidos en los analisis del vector pBISN1 y PK7FWG2.0 nos confirman
una correcta construccion, por consiguiente, podemos transformar en A. Tumefaciens y

posteriormente a Nicotiana tabacum.

4.4.3. Transformacion de callos de tabaco por medio de A. tumefaciens

Los resultados obtenidos hasta ahora de las lineas de callos de tabaco necesitan mas
experimentos de corroboracién y evaluacién, ya que por tiempo solo se realiz6 una
fenotipificacion por un mes y medio. Hasta ahora con los resultados de fenotipificacion se
puede sugerir que el gen NAC 25 de cafa de azlcar posiblemente este participando en la
regulacién positiva a senescencia y por lo tanto ser un ortélogo funcional de AtNAP de
arabidopsis y OsNAP de arroz.
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