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RESUMEN

Cafa de azucar (Saccharum officinarum L) es una de las especies con mayor relevancia
econdmica y agricola dado que a partir de ella se obtienen una serie de productos de gran
importancia tales como la sacarosa y alcohol; sin embargo, este cultivar a menudo es
afectado por la incidencia de diferentes factores abitticos tales como la salinidad y la
sequia, los cuales desencadenan un estrés del tipo osmético. Para hallar una solucién a
esta problematica, es necesario entender las respuestas a nivel molecular ante la
imposicion de estrés para identificar los genes que se activan transcripcionalmente. En la
presente investigacion, se realizé un ensamble de novo de la variedad Mex 69-290

sometida a estrés osmético.

Con base al disefio experimental, se obtuvo la secuenciacion de 16 bibliotecas, usando la
plataforma Illumina® Hi-Seq paired end Sequencing 2x100, con lo cual se obtuvo un
rendimiento de 410 millones de lecturas depuradas. Se hallaron 252,702 transcriptos totales
de los cuales 140,349 correspondieron a unigenes los cuales se agruparon segun procesos
biol6égicos, componentes celulares, asi como su respectiva funcion molecular. Ademas, se
realizo la validacién del transcriptoma mediante RT-gPCR. Para dar mayor robustez al
trabajo, se realizaron mediciones a parametros fisiologicos y bioquimicos para hallar la

correlacion con la parte molecular.

Los resultados obtenidos del presente trabajo pueden servir para la identificacion, clonacion
y sobreexpresion de genes de interés para generar conocimiento basico o bien aplicado
para la biotecnologia ademas de proveer informacion de genes que responden de manera

especifica en determinado tejido bajo condiciones de estrés osmdtico.
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ABSTRACT

Sugarcane (Saccharum officinarum L) is an agricultural an economical specie given that
provides items such as sucrose and alcohol; however, this crop is affected by abiotic factors
like drought and salinity which lead to osmotic stress. To encounter a solution of this
handicaps, is necessary understand the responses at molecular level during the stress
imposition for the identification of transcriptionally activated genes. In the present
investigation research, was made a de novo assembly in Mex 69-290 variety under osmotic

stress.

In accordance with experimental design, were obtained 16 libraries sequenced using
lllumina® Hi-Seq paired end Sequencing 2x100 platform, with a yielding of 410 million of
clean reads. Were found 252,702 total transcripts which 140,349 corresponding to unigenes
categorized in biological process, cellular components and molecular function. Therefore,
was realized the transcriptome validation by RT-qPCR technique. To make robust at this
work, were performed biochemical and physiological measurements to found correlations

between molecular aspects.

Results obtained in this project may help to identify, cloning and overexpression of genes of
interest to generate basic knowledge or applied for the biotechnology in addition to provide
information about genes and their specific response in certain tissue under osmotic stress

exposure.
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INTRODUCCION

INTRODUCCION

Como organismos sésiles, las plantas hacen frente a una serie de escenarios ambientales
adversos que desencadenan una serie de respuestas a nivel molecular, celular y fisiol6gico;
siendo el estrés osmoético el principal fenébmeno que se induce por la sequia y salinidad en
donde numerosos genes, proteinas o factores de transcripcién desempefan funciones

imprescindibles para recuperar la homeostasis de manera integral.

Una posible solucion radica en aumentar el rendimiento de especies vegetales cultivables
mediante el disefio de variedades mejoradas. Para ello, se requiere la comprensién de la
funcién de diferentes macromoléculas tales como genes, genomas, redes reguladoras
inherentes al crecimiento, desarrollo y/o tolerancia ante estrés abiético (Takeda y Matsuoka
2008).

Actualmente, con la implementacion y establecimiento de nuevas tecnologias de
secuenciacion masiva de genes, se ahonda, en el descubrimiento y andlisis de genes,
cuyas caracterizaciones funcionales permiten ser utilizados para incrementar el
rendimiento de cultivares ante diferentes estreses ambientales (Mochida y Shinozaki,
2010).

La cafia de azucar (Saccharum officinarum L.) perteneciente a la familia Poaceae, se
caracteriza por producir un gran contenido de sacarosa en sus tallos. Este cultivar es la
principal fuente de alcohol y azucar, supliendo aproximadamente dos tercios de la
produccién mundial de azucar (Cardoso-Silva et al., 2014). Ademas, es considerado una
importante fuente de alimento y bioenergia para diferentes paises tropicales y subtropicales
(Waclawovsky et al., 2010).

La incidencia de diferentes estreses abibticos, como la salinidad y sequia, afectan el
crecimiento y productividad de este importante cultivo (Mahajan y Tuteja, 2005). Sin
embargo, con la implementacion de las herramientas de biologia molecular e ingenieria
genética, es posible dilucidar los procesos que subyacen en el modelo de estudio en
respuesta al estrés y generar variedades genéticamente modificadas mas tolerantes. En
pro de dicha mejora, se han desarrollado una serie de estudios y protocolos en diversas
variedades de cafia de azucar que van desde el cultivo de tejidos vegetales y
transformacion genética (Taparia et al., 2012; Bower et al., 1996; Snyman et al., 2006;

Kumar et al., 2014; Dong et al., 2014; Eldessoky et al., 2011); hasta la basqueda de genes
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INTRODUCCION

en respuesta al estrés y analisis de su expresion diferencial (Rodrigues et al., 2009; Barros
et al., 2011; Papini-Terzi, 2009; Kido et al., 2012; Rodrigues et al., 2011; Gao y Chen, 2016)

Para analizar de manera masiva datos génicos, las disciplinas dmicas han demostrado ser

exitosas en los programas de reproduccion asistida para la seleccion de genotipos con
caracteristicas superiores aunado a estrategias de mejoramiento superiores (de Setta et al.,
2014), ya que con las nuevas tecnologias de secuenciacién asi como de las plataformas
usadas en este tipo de investigacién se puede prescindir de un genoma de referencia para
realizar un ensamble de novo que, en la mayoria de los casos, es llevado a cabo en
organismos no modelo (Bankar et al., 2015)
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CAPITULO I. ANTECEDENTES

1.1 INTRODUCCION

El crecimiento, desarrollo y supervivencia de las plantas se ve influenciado por la presencia
de diferentes tipos de estrés, tales como sequia, salinidad y bajas temperaturas. Estos
estreses inducen una serie de cambios a nivel bioguimico y fisiolégico, los cuales permiten
la respuesta y adaptacion de las plantas para su supervivencia (Seki et al., 2003).

En particular la adaptacién a la salinidad y sequia es un proceso complejo que involucra
aspectos tales como la reduccién total o parcial del crecimiento, activacion o reduccion de
la expresion génica, incrementos de niveles de ABA, biosintesis y acumulacion de solutos
compatibles, asi como de proteinas protectoras aunado a un aumento de los niveles de
antioxidantes y la supresion de vias que demandan un alto consumo energético (Bartels y
Sunkar, 2005).

Los estreses abiotticos limitan severamente el rendimiento y produccion agricola. La sequia
es un problema que afecta la produccién de cafia viéndose en algunos casos, perdidas en
el rendimiento cercanas al 50% (Reis et al., 2014) ademas de que a mediados del siglo XXI
se especula que mas la mitad de la capa arable destinada para agricultura tendra graves
problemas de salinizacién (Hrishikesh et al., 2013). En este contexto, el estrés osmatico, el
cual comprende la sequia y salinidad, afecta directamente el potencial hidrico en las células

vegetales (Hohmann, 2002).

De manera interesante, se conoce que la supervivencia o detrimento de las plantas esta
mediada por determinados factores que interactian entre si, tales como el genotipo, etapa
fenoldgica asi como el tejido/6rgano afectado por la incidencia del estrés; a su vez, el estrés
puede presentar fluctuaciones en su severidad, duracion, incidencia y/o combinaciéon con

otros tipos de estrés, idea que se esquematiza en la siguiente figura.
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Estrés abiotico

del estrés -

Caracteristicas

de la planta
Respuesta Resistencia | [Susceptibilidad]
1 I
\4 \ 4
Resultado bupervivencia Muerte ]

Figura 1. Aspectos multifactoriales e interrelacion del estrés y de la planta. Tomado y
adaptado de Bob B. Buchanan, Wilhelm Gruissem, 2015.

Se visualizan los rasgos propios del estrés tales como la severidad, duracion, nimero de
exposiciones asi como la interrelacion que éstos puede haber entre diferentes tipos de
estrés, los cuales incidiran y afectaran a la planta de tal forma que sus caracteristicas como
el estadio fenoldgico, el tejido u érgano afectado asi como el genotipo de la misma

determinaran la respuesta y resultado ante determinado estimulo.
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Durante su ciclo de vida, las plantas se ven expuestas a numerosos estreses abioticos los
cuales limitan su crecimiento, desarrollo y productividad; consecuentemente las plantas
responden a estos factores alterando una serie de procesos celulares permitiéndoles cierta
adaptacion a un entorno cambiante (Kietbowicz et al., 2014); ahora bien, estos procesos de
reprogramacion implican mdltiples alteraciones a nivel fisioldgico, bioquimico y molecular,
las cuales incluyen cambios en la composicion de la pared celular, estructura y funcién de
la membrana celular asi como del metabolismo primario y secundario (Knight y Knight,
2000; Murelli et al., 1995; Orvar et al., 2000; Rajashekar y Lafta, 1996; Rao et al., 2016).
Desde otra perspectiva, las respuestas vienen mediadas por genes estructurales, aquellos
que codifican para las enzimas detoxificadoras, enzimas clave para la biosintesis de
osmolitos compatibles; las proteinas reguladoras como los factores de transcripcion

también desempefian un papel relevante durante la imposicion de estrés abidtico.

r ar L ]
Estrés abiotico
| | 1
Genes estructurales Proteinas reguladoras
] l | I |
Sistema redox y Enzimas clave para biosintesis Proteinas inducidas por estrés ~ Factores de union a elementos  Proteinas con mativos Factores de
Enzimas detoxificadoras de osmolitos compatibles [LEA) de respuesta a estrés Estructurales transcripcion
{DREBs Tipo dedo de Zinc tipa NAC

Prolina Glicinbetaina Manitol Trehalosa

?H] 0 CH QH oH

8 \_OH

OiGH HC ™" H ”0/\3/'\/\’ o
Nt HC GH OH

e

Figura 1.1 Interconexion del estrés abidtico y las respuestas de la planta. Tomado y
adaptado de( Gosal et al., 2009). Se aprecian la bifurcacién por parte del autor, de las
respuestas que presenta la planta mediadas por genes estructurales y proteinas
reguladoras.
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Un aspecto importante a resaltar sobre la produccién actual de alimentos viene mediada
por los cambios ambientales globales y locales, los cuales afectan de manera negativa la
produccion alimentaria, de tal forma que se apunta a posibles repercusiones derivadas de
actividades antropogénicas (Godfray y Garnett, 2014) siendo afectada la produccion de
cultivares por factores biéticos como la salinidad y sequia que afectan mas del 10% de las
tierras cultivables.

En el contexto de la disponibilidad de agua para fines agricolas, a nivel nacional se cuentan
con proyecciones por parte de la CONAGUA (Comision Nacional del Agua) en las cuales
se aprecia el comportamiento e intensidad de la sequia en todo el territorio nacional como
un indicativo de este problema que asola a gran parte de las zonas agricolas
econdémicamente activas; segun el Monitor de Sequia en México, al 18 de febrero del 2017,

las condiciones que imperaron en el territorio nacional fueron las siguientes:

Monitor de sequia de México

al 28 de febrero 2017
Publicado el 9 de marzo de 2017

CONAGUA

Intensidad de sequia;
DO Anormalmente seco
D1 Sequia moderada
D2 Saquia severa

Bl 03 Sequia extrema

- D4 Sequia excepcional

Tipos de Impacto de sequia:

~ Delimita impactos dominantes

S$= Corto perlodo, tipicamente <6meses
{p ej agricullura, pastizales)

L= Largo periodo, tipicamente >6 meses

(p.ej. edrologia. ecologia)

2017
l

28
FEB

Figura 1.2 Mapa del Monitor de sequia actualizado al 28 de febrero de 2017.
Tomado de http://smn.cna.gob.mx/index.php?option=com_content&view=article&id=20&Itemid=74

Se aprecia el impacto de la sequia en ciertas zonas del territorio nacional en donde la
tonalidad de los colores indica el grado de afectacion en donde tonalidades claras
amarillentas indican grados de afectacion anormales o leves hasta la coloracién rojiza

intensa denotan grados de afectacion extremos y excepcionales.


http://smn.cna.gob.mx/index.php?option=com_content&view=article&id=20&Itemid=74
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1.2. Mecanismos de accion en respuesta a estrés

El estrés osmotico en las plantas es inducido por la salinidad y la sequia, el cual ocurre
cuando las raices entran en contacto directo con soluciones que contienen altas
concentraciones de sales o agentes estresantes (Shavrukov, 2012). En respuesta,
numerosos genes que codifican proteinas de sefalizacion, cinasas y fosfatasas, numerosos
factores de transcripcion, entre otros, son activados. Estas moléculas desempefian un papel
indispensable en la transduccion de sefiales durante la adaptacion de la planta en respuesta

al estrés osmoético.

Dicha adaptacién abarca desde la percepcion de la sefiale hasta la expresiébn génica
(Yoshida et al., 2014), de tal forma que numerosos genes son inducidos confiriendo
tolerancia aunado a una acumulacién de &cido abscisico (ABA), una hormona clave en
procesos de sefalizacién (Yoshida et al., 2014; Finkelstein, 2013; Bartels y Sunkar, 2005;

Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki, 2006).

Se sabe que el estrés es percibido primeramente a través de los receptores presentes en
la membrana de las células vegetales (Lorenzo et al., 2009); con lo cual la sefial es
transducida hacia el interior de la célula conduciendo a la generacién de segundos
mensajeros que incluyen el calcio, las especies reactivas del oxigeno (ROS) y el inositol
fosfato; éstos segundos mensajeros modulan los niveles de calcio intracelular. Este calcio
intracelular es detectada por diferentes proteinas con actividad enzimética que en sus

dominio regulatorios se les une el calcio (sensores de calcio) (Chavez- Ramirez, 2010).

Por lo cual estas proteinas con actividad enzimatica cambian su conformacion estructural
de manera dependiente de calcio dando como resultado una cascada de fosforilacion, y
activacion de los principales genes de respuesta al estrés, los cuales son regulados por
diferentes factores de transcripcion (Klimecka y Muszynska, 2007). Estos cambios son
inducidos por el estrés en la expresion genética y participan en la generacion de hormonas
tales como el ABA, el acido salicilico y el etileno; éstas moléculas pueden amplificar la sefial
iniciar una segunda vuelta de sefalizacidbn que pueden seguir la misma via o utilizar

diferentes componentes en la via de sefializacion (Chavez- Ramirez, 2010).
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Ciertas moléculas, llamadas también moléculas accesorias 0 de ensamble, participan
indirectamente en el alojamiento o activacion de otras moléculas de sefializacion
modificando su estructura y conformacion. Estas proteinas incluyen a los modificadores de
proteinas que pueden realizar alteraciones postraducionales tales como miristilacion,

glicosilacién, metilacion y ubiquitinacién (Mahajan y Tuteja, 2005).

Adaptacion y
supervivencia

Regulacion

Transcripcional —
Regulacién Respuestas
Post-transcripcional Fisiologicas

Regulacion
Traduccional

O

Regulacién
Post- traduccional

Proteina de
respuesta

=
Metabdlicas
Figura 1.3 Mecanismo de respuesta ante estrés (modificado de Covarrubias-Robles 2007).

En el diagrama se ilustran aspectos tales como la percepcion del estrés, seguido por la
transduccién de sefiales a las que le siguen regulaciones a nivel transcripcional y
traduccional que median las respuestas metabdlicas, fisiol6gicas que a su vez permitiran la

adaptacion y supervivencia en la planta.



CAPITULO |

En condiciones de salinidad o sequia, se activan una serie de reacciones enziméaticas que
originan deshidratacion celular, conllevando a un estrés osmatico que ocasiona una pérdida
de agua a partir del citoplasma, dando como resultado una reduccion de los volumenes
citosolico y vacuolar de la célula. Otro aspecto interesante es la produccién de especies
reactivas de oxigeno (ROS) en respuesta a estrés que afectan las estructuras celulares y
reacciones metabdlicas tales como el decremento de fotosintesis asi fluctuaciones en los
niveles de la hormona ABA (Bartels y Sunkar, 2005). Por otra parte, la célula vegetal tiene
la facultad de minimizar o revertir los dafios a través de mecanismos especificos, como lo
es la sintesis, en el citosol, de una variada gama de solutos organicos e inorganicos que
mantienen la turgencia celular (Anjum et al.,2011). Tal es la importancia de conocer los
mecanismos moleculares y las respuestas de las plantas que se ha probado la
funcionalidad del ajuste osmoético por medio de osmoprotectantes. Este conocimiento se
ha alcanzado mediante el uso de plantas transgénicas en las que se aprecié un aumento
en las concentraciones de prolina, glicina betaina y/o pinitol (Kishor et al., 1995; Sheveleva
et al., 1997; Takabe et al., 1998).

1.2.1 Respuestas desencadenadas por exposicion a estrés osmaético

Por convencion, el estrés osmotico se refiere a la situacion donde existe una insuficiente
disponibilidad de agua, lo cual limita el crecimiento y desarrollo de la planta, que puede ser
mediada por sequia 0 un exceso de sal en el agua (Kang Zhu et al.,1997); a su vez, las
plantas modulan la expresién de genes permitiéndoles la restauracion de la homeostasis
celular, procesos de detoxificacion asi como una recuperacion en el crecimiento (Xiong-
Zhu, 2002). Las células vegetales, perciben el estimulo del exterior a través de varios
receptores localizados en la superficie celular (Rodriguez et al., 2005) los cuales sufren
diversos cambios conformacionales en sus respectivos dominios con actividad de cinasa,
siendo las proteinas cinasas asociadas a membrana de dos tipos: 1) receptor con actividad
de serina o treonina cinasa (RLKS), y 2) receptor con actividad de histidina cinasa (Urao et
al., 2001). Estos receptores median la intrincada transduccién de sefiales, las cuales a su
vez activaran, en el nucleo diversos factores de transcripcion (FT) los cuales se uniran a
regiones especificas adyacentes a elementos regulatorios encontrados en los promotores
que regulan la expresion transcripcional de los genes en respuesta a estrés osmatico
(OSRG), en donde al finalizar los procesos transcripcionales, el ARNm ya en el ribosoma,

codificara para la sintesis de proteinas citoplasméticas especificas.
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Salinidad Sequia
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osmotico
——— Bajas temperaturas

* Percepcién
del estrés
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Figura 1.4 Modelo del conjunto de respuestas ante estrés osmaético. (Tomado y modificado
de Upadhyaya et al., 2013.). Se aprecia aspectos desde la percepcion y transduccion de
sefiales hasta los aspectos de expresion génica.
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Los mecanismos moleculares y bioquimicos son orquestados para salvaguardar y/o
minimizar el efecto del estimulo ambiental. Entre los mecanismos resalta el ajuste osmaotico
(AO), el cual consiste basicamente en la acumulacién de solutos en respuesta ante un
déficit hidrico y la disminucion del potencial hidrico total de hojas, tallos y raices. Como
resultado la planta puede absorber agua y mantener la actividad fisiologica (Robledo et al,
2007). Durante este proceso se ha visto que existe un aumento gradual de osmolitos

compatibles en funcién de la intensidad del estrés (Gzik, 1996).

La acumulacién de solutos compatibles tales como prolina (Pro) y glicina betaina (GB), es
un mecanismo de proteccién en plantas ya que juegan un papel fundamental para facilitar
la absorcion de agua en respuesta a sequia o salinidad (Ashraf-Foolad, 2007). Ademas de
gue estos osmolitos son de vital importancia para la proteccién celular contra el aumento
de los niveles de especies reactivas de oxigeno (ERO) en condiciones de estrés. De esta
manera, la acumulacion de prolina es una respuesta fisiolégica coman en muchas plantas
en respuesta a un amplio rango de estreses, siendo que su acumulaciéon ocurre en

eubacterias, protozoarios e invertebrados marinos (Verbruggen-Hermans 2008).

Dado que la acumulacion de prolina es de suma importancia para la supervivencia de la
célula, es necesario describir que en plantas existen dos precursores para prolina,;
glutamato y ornitina, el glutamato es convertido en prolina por dos sucesivas reacciones de
reduccion, las cuales son catalizadas por la enzima pirrolin-5-carboxilato sintasa (P5CS) y
pirrolin-5-carboxilato reductasa (P5CR) respectivamente (Verbruggen-Hermans, 2008)
siendo que su biosintesis en el citosol pero es posible que la produccién se mueve a los
cloroplastos sobre el estrés (Székely et al, 2008). Para ilustrar los conceptos, se sugiere al

lector analizar la Figura 1.2.1.2.

Es necesario remarcar la importancia que puede tener la realizacion de estudios
filogenéticos con miras a encontrar historias evolutivas de genes con potencial
biotecnoldgico. Estudios concernientes al proceso de osmoproteccion se han llevado a cabo
dentro de los cuales, genes que codifican para la expresion de P5CS, P5CR entre otros
(vias de trehalosa y betaina) fueron identificados con base en la base de datos de la cafia
de azucar echando mano de secuencias de proteinas de arroz en donde hallaron ort6logos
al hacer el analisis bioinformatico (Barros et al., 2011), lo cual sugiere la cercania y

parentesco a nivel evolutivo de los genes involucrados en osmoproteccion.
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Figura 1.5 Biosintesis de prolina. Adaptado de (Stein et al., 2011).).

En la figura se aprecia la biosintesis de prolina indicando genes y enzimas que participan
en esta via: GSA: Glutamato gamma semialdehido; P5C: delta-1 pirrolin-5-carboxilato; yGK:
gamma-glutamil cinasa: GSD: semialdehido deshidrogenasa-gamma glutdmico. P5CS:
P5C sintetasa; P5CR: P5C reductasa; ProDH: polina deshidrogenasa; P5CDH: P5C
deshidrogenasa

En cafia de azlcar se han llevado a cabo trabajos en donde la cuantificacién de prolina
demuestra un aumento en su biosintesis al exponerse ante diferentes tipos de estrés,
especialmente los de alta salinidad y osmatico. Se estudi6 el efecto de NaCl y manitol en
callos embriogénicos de cafia de azlcar, en donde vieron un aumento de los contenidos de
prolina e la variedad susceptible ademas de verse un aumento en funcién de la
concentracion de agentes estresantes en el medio (Errabii et al., 2007). Ademas, se analiz6
la respuesta a nivel bioquimico y fisiol6gico de plantas de cafia cv. IAC91-5155, sometidas
a un déficit hidrico en el suelo, en donde se encontr6 que existe un aumento de
osmoprotectores como prolina asi como el disacarido no reductor de trehalosa (Queiroz et
al., 2011). Por otro lado, se han buscado cultivares tolerantes a sequia y salinidad con base
a mediciones fisiolégicas y bioguimicas. Se evaluaron 13 cultivares con la finalidad de hallar
aquellos que presentaran cierto grado de tolerancia ante diferentes dosis de PEG usando

como indicador la acumulacion de prolina. (Abbas et al., 2014).
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Asi mismo, el someter semillas a cierto estrés activa cierta tolerancia, esta practica es
conocida como halopriming. En cafia de azucar semillas cv. Co 86032 previamente
expuestas a agentes estresantes, se germinaron para después ser sometidas durante 15
dias a estrés salino por NaCl (150 mM) e iso-osmotico con PEG 8,000 ajustado a -0.7 MPa,
en donde hallaron una mayor concentracion de prolina en las plantas provenientes de

semillas que no fueron expuestas ante agentes estresantes (Patade et al., 2012).

Ahora bien, se conoce de otras moléculas que estan implicadas en la osmoproteccion,
como por ejemplo la trehalosa, disacérido no reductos, glicina betaina, cisteina, pinitol,
entre otros.

Cuadro 1 Resultados de busquedas bioinformaticas de genes relacionados con
osmoproteccion Tomado y adaptado de (Barros et al., 2011)

Gen Claster ORF (aa) Acceso al ORGANISMO
(tamafio nt) value NCBI value
P5CS Suc_P5SC_01(2627) 0 729 0i:34908290 Oryza 0 score
sativa
Prolina P5CR Suc_P5CR_01(1050) €93 243  gi:66356280 Zea mays el35 1199
TPS1 Suc_TPS1_01(410) elld 201  gi:52353687 Oryza el25 483
sativa
Trehalosa TPPB Suc_TPPB_01(1287) €96 262 ;50945643 Oryza 0 441
sativa
BADH Suc_BADH_01(2101) 0 506 = gi:50950101 Zoysia el80 485
tenuifolia
Glicina-
Betaina CMO Suc_CMO_01(1114) ell9 97  0i:112790161 Zea mays 946
OASTIL = Suc_OASTIL_01(1322) €138 325 | (i:758353 Zea mays el62 634
Cisteina
SAT Suc_SAT_01_(1468) €90 318  (i:349106886 @ Oryza e99 575
sativa
Myo- INSPI Suc_INSP1_01 (2527) 0 510 | @i:11762100 Zea mays 0 363
inositol

Relacion de genes que codifican para la sintesis de osmolitos compatibles, resalta el hecho
que estos genes se hallen en especies emparentadas con cafia, como lo son arroz (Oryza

sativa) y maiz (Zea mays).
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1.2.2 Polietilenglicol como agente inductor de estrés

La complejidad de estudiar in situ las respuestas desencadenadas por un estrés abidtico
especifico ha sido bien remarcada por diferente grupos de investigacion, debido a que
pueden intervenir e incidir mas de un tipo de estrés de manera simultanea. Como
alternativa, una manera de simular estos estreses es utilizando sistemas de cultivo in vitro,
con la finalidad de controlar y simular las condiciones de un estrés en particular. Por
ejemplo, para estudiar los efectos del estrés osmético se ha utilizado ampliamente el
polietilenglicol (PEG). EIl polietilenglicol (PEG) es un polimero de cadena larga, inerte, no
ionico (HOCH2—(CH2-O-CH2)n-CH20H). De acuerdo a su peso molecular (PM) se
clasifican en: PEG 1000 (950-1050 PM), PEG 4000 (3000-3700 PM), PEG 6000(6000-7500
PM), PEG 8000 y PEG 20000 (15000-20000 PM) (Castro Montes 2008).

Una de las razones por las que este compuesto se usa en trabajos de fisiologia ante el
estrés osmotico es que no penetra las células cuando su peso molecular es alto (Steuter y
Mozafar, 1981), ademas de que no presenta toxicidad para el tejido (Lawlor, 1970). La
adicion de PEG en un medio acuoso (g kg de H20) disminuye negativamente el potencial
hidrico, razén por la cual se ha sugerido que el potencial hidrico de la solucién con PEG es
resultado de las fuerzas matriciales de las subunidades oxido-etileno del polimero (Castro
Montes 2008).

Ahora bien, se ha reportado que el PEG simula un estrés hidrico en sistemas de cultivo in
vitro por lo que se puede utilizar para la seleccién de lineas tolerantes a estrés osmatico.
Por ejemplo, en Vigna aconitifolia se usé con fines de caracterizar las respuestas
bioguimicas ante el estrés simulado (Soni et al., 2011). Este compuesto reduce la porosidad
de la pared celular; ademas de limitar la absorcion de aluminio de las raices secundarias y
primarias en Phaseolus vulgaris L. (Yang et al., 2013); con base a lo antes mencionado, se
reporté una relacién estrecha entre la expansion de la pared celular y el ajuste osmotico a
nivel radicular debido a la presencia de PEG 8 000. Con respecto a cafia de azucar, en
algunos trabajos se ha hecho uso del PEG en callos embriogénicos para estudiar acerca
del fenébmeno de tolerancia cruzada (Munir y Aftab, 2009) asi como para seleccionar lineas
tolerantes (Rao y Ftz, 2013). Por otra parte, se estudié el contenido de macronutrientes en
vitroplantas afectadas por la aplicacion de PEG en el medio de cultivo (Castafieda et al.,
2015).
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1.2.3 Relaciones hidricas en la célula vegetal
El agua imprescindible como medio en el que se llevan a cabo reacciones bioquimicas

dadas sus caracteristicas particulares como su caracter polar, la formacion de puentes de
hidrégeno asi como la fuerza de cohesién molecular, hacen que el agua sea de vital
importancia para la supervivencia, crecimiento, desarrollo asi como para el metabolismo de
las plantas influyendo a nivel estructural de biomoléculas como proteinas, acidos nucleicos

asi como de estructuras celulares.
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Figura 1.6 Representacion esquematica de un par de moléculas de agua. (Tomado
de Azcén-Bieto y Talon. 2008)

Se aprecia en el panel A) el puente electrostatico basado en la naturaleza dipolo de la
molécula, que esta en funcidon del exceso de carga positiva en el &tomo de hidrégeno (H) y
del exceso de carga negativa en el atomo de oxigeno (O). La unién molecular cuenta con
una energia de 20 kJ mol-1. Panel B) comportamiento de moléculas de agua a temperaturas
de ebullicion (100°C) y fusién (0°C) en las cuales los puntos negros denotan los puentes de

hidrégeno.

Un aspecto a considerarse dentro de la fisiologia vegetal es la facultad que poseen las
moléculas de agua para desplazarse conocida como potencial hidrico (W), el cual es una
medida de la energia libre del agua en el sistema; la magnitud que rige los movimientos del
agua y que por convencion se ha usado para denotar el estado hidrico de la planta es el
potencial quimico (u), que es la variacion de la energia libre del agua en un punto en funcion
a variaciones de moles de agua que entran o salen de este punto en donde pardmetros

como presion y temperatura permanecen constantes (Azcén-Bieto y Talon 2008).
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Hecho que se concatena, desde la perspectiva celular con el flujo de agua. Prueba de ello
es el proceso de 6smosis en el cual se transporta el agua por el simplasto de las plantas
para mantener su contenido a nivel celular ya que en dos compartimientos con diferente
potencial hidrico, separados por una membrana semipermeable, el agua se desplaza desde
el compartimiento con un alto potencial hidrico hacia el de bajo potencial hidrico (Azcén-
Bieto y Talon 2008; Rodriguez-Pérez, 2006).

Ahora bien, las diferencias en potencial hidrico permiten que se lleven a cabo procesos
que promueve la homeostasis celular mediante el transporte de agua y otras moléculas
entre células, tejidos y 6rganos tales como aminoacidos, carbohidratos y/o iones a favor de
gradientes de potencial hidrico (Rodriguez-Pérez, 2006). A medida que se dan
fluctuaciones en el contenido de agua o de solutos, suceden cambios a nivel citosélico
debido a la concentracion de solutos, lo cual origina respuestas como el ajuste osmoético
asi como la osmorregulacion; el ajuste osmoético confiere una via de mantenimiento del
contenido de agua intracelular dado que la pérdida de agua incrementa la concentracion de

solutos en la célula (Azcén-Bieto y Talén 2008).

Otro aspecto a considerar en lo que a relaciones hidricas atafie es el conocimiento acerca
de las acuaporinas, proteinas de membrana de entre 21 a 34 kD; las cuales facilitan el
movimiento del agua entre membranas celulares. Se tratan de canales proteicos que
regulan la absorcion de agua al aumentar o disminuir el flujo hidrico por medio de

apertura/oclusiéon (Azcon-Bieto y Talén 2008; Chaumont & Tyerman, 2014).
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Figura 1.7 Movilizacion de moléculas de agua a través de la membrana. (Tomado
de Azcon-Bieto y Talon. 2008)
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En la figura se visualiza el paso de moléculas de agua a través de la membrana mediante
el proceso de difusion de individual de moléculas entre la bicapa lipidica, otro aspecto a
percibir es la difusion llevada a cabo mediante poros selectivos para moléculas de agua,

conocidas como acuaporinas (proteinas de membrana), (Azcon-Bieto y Talén 2008).

Acorde con las relaciones hidricas, cabe destacar que el agua circula entre dos puntos
siempre que el potencial termodinamico entre ellos sea distinto. El potencial hidrico
comprende al trabajo que habria que ejercer a una unidad de masa de agua ligada al suelo,
tejidos para transportarlos de ese estado de union a un estado de referencia
(correspondiente al agua pura) a misma temperatura y presion atmosférica (Azcon-Bieto y
Talén 2008). Ahora bien, existe una reciprocidad entre el potencial hidrico y potencial

quimico, que se representa por la siguiente ecuacion:

En donde:

Y: potencial hidrico de la muestra

M: potencial quimico del agua en la muestra
M°: potencial quimico de referencia del agua
V: volumen molar del agua

Como aspecto historiografico, el término “potencial” asi como la terminologia termodinamica
aplicada a plantas fuer propuesta por Tang y Wang (1941) unificandose hasta 1959; en
donde el potencial de presién es positivo y expresa la presion ejercida por el protoplasto
contra la pared celular lo cual cobra sentido ya que cuanto el agua entra en la célula,
aspectos como el volumen de vacuola aumenta ejerciendo presion sobre las paredes
(presion de turgencia); inmediatamente, se desarrolla de forma inversamente proporcional
una presion desde las paredes al interior de la célula denominada presion de pared, la cual
se comporta como una fuente de presién hidrostatica acrecentando el estado energético
del agua en la célula lo que representa, en su caso, el potencial de presion celular, el cual
toma valores positivos siempre y cuando la vacuola imprima presion sobre las paredes

adyacentes (Azcon-Bieto y Talén 2008).

Otro componente importante en la fisiologia de la célula es el potencial matrico, el cual es
negativo y enuncia el efecto de elementos como los microcapilares y las superficies de las
paredes asi como de componentes celulares en la retencion de agua, en donde este

potencial se genera debido a la incidencia de fuerzas que retienen moléculas de agua por
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efecto de la capilaridad, adsorcién asi como hidratacion en la matriz celular compuesta por
la pared celular y citoplasma; dado que las microfibras celulésicas crean intersticios en los
que moléculas de agua quedan retenidas y, en citoplasma, e agua es adsorbida en coloides

y macromoléculas (Azcon-Bieto y Talén 2008).

Dada la convencion de los términos, en determinado sistema, el potencial hidrico total es la
adicion algebraica de varios elementos tales como se muestran a continuacion
(Bustamante, 1986; Azcén-Bieto y Talon, 2008):

Y=Yp+W¥s+W¥Ym+Yg

En donde:

Wp: Potencial de presion que denota la diferencia en la presion hidrostética con la
referencia, pudiendo ser positivo 0 negativo.

Ws: Potencial osmético esta en funcion de solutos disueltos disminuyendo la energia libre
del agua tendiendo a ser siempre negativo

WYm: Potencial matrico, el cual resulta de la accién conjunta de fuerzas de adsorcién y
capilaridad, las cuales atraen y retienen agua en el suelo reduciendo su energia potencial
por debajo de la energia potencial del agua libre.

Wqg: Potencial gravitacional deriva de las diferencias de energia potencial debido a la
diferencia de altura con el nivel de referencia.

Siendo especificos, el potencial hidrico en las células vegetales estd mediado por el
potencial osmaético (Ws) y por el potencial de presion (Wp) en donde el Ws es negativo y
denota el efecto de los solutos en la disolucién celular; considerando una pared elastica, el
citoplasma con los organelos asi como la vacuola la cual contiene moléculas en disolucion
(azucares, iones, entre otros) y que puede ocupar un 80% del volumen total de la célula,
los intercambios de agua a nivel celular se rigen por la vacuola. El potencial osmético esta
en funcién de la concentracion de sustancias osméticamente activas en la vacuola el cual
es idéntico a la presion osmética del jugo vacuolar. En una célula vegetal Ws siempre
poseera valores negativos los cuales son mediados por el volumen celular, siendo proximas

a cero en células hidratadas contrastando con las deshidratadas.
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Figura 1.8 Desplazamiento compartimentado de moléculas de agua. (Tomado de Azcon-
Bieto y Talén. 2008)

En la figura se aprecia como los intercambios de agua celular estan controlados por
la vacuola, en donde el movimiento del agua entre los compartimentos de la célula
en agua pura con un W= 0, siendo el Ws de jugo vacuolar de -0.5 MPa. Panel a) se
aprecia una célula con un W=0 en condiciones normales; b) célula con ¥=-0.5MPa en

donde existe una presién considerable que modifica la morfologia vacuolar.
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1.2. 4 Relevancia del 4cido abscisico (ABA) en respuesta a estrés.

Identificada en la década de 1960 al realizarse estudios sobre la abscision de frutos y
dormancia de yemas en algodon, se aislé la molécula absicisina Il (UUU). El acido abscisico
(ABA) se ha asociado con aspectos la regulacion de crecimiento, dormancia de semillas,
germinacion, entre otros, asi como su respuesta ante estimulos ambientales como sequia,

salinidad, baja temperatura (Jordan y Casaretto, 2006)

Se conoce que ABA es sintetizado a través de la escision oxidativa de un 9-cis
epoxicarotenoide (C40) para producir xantoxina (C15) en los plastidios, posteriormente
sucede la conversion del intermediario xantoxina a ABA a través de la via ABA aldehido en
el citoplasma (Rai et al., 2011); la epoxidacion de zeaxantina y antraxantina (precursores 9-
cis- epoxicarotenoides) a violaxantinas es considerado el primer paso en la via biosintética
de ABA el cual es catalizado por una zeaxantina epoxidasa (ZEP); la violaxantina sufre una
modificacion mediante cis-isomerasas y sufre una conversion en 9-cis-epoxicarotenoide,
posteriormente la 9-cis-neoxantina es catalizada por la enzima 9-cis epoxicarotenoide
dioxigenasa (NCED) para producir un intermedio C15, llamado xantoxina la cual es enviada
al citosol donde es convertida en AB-aldehido por una alcohol deshidrogenasa/reductasa
de cadena corta (DEG), siendo el ultimo paso de la via que el ABA-aldehido es oxidado a
ABA por la enzima ABA-aldehido oxidasa (Rai et al., 2011).

Durante el crecimiento vegetativo, el ABA (acido abscisico) es la principal hormona que
confiere tolerancia al estés abittico, fundamentalmente a la salinidad y la sequia (Hossain
et al., 2010). ElI ABA se produce bajo condiciones de déficit de agua y juega un papel
importante en la respuesta al estrés y tolerancia de las plantas a la sequia y salinidad alta,
por lo cual la aplicacion exdgena de ABA induce un nimero de genes que responden a la

deshidratacion y el estrés por frio (Zhu, 2002; Shinozaki et al., 2003).

Se conoce gque la salinidad, asi como la sequia y las bajas temperaturas causan un
incremento en la biosintesis y acumulacion del ABA, pues activan genes que codifican para
las enzimas que participan en la biosintesis de esta hormona, las que pueden ser

catabolizadas al terminar el periodo estresante (Chavez y Gonzalez, 2009).

En condiciones de sequia, las concentraciones de ABA en la hojas se incrementan; este
incremento del ABA actiia como una molécula sefial que su traduccion de la sefial inicial se

amplifica hasta activar otra cascadas de sefializacion (Chavez y Ramirez 2010).
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La hormona ABA, posee la facultad de regular procesos que responden a estimulos
estresores como sequia, salinidad y bajas temperaturas. Durante la sequia, las alteraciones
de ABA en el transporte de iones en células guarda desencadena un cierre estomatico,
estrategia que reduce la pérdida de agua por transpiracién (Li et al., 2000). Procesos
mediado por los cambios en el potencial de membrana y flujo de iones, lo cual altera la

turgencia de las células oclusivas causando su cierre (Cutler et al., 2010).

En circunstancias de estrés osmatico, varios genes son activados mediando asi una
tolerancia a dicho escenario desfavorable, ademas de que existen cambios en los niveles
del ABA (Yoshida et al., 2014). Ahondando en la expresién génica en respuesta a estrés
del tipo osmotico, se ha demostrado que este se encuentra mediado por la via dependiente
e independiente de ABA en donde son activados ciertos factores de transcripcion;
(Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki, 2006).

De manera puntual, los elementos que desempefian un papel relevante en la via
dependiente de ABA son los que acttian en Cis, conocidos elementos de respuesta a ABA
(del acrénimo en inglés ABRE, ABA-responsive element), asi como factores de
transcripcion tipo AREB/ABFs (del acronimo en inglés ABRE-binding protein/ABRE-binding
factors). Por otra parte, en la via independiente de ABA, los elementos en Cis, tales como
los elementos responsivos a deshidratacion (DRE/CRT, del acrénimo en inglés dehydration-
responsive element/C-repeat) ademas de los factores de transcripcion DREB2 (del
acrénimo en inglés dehydration-responsive element/C-repeat-binding protein 2) (Yoshida et

al., 2014) son los principales factores.

21



CAPITULO |

1.3 Clasificacion Taxondmica de Saccharum officinarum L

La cafia de azucar (Saccharum officinarum L.) es una graminea perteneciente a la familia
Poaceae, por lo cual su apariencia general se asemeja otros tipos de pastos; siendo una
de las plantas de mayor eficiencia fotosintética. De crecimiento amacollado y de
propagacion vegetativa, la planta alcanza la madurez en aproximadamente 12 meses,
alcanzado 5 metros de altura y su didmetro varia entre los 2.5y 7.5 cm. Se pueden cosechar
entre cuatro y seis veces el mismo cultivo antes que la produccion comience a ser
insostenible (D'Hont et al.2008). Se trata de una especie que, al igual que las otros
representantes con metabolismo C4, se encuentran entre las mas importantes a nivel
mundial ya que proveen de materia prima al sector agricola, alimentario y bioenergético
(Rao et al., 2016).

Cuadro 1.2 Clasificacién taxondmica de Saccharum officinarum L. (Tomado y adaptado
de Bertoncini et al., 2006).

Reino Plantae

Division Magnoliophyta
Clase Liliopsida
Orden Poales

Familia Poaceae
Tribu Andropogoneae

Género Saccharum

Especie S. officinarum
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1.3.1 Importancia econémica

En términos de produccion mundial, nuestro pais se ubica en la sexta posicion con 6.1
millones de toneladas durante la zafra 2015-2016 (véase figura |. V) las cuales fueron
producidas en una extension de 778,930 ha (CONADESUCA, 2016). En este contexto, la
agroindustria azucarera representa el 0.5% del Producto Interno Bruto (PIB), 2.5% del
sector manufacturero y cerca del 11.5% del sector primario suministrando de empleo a
tiempo completo y temporalmente a cerca de 2.2 millones de personas (Aguilar-Rivera, et
al., 2016; Senties-Herrera et al., 2014)

PRODUCCION MUNDIAL DE AZUCAR, CICLO 2015-2016.
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Figura 1.9 Produccion mundial de cafia de azlcar en el ciclo 2015-2016. Iso. Quarterly
Market Outlook —May 2016; para México: CONADESUCA. Balance estimado 2015/2016.
(Tomado de: http://www.gob.mx/conadesuca).

En la figura se enlistan los principales paises productores de cafia de azlGcar en donde se
visualizan en forma de barras de color verde la produccién y en barras de color rojo el

consumo, ambos datos son en millones de toneladas (MT).

El cultivo de cafia de azucar es de importancia a nivel nacional ya que genera una derrama
econOmica en 227 municipios de 15 estados de la republica, dicha actividad se desarrolla
en 664 mil hectéreas que dan suministro a 57 ingenios azucareros (Senties-Herrera et al.,

2014); no obstante, las consecuencias del cambio climatico originaran sequias fuertes y

23



oo

CAPITULO |

prolongadas, con lo cual se pronostica un entorno adverso para la produccién mundial de
este cultivar (Cha-um and Kirdmanee, 2008; Zhao and Li, 2015). Tomando como
antecedentes que nuestro pais ha sufrido los embates de sequias viéndose afectadas
grandes extensiones agricolas y comunidades rurales desestabilizando la economia local
y nacional (Ortega-Gaucin et al., 2016); por lo cual es necesaria la generacion de

conocimiento para hacer frente a tales amenazas.

En este sentido el cultivo de cafia de azlUcar es afectado por estreses abidticos tales como
la sequia, la cual es el mayor limitante para la produccién a nivel mundial (Tammisola,
2010). Proyecciones acerca del impacto que tendra la sequia, sefialan un déficit en la
produccién por arriba del 25% para el afio 2080 de no adoptarse politicas y estrategias para
sortear los efectos de la sequia, (Moyer, 2010; Esperon-Rodriguez et al., 2016).
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Figura 1.10 Regiones Cafieras de México. CONADESUCA 2016 en: http://www.gob.mx/conadesuca).

Se ilustran en funcién de su ubicacion en el territorio nacional, las zonas productoras que
van desde la zona sureste que comprende los estados de Quintana Roo, Campeche,
Tabasco y Chiapas en coloracién verde, pasando por la region Cérdoba-Golfo de coloracién

ocre, que incluye el estado de Oaxaca asi como parte del estado del estado de Veracruz,
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en especifico la zona de Cérdoba; la regidn Papaloapan-Golfo que esta representada por
la parte centro-sur del estado de Veracruz; la region centro que esta etiquetada de color
rosa que incluye el estado de Puebla asi como la zona central del estado de Veracruz, la
cual da paso a la region noreste, de color marron, que esta representada por el norte de

Veracruz, y los estado de Tamaulipas y San Luis Potosi.

La region pacifico, en tonalidad aguamarina, se halla representada por los estados de
Michoacan, Jalisco y Colima. La regién norte esta representada por los estados de Sinaloa
y Nayarit en color amarillo.
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1.3.2 Cultivo in vitro en cafia de azlcar

Ademas de lo antes mencionado, para enfrentar estos escenarios adversos es necesario
implementar, como se menciond en lineas anteriores, conocimiento y técnicas que permitan
salvaguardar o incrementar la produccién de la industria azucarera, siendo el manejo y
conservacion de recursos fitogenéticos de cafia de azlucar (Saccharum sp.) la piedra
angular para la creacion, implementacion y desarrollo de programas de mejoramiento
genético (Flores, 2001), de tal forma que el cultivo de tejidos vegetales permite la
consecucion de tal fin (Pence et al., 2002).

En ese sentido, existen trabajos relacionados con el cultivo in vitro de cafia de azlcar de
variedades de importancia hacional como el de Rangel Estrada et al., 2016; desarrollando
protocolos de micropropagacion via organogénesis directa de las variedades ITV 92-1424,
Laica 82-2220 y Q28-2. Por otra parte, Bello-Bello et al., 2014, consiguid la conservacion
fitogenética a través de paclobutrazol, compuesto quimico perteneciente al grupo de los
triazoles, el cual retarda el crecimiento vegetal al bloquear la sintesis de acido giberélico.

Figura 1.11 Plantulas de cafia de azlicar obtenidas por cultivo in vitro. A) Aclimatacién; B)

Trasplante en campo. Tomada de Bello-Bello et al., 2014

En la imagen se visualizan vitroplantas en su estado de aclimatacion ex vitro asi como el
porte y crecimiento de éstas respecto a su trasplante en campo y condiciones reales en

donde se aprecia su desarrollo.
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Actualmente, se cuentan con investigaciones que versan acerca de los genes en respuesta
a factores abioticos tales como la sequia, los cuales se enfocan a nivel tejido especifico en
hojas (Lembke et al., 2012; Li et al., 2016; Rocha et al., 2007; Rodrigues et al., 2011,
Rodrigues et al., 2009); sustancialmente, con el uso e implementacion de metodologias
novedosas se han podido identificar genes en respuesta a estrés por sequia, los cuales se
han usado para mejorar la tolerancia ante estrés para asi aumentar la productividad del
cultivo (Begcy et al., 2012).
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1.3.4 Sobre laimplementacién de herramientas transcriptomicas en plantas

Las plantas tienen una rica complejidad y diversidad bioquimica; con la deduccién de vias
bioguimicas usando enfoques genémicos en donde los genes, genomas y/o transcriptomas
son examinados y relacionados filogenéticamente para revelar secuencias conservadas y
asociadas con fenotipos diferenciados incluyendo metabolitos; aunado a esto, la anotacién
funcional, perfiles de expresién y filogenia, pueden brindar informacién en cuanto a la
evolucién de rutas bioquimicas y sus metabolitos derivados entre reinos vegetales
(Goéngora y Buell, 2013), ya que con el surgimiento de las herramientas de secuenciacién

masiva, se hizo mas asequible el trabajar con plantas no modelo, como S. officinarum L.

Ahora bien, se entiende por transcriptoma al conjunto completo o total de las transcripciones
de una célula (Nagalakshmi et al., 2010); y por otra parte, se define como transcriptomica
al estudio del transcriptoma de una célula, células o un organismo (Morozova et al., 2009).
En retrospectiva, se han desarrollado tecnologias que permitan la caracterizacion de
transcriptomas, tales tecnologias varian desde la secuenciacion tipo Sanger hasta los

microarreglos (Nagalakshmi et al., 2010)

Con lallegada de las tecnologias de secuenciacion de alto rendimiento, se ha revolucionado
el analisis de transcriptomas (Morozova-Marra, 2008), en donde el método RNA-Seq echa
mano de la tecnologia de secuenciacion de nueva generacion (Next Generation
Sequencing) para secuenciar ADN a partir de ARNm, con altos rendimientos. RNA-Seq
ofrece un panorama global de la estructura transcripcional asi como de los niveles de

expresion de los transcritos (Nagalakshmi, et al. 2008; Wang et al., 2009).

Hoy por hoy, las tecnologias de secuenciacién de nueva generacion, por ser ya asequibles
y por los datos generados, ofertan el realizar un transcriptoma de novo de un organismo
aun sin contar con un genoma de referencia, siendo llluminaR la plataforma mas usada en

funcion de la calidad, cantidad y costos (Bankar et al., 2015).
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Figura 1.12 Diagrama de flujo de pasos implicitos en método RNA-seq. Tomado y modificado
de (Nagalakshmi et al., 2010)

Al presente, existen dos formas en lo que respecta al ensamblado de secuencias:

1) Ensamblado de novo: intenta reconstruir la secuencia de ADN completa a partir de
las lecturas sin ningan tipo de conocimiento previo sobre el genoma a ensamblar,
en llanas palabras carece de genoma de referencia. Busca lecturas cuyo final
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coincida con el principio de otra de tal manera que se puedan parear para formar
fragmentos mayores hasta completar el genoma.

2) Ensamblado comparativo: se basa en un genoma secuenciado con antelacion,
(genoma de referencia) que se supone sea similar al que se quiere ensamblar. El
mecanismo basico trata de colocar cada una de las lecturas en la posicién adecuada
utilizando el genoma referenciado como guia.

Cabe sefialar que en el ensamblado de novo, los algoritmos se agrupan en tres categorias:
Overlap-Layout-Consensus (OLC), grafos de Brujin (DBG) y los grafos greedy que pueden
usar OLC o DBG. Grosso modo, para realizar un andlisis transcriptémico se parte de la
obtencion de RNA a partir de tejidos y/o tratamientos, posteriormente se hace la agrupacion
de los tejidos (hojas, raices, tallos, flores, frutos, etc.,) los cuales seran usados para crear
la referencia de la biblioteca de ADNCc.

Las bibliotecas son secuenciadas usando lecturas cortas en plataformas de secuenciacion

de préxima generacion (NGS). La biblioteca de ADNc se secuencia en el modo de extremos
pareado (Paired End), siendo que las bibliotecas experimentales son secuenciadas por
anico extremo (Single End). Las lecturas son luego procesadas por su calidad. Un inicial
ensamble de novo es hecho Unicamente usando las lecturas de las lecturas de la biblioteca
de referencia (PE). Un genoma artificial se puede construir de novo a partir de la unién de
las transcripciones representativos (las isoformas de mayor longitud dentro de cada locus)
en un genoma artificial; para filtrar secuencias redundantes, las lecturas del tipo SE de
bibliotecas experimentales se mapean con respecto a la pseudomolécula usando TopHat
(Trapnell et al., 2009).

Las nueva lecturas del tipo SE (secuencias no mapeadas) son recopiladas, siendo incluidas
dentro de un segundo ensamble final por el ensamble de ambos extremos pareados y las
lecturas cortas no mapeadas del tipo SE. La abundancia de la expresién de bibliotecas
experimentales individuales son calculadas por el mapeo de las lecturas del tipo SE usando
TopHat al genoma artificial, se cuantifica la abundancia de expresion usando Cufflinks
(Trapnell et al., 2010). Las abundancias de expresion son expresadas en valores FPKM

(Fragmento por kilobase por millén de lecturas pareadas).

La anotacion funcional es asignada a los transcritos en el ensamble de novo por similitud
de secuencias a través de busquedas en BLAST (Altshul, 1990) contra UniRef (Base de
datos referenciada) (Huang et al., 2007) (Finn et al., 2008).
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1.3.5 Sobre algunos estudios de gendmica funcional en Saccharum officinarum L.

En virtud de los efectos de estreses abidticos en la agricultura en lo que respecta a
produccion (Rodriguez et al., 2006) cafia de azlcar se ve afectada mostrando un retraso
su crecimiento de alrededor del 50%. Para mantener y asegurar la produccién de éste
cultivar es necesario hacer frente a desafios como tolerancia a estreses bi6ticos y abiéticos
asi como manejo de nutrientes siendo necesarios la integracion de métodos de
mejoramiento convencionales con métodos biotecnolégicos para superar limitaciones
(Suprasanna et al., 2011). Razoén por la cual es necesario hallar y estudiar sobre genes en
cafa de azUcar asociados con rasgos tales como la acumulacién de sacarosa, rendimiento
de biomasa y aquellos que confieren tolerancia ante los diferentes tipos de estreses,
investigaciones que subyacen principalmente en estudios transcriptémicos (Mishra, Tuteja,
& Tuteja, 2006). Actualmente se tiene la necesidad de desarrollar variedades tolerantes a

sequia que posean un consumo eficiente de agua futuro (Prabu y Kawar, 2011).

En cafia de azlcar se han llevado a cabo trabajos encaminados a mejorar esta especie con
miras a incrementar la producciéon en términos de cantidad y rendimiento de biomasa, crear
cultivares tolerantes diversos tipos de estrés, entre otros. En ese sentido, se han usado
EST (Expressed sequence tag), marcadores de secuencia expresada que basicamente son
subsecuencias de una secuencia nucleotidica transcrita. Por ejemplo, la coleccién de EST
derivada del proyecto SUCEST consta de 237,954 EST’s los cuales fueron reorganizados
en 43,141 transcritos putativos, de tal manera que han sido referidos como secuencias
ensambladas de cafia de azucar (SAS’s) (Vettore et al., 2003). Posteriormente se llevé a
cabo una organizacion minuciosa de los genes en categorias funcionales tales como:
componentes de transduccién de sefiales, regulacién de la expresion génica, desarrollo,
respuesta a estrés bibtico y abiotico, metabolismo, entre otros (Vettore et al., 2003); lo cual
representd la base para la investigacion desde la perspectiva de la genémica funcional
(Menossi, et al., 2008).

Estudios realizados con tecnologias tales como macro y microarreglos han sido usados
para la identificacién de genes expresados especificamente en tallos, en respuesta ante
enfermedades y aquellos involucrados en metabolismo de carbohidratos (Casu et al., 2005;
Grivet et al., 2001; Ulian 2000,): asi como en el caso de Papini-Terzi et al., 2009 en donde

relizaron la evaluacion de treinta genes en genotipos con diferentes niveles de grados Brix.
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Bajo el enfoque tipo EST (Expressed Sequence Tag), mejor conocido como marcador de
secuencia expresada, que no es mas que una pequefia subsecuencia de una secuencia
nucleotidica transcrita (que puede codificar o no para una proteina), el cual se puede utilizar
para la identificacion y descubrimiento de genes asi como para la determinacion de
secuencias de interés (Kerlavage, 1991), se han realizado trabajos que han contribuido al
descubrimiento de genes de importancia (Prabu-Kawar, 2011), otros trabajos que atafien al
estudio de librerias de EST de secuencias tejido-especifico de variedades subtropicales de
cafia (cv Cos 767) se hallaron 25 grupos relacionados con estrés hidrico mostraron dos
veces mayor expresion relativa durante 9 horas ante deshidratacion (Gupta, et al 2010).

Ademas, se ha logrado la identificacion y caracterizacion de un gene que codifica para la
expresion de una proteina inducible en respuesta a sequia (Sugiharto et al., 2002), asi como
el andlisis de la integracién de transgene especifico, asi como la seleccién de genes de
referencia en cafia de azlcar, aunado a la validacion de nuevos genes de referencia por
RT-gPCR (Lane, et al.,2011), ademas se reportd la evaluacion de perfiles de expresion de
1,545 genes en plantas expuestas a sequia, carencia de fosfato, metil jasmonato, acido
abscisico herbivoria, y ante exposicion de bacterias endéfitas fijadoras de nitrégeno (Rocha
et al., 2007), aunado a lo antes descrito, 1670 genes se expresaron diferencialmente en

plantas de cafia expuestas a estrés hidrico (Rodrigues et al., 2011).

Actualmente, se ha reportado un ensamble de novo de 6 genotipos con caracteristicas
agronémicas importantes usando la tecnologia RNA-seq y la plataforma lllumina® , trabajo
en el cual se hallaron 400 millones de lecturas las cuales fueron ensambladas en72,269

unigenes (Cardoso-Silva et al., 2014).
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JUSTIFICACION

Dada la explosién demogréfica y el calentamiento global, es un reto y necesidad el lograr
una produccién agricola sustentable (Brown 2008; Turner et al.,, 2009), siendo una
alternativa el aumentar el rendimiento de especies vegetales cultivables mediante el disefio
de variedades mejoradas a través de la comprensién molecular de aspectos tales como
genes, genomas, redes reguladoras inherentes al crecimiento, desarrollo y/o tolerancia ante
estrés abidtico (Takeda y Matsuoka 2008).

El cultivo de cafia de azucar (S. officinarum L.) se encuentra expuesto a diferentes tipos de
estreses ambientales que afectan su metabolismo y crecimiento impactando directamente
en su produccion. Una de las estrategias para hacer frente a estos problemas agricolas
subyace en hallar genes con potencial biotecnolégico, motivo por el cual se pretende lograr
esto con un ensamble de novo de la variedad MEX 69-290 echando mano de la tecnologia
RNA-Seq (RNA Sequencing).

El analisis del transcriptoma aportara conocimientos acerca de aspectos moleculares y
fisiol6gicos en cafia de azUcar en respuesta al estrés osmatico, razén por la cual, se espera
gue éste trabajo provea de recursos integrales para la identificacion de nuevos genes

candidatos con amplio potencial que confieran tolerancia ante estrés osmatico.
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HIPOTESIS
El analisis transcriptomico asi como los estudios fisiolégicos en plantas cultivadas in vitro y

sometidas a estrés osmatico permiten conocer las rutas, redes moleculares asi como la

respuesta fenotipica en este cultivo.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar el transcriptoma de plantas cultivadas in vitro de Saccharum officinarum L. cv

mex 69290 sometidas a estrés osmatico.

Objetivos especificos

Evaluar parametros bioquimicos (contenido de prolina) y fisiolégicos (contenido relativo de
agua, eficiencia fotosintética, tasa de transpiracion, potencial osmotico) de las vitroplantas

de cafia de azUlcar en estrés osmatico.

Generacion y ensamble de un transcriptoma de cafia de azUcar.

Identificar transcritos diferenciales de manera masiva mediante el analisis bioinformatico

del transcriptoma.

Cuantificar cambios en la expresion de ciertos genes bajo condiciones de estrés mediante
RT-gPCR.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para lograr el cumplimiento de los objetivos, se realizé el disefio experimental como a
continuacion en tres partes con la finalidad de esquematizar de manera simplista los

principales pasos realizados durante la investigacion (figura 2.5).

1.- En la primera parte echamos mano vitroplantas de la variedad MEX 69290 de
aproximadamente 3 meses de edad, sembrandose 8 vitroplantas en cajas magenta con 50
mL de medio MS liquido (Murashige y Skoog, 1962) adicionadas con PEG 8000 (Sigma-
Aldrich) el cual se ajust6 a un potencial osmotico a -4.5 MPa que contenia algodén estéril
como una matriz que permitiera a las plantas permanecer erectas por periodos de 24 a 72
horas bajo estrés osmoético. Al final de cada tratamiento, se realizaron mediciones de
pardmetros fisiolégicos, tales como la tasa de la eficiencia fotosintética; tasa de
transpiracion, contenido relativo de agua, potencial osmatico y, finalmente, la cuantificaciéon

de prolina como un indicador bioquimico de respuesta ante estrés. (Véase seccion 11.3)

2.- Para la segunda seccion, se realizé la extraccién de ARN total, para las bibliotecas asi

como para la realizacion de la validacion por RT-gPCR. (Véase seccién I1.3).

3.-En la tercera seccion concerniente a la validacion del transcriptoma, se seleccionaron 5
unigenes al azar (SWT6a, NAC025, STK, ABIP3 y PIP2) los cuales fueron probados por
RT-gPCR. (Véase seccion 11.3).
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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Figura 1.13 Esquematizacion de la estrategia experimental general.

Se partira inicialmente de vitroplantas sometidas a gradiente de estrés a las cuales se les
haran mediciones fisiolégicas, de tal forma que después de realizar la fenotipificacion se
realizara la extraccion de ARN para realizar el proceso de secuenciacion. Posteriormente
se llevard a cabo el analisis transcriptémico para luego hacer una correlacion de los datos
obtenidos a partir de la anotacion del transcriptoma. Finalmente se realizara la validacion

de los datos mediante el andlisis de la expresion génica por RT-qPCR.
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CAPITULO Il ANALISIS DE LAS RESPUESTAS FISIOLOGICAS Y BIOQUIMICAS
DE Saccharum officinarum L. SOMETIDAS A ESTRES OSMOTICO

2.1 INTRODUCCION

Constantemente las plantas se hallan en entornos cambiantes en donde el estudio de las
respuestas ante diferentes escenarios como lo son la salinidad y la sequia son necesarios
dado que afectan el desarrollo y de especies de importancia econémica. Reportes indican
la afectacion de estos estreses en tierras arables en un 10% aproximadamente, de tal forma
gue en algunos casos se ha cuantificado la afectacion en un 50% en ciertos cultivos.
(Bartels y Sunkar, 2005). De ahi la necesidad de entender las respuestas que acompafian

al proceso de adaptacion y tolerancia ante escenarios adversos.

Las respuestas morfolégicas de las plantas en respuesta a estrés abibtico son diversas
como el cierre de estomas, reduccion de crecimiento, (Medeiros et al., 2013), perdida de
turgencia (Hayat et al., 2012), perdida del contenido relativo de agua (Pandey y Agarwal,
1998). Dichas respuestas estan en funcién de reacciones a nivel bioquimico que median la
expresion génica. Por ello, el realizar un reconocimiento del fenotipo sometido a estrés,
permitira llevar a cabo una correlacion con datos bioquimicos y moleculares permitiendo
asi la identificacién de respuestas de manera por parte de la planta de una manera
integrativa.

Por ende, en el presente apartado se pretende dilucidar las respuestas a nivel fenotipico,
fisiologico y bioquimico de las plantas expuestas a estrés mediante el uso de herramientas

y técnicas que permitirdn correlacionar los datos con las respuestas moleculares.
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2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 Material biol6gico

Para la realizacion de éste apartado, se utilizaron vitroplantas de la variedad MEX 69290
de aproximadamente 3 meses de edad, las cuales fueron resembradas en medio MS liquido
(Murashige y Skoog, 1962) adicionadas con PEG 8000 (Sigma-Aldrich) ajustando el
potencial osmotico a -4.5 MPa que contenia algoddn estéril como una matriz que permitiera
a las plantas permanecer erectas. Cabe resaltar que se colocaron 8 vitroplantas en cada
magenta, de tal forma que cada tratamiento constaba de 3 cajas magentas, los cuales
variaron en funcién del tiempo de exposicién al medio con PEG 8000, partiendo de 0, 24,

48 y 72 horas respectivamente.

2.2.2 Mediciones fisioldgicas y bioquimicas en vitroplantas de S. officinarum L.
sometidas a estrés osmaotico

Para obtener informacion acerca de las respuestas fisiolégicas de las vitroplantas en
respuesta a estrés osmoético, se realizaron mediciones de parametros fisioldgicos, tales
como la tasa de la eficiencia fotosintética; tasa de transpiracion, contenido relativo de agua,
potencial osmético y, finalmente, la cuantificacion de prolina como un indicador bioguimico

de respuesta ante estrés.

2.2.3 Medicién de tasa fotosintética neta y de tasa de transpiracion

La tasa fotosintética neta fue determinada usando un sistema portable de fotosintesis (Li-
6400, Lincoln, Nebraska, USA), usando tres muestras biolégicas por cada tratamiento, las
lecturas fueron determinadas durante los primeros 60 segundos de haber cerrado la

camara.

2.2.4 Relaciones hidricas

A lo largo del tratamiento de estrés osmotico, el estado de agua de la planta se determind
midiendo el potencial osmotico (W) de hojas expandidas de vitroplantas, usando un
psicrometro (HR-33T, Dew point, microvoltimetro, con cadmaras del tipo c-52; Wescor,
Logan, Utha, USA). Por otro lado, el contenido relativo de agua en hojas fue realizado con

base a mejoras realizadas por lo reportado por Barrs et al 1962.
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2.2.5 Software y paquete estadistico

Para proveer de soporte estadistico al presente trabajo, se realiz6 para cada tratamiento,
la prueba HSD de Tuckey (Diferencia de Significancia Honesta; p<0.05) usando el software
STATGRAPHICS Centurion XVI.I, siendo que para el disefio y creacién de los gréficos se

utilizé el software SigmaPlot 11.0

2.2.6 Determinacion del contenido de prolina

El contenido de prolina en hojas y raices fue realizado, de acuerdo con el protocolo
reportado por Gibon et al (2000) con ciertas modificaciones. Brevemente se pesaron 50 mg
de tejido macerado (hoja y raiz) fueron colocados respectivamente dentro de tubos
eppendorf con 500 uL de etanol al 70% (v/v), después fueron centrifugados a 14,000 rpm
durante 5 minutos a 4°C, después. A 50 pL el sobrenadante se le agregaron 100 uL de
solucién de ninhidrina 1% (v/v) en 60% (v/v) de acido acético. Después de homogenizar, la
mezcla fue llevada a 95°C durante 20 minutos (bafio térmico), posteriormente, las muestras
se dejaron enfriar en hielo para luego centrifugarse a 2,500 rpm durante 1 minuto a 4°C,
finalmente y después de la separacién de fases usando tolueno, se midié la absorbancia a
520 nm.
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2.3 RESULTADOS

2.3.1 Fenotipificacion y medicién de parametros fisiolégicos y bioquimicos de
vitroplantas de S. officinarum L bajo condiciones de estrés osmético

Como parte medular de la investigacion, se realizé la fenotipificacion de vitroplantas con el
agente estresante PEG 8000. Posteriormente se llevaron a cabo las pruebas fisiol6gicas y
bioguimicas para después, realizar la extraccibn de ARN total en hojas y raices. Estas
actividades se llevaron a cabo estudiar, desde la perspectiva fisiolégica y bioquimica, el

comportamiento de vitroplantas de cafia en condiciones estresantes.

Como parte del proceso de fenotipificacion, se visualizé que las vitroplantas sometidas a
estrés por 24 horas presentaba un encogimiento leve de las hojas pero no asi de la zona
radicular. A las 48 horas el dafio era ya considerable dado que el tallo y raices presentaban
signos de necrosis asi como de un leve atisbo de clorosis a la altura de los épices foliares.
A las 72 horas de exposicidn a estrés, las vitroplantas habian perdido considerablemente
la turgencia al caer en un punto irreversible de marchitez aprecidndose una clorosis muy
marcada a la altura de los primordios foliares ademas de cierto grado de necrosis en la
seccidn basal pseudotallo. Otro aspecto notable estriba en el dafio a la radicula, la cual se

apreciaba marchitado.

Cabe resaltar zonas de la planta como radicula, seccion basal del pseudotallo asi como los
apices, presentaban pérdida de turgencia, cambios de coloracion, y en el caso de raices,
un cambio en el volumen de la corona. Presumiblemente debido a reacciones del tipo
fisioldgico-bioguimico empefiadas en para recuperar la homeostasis celular. Las reacciones
abarcan cambios que median la apertura y cierre de estomas, intercambio gaseoso, el
contenido relativo de agua dentro de los tejidos asi como la sintesis de osmolitos

compatibles para la restauracion de la turgencia celular.
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Figura 2 Fenotipificacién de vitroplantas sometidas a estrés osmaético.

Se visualiza el fenotipo de plantas sometidas a estrés osmético. En el panel a) se aprecian
las vitroplantas que pertenecen al grupo testigo; panel b) vitroplantas sometidas a 24 horas
en medio con agente estresante; c) vitroplantas a 48 horas imposiciébn a estrés; d)

vitroplantas a 72 horas de imposicion a estrés, nétese zonas de hoja y raiz.
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2.3.2 Cuantificacién de prolina como parametro bioquimicos en vitroplantas de S.
officinarum L bajo condiciones de estrés osmaotico

Como pardmetro bioquimico se realiz6 la cuantificacion de prolina, un aminoacido
sintetizado por las plantas en respuesta al estrés para llevar a cabo el ajuste osmético en

las células.
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Figura 2.1 Cuantificacion de prolina (Pro) en tejidos de cafia de azlcar.

La concentracion de prolina se determiné en hojas y raices. De acurdo con los resultados,
se observd que la concentracion de este aminoacido aumenté en ambos tejidos a las 48 y
72 horas pero en diferente magnitud. En el tejido de hoja, se observé un incremento del
44.4% ya que aumentd 3.5 nmol por mg?! de peso fresco hasta 6 nmol en 72 horas de
exposicion. Por otra parte, a pesar de que no hubieron diferencias significativas a las 0 y 24
horas, se hallé6 un aumento del 47.48% y 79.05% a las 48 y 72 respectivamente en las
raices al compararse con el control. Cabe sefialar que normalizamos y presentamos los

datos con respecto al control.
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2.3.3 Evaluacion de parametros fisiol6gicos de vitroplantas en S. officinarum L bajo
condiciones de estrés osmotico

Con la finalidad de ahondar en algunos de los procesos fisioldgicos en respuesta a estrés,
se llevaron a cabo las siguientes mediciones de la tasa neta de la asimilacién de
fotosintesis, tasa de transpiracion, contenido relativo de agua y potencial osmdtico, los
cuales arrojaron los siguientes resultados ilustrados en la imagen.
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Figura 2.2 Mediciones fisiolégicas. a) Eficiencia fotosintética; b) Tasa de Transpiracion; c)
Contenido relativo de agua y d) Potencial Osmatico
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Los paneles indican el resultado de cada una de las mediciones a parametros fisioldgicos.
De izquierda a derecha en la parte superior: @) la tasa neta de la asimilacion de fotosintesis;

b) tasa de transpiracién, c) contenido relativo de agua; d) potencial osmotico.

Integrando la informacion obtenida de las mediciones fisioldgicas, se observa una
correlacion entre la respuesta fenotipica observada y la respuesta fisiolégica y bioquimica
de cafia de azUcar. En el caso del contenido relativo de agua en hojas que el
comportamiento del grafico denota una pérdida gradual en el contenido intracelular de agua
en el tejido; no obstante, no se presentaron diferencias estadisticas significativas a las 24 y
48 horas, respectivamente, al compararse con las 0 horas, también se aprecié una perdida
en el contenido de agua de aproximadamente 31.5% a las 72 horas respecto al control, lo

cual indica que a éste punto era notorio una pérdida de turgencia celular.

En el caso de la determinacion del potencial osmético, se visualiz6 un comportamiento que
tendia a decrecer en funcién del tiempo de exposicion ya que a las 48 y 72 horas decae un
50% respecto al control, lo cual se vincula al comportamiento del contenido relativo de agua,
al menos a las 72 horas, y con la sintesis de osmolitos compatibles, como prolina, lo cual
denota un aumento en su biosintesis y acumulacion en aras del ajuste osmotico, el cual es

apreciado en la gréfica y descrito en su gréfica correspondiente.

En el caso de la eficiencia fotosintética, se observé que a 48 y 72 horas se presentan
diferencias significativas dado que hay una reduccion del 62.7% y 76% respectivamente o
cual apunta a un posible dafio a la maquinaria fotosintética. Esto cobra sentido al
correlacionarse con la tasa de transpiracion la cual tiende a decrecer en funcién del tiempo
de estrés, a las 48 y 72 horas se redujo en un 30% y 39% respectivamente al compararse

con el control. Esto indica un posible cierre de estomas.
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2.4 DISCUSION

Se sabe que ante estrés hidrico, las reacciones de la planta difieren significativamente en
varios niveles de organizacién (fisioldégicos, biogquimicos, moleculares) en funcién de la
duracién del estrés asi como del estadio fenoldgico de la planta y de su especie (Shao et
al, 2008). De manera puntual, la perdida de la actividad metabdlica ocurre en presencia de
condiciones adversas, dado que durante el desarrollo del sistema radical se incrementa el
consumo de agua y permite mantener la presion osmdética a través de la sintesis de
osmolitos, como prolina (Shao et al, 2008). Esto se relaciona con lo hallado en el
experimento para cuantificar el contenido de prolina dado que en tejido de raiz se hall6 una
mayor concentraciéon de ésta molécula por estar en contacto directo con el agente

estresante.

Como se habia mencionado anteriormente, PEG se ha empleado como agente que induce
estrés por déficit hidrico en varias especies de plantas, (Castro Montes 2008), siendo que
en arroz, el uso de PEG mas NaCl disminuye la toxicidad de la sal en las plantulas y por lo
tanto reduce su tasa de muerte, ya que dicho agente estresante reduce el transporte de
Na*, K* y CI hacia el interior del tejido (Yeo y Flowers, 1984). En ésta misma especie, el
estrés inducido por PEG causa la acumulacion de prolina en el vastago y reduce la actividad
de la enzima nitrato reductasa en las plantas (Pandey y Agarwal, 1998).

Hubiese sido bastante enriquecedor el realizar ain més pruebas bioquimicas para hallar
las enzimas implicadas en el proceso de ajuste osmético dado que Boaretto et al., 2014,
analizando bioquimicamente las respuestas del sistema antioxidante de un cultivar tolerante
a sequia contrastandolo con una variedad comercial, hall6é que la actividad de la isoenzima
superéxido dismutasa (SOD) (Cu/Zn-SOD-VI), glutation reductasa (GR) y catalasa (CAT)

mostraron actividad implicada en la respuesta ante déficit hidrico.

Si bien es cierto que las expresiones de respuesta y susceptibilidad por parte de la planta
no ocurren en el mismo orden, lo cual depende de la especie, variedad y/o estadio
fenoldgico del organismo, una de las evidencias fisioldgicas estriba en modificar el proceso
fotosintético (Chaves et al., 2009) dado que se da un proceso de fotoinhibicién el cual

incluye inactivacion y dafio irreversible al fotosistema Il (PSII) (Li et al., 2016).
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Por otro lado, la degradacion de clorofila en cafia de azlUcar expuesta a estrés osmaético
puede incidir fatidicamente en la capacidad fotosintética, especialmente al nivel del
complejo del PSIl (Cha-Um y Kirdmanee, 2008), lo cual concuerda con lo antes mencionado
dado que el comportamiento en el grafico tiende a decrecer en funcion del tiempo de
exposicion, lo que lleva a suponer un dafio categérico al complejo proteico de los
fotosistemas. Otro aspecto a remarcar es el que concierne a la acumulacion de prolina, la
cual ha sido empleada como un indicador para la caracterizacion de genotipos tolerantes a
estrés en cafia de azUcar (Errabii et al., 2006; Queiroz et al., 2011); los osmolitos
compatibles desempefian un papel importante dado que protegen a las células contra los
altos niveles de especies reactivas de oxigeno acumuladas en eventos de estrés, el
aminoacido prolina se acumula en el citosol y vacuola durante el estrés (Hrishikesh
Upadhyaya et al., 2013), Otro aspecto a remarcar subyace en la capacidad que tiene para
proteger la eficiencia del fotosistema Il previniendo la peroxidacién lipidica durante el estrés

osmdético desencadenado por sequia (Molinari et al., 2007).

Los resultados obtenidos, en lo que comprende a la cuantificacién en hoja son equiparables
con el comportamiento del gréfico reportado por Molinari et al.,, 2007 dado que el
comportamiento aumenta en funcion del tiempo de exposicién al estrés, en este caso déficit
hidrico; no obstante, en aquel trabajo reportan que el contenido de prolina las plantas
transgénicas que sobre expresaron el gene que codifica para la enzima P5CS, no resultaron

en un ajuste osmatico reportado en otras especies.

En el trabajo realizado por Cha Um y Kirdmanee, 2008, analizaron aspectos fisiol6gicos y
bioguimicos ligados al estrés osmético ocasionado por manitol, en dicha investigacion
hallaron que el contenido de prolina incrementé en funcién del aumento en la concentracion
del agente estresante, la cual alcanz6 su maximo a los 300 mM de manitol siendo que de
manera inversa, aspectos fisioldgicos tales como la eficiencia en el uso del agua,
degradacion de clorofila asi como la sintesis y acumulacion de sus tipos, a y b

respectivamente asi como el contenido total de carotenoides.

Abbas et al., (2014) lleg6 a la conclusion de que los cambios inducidos por el estrés por
sequia son reversibles a nivel celular en la cafia de azucar; dado que su concentracion
maxima de PEG fue de 12.5%, sus resultados discrepan de los nuestros debido a un
aumento en la concentracién de PEG. Otro aspecto diferente que notamos respecto a

trabajos con vitroplantas fue el hallado por (Suriyan y Chalermpol, 2009) dado que
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encontraron un aumento considerable de prolina en vitroplantas a nivel de hojas cuando al
medio de cultivo se le suplementdé con manitol y NaCl siendo que nosotros hallamos un

aumento sustancial en raiz respecto a tejido de hoja.
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2.5 CONCLUSIONES

Con base a las caracteristicas particulares en las que se desarrollaron los experimentos y
las subsecuentes mediciones, se concluye que existe una correlacion entre los parametros
bioquimicos Yy fisiol6gicos medidos y la fenotipificacion, lo cual conduce a que el estrés al
gue fueron sometidas las vitroplantas pudo causar los cambios necesarios para ser
percibidos dado que existe una correlacion mediada por el tiempo de exposicion a estrés
osmdético (PEG), en la cual se aprecié un comportamiento directamente proporcional al
tiempo, tal como se aprecia en el comportamiento en las mediciones de asimilacion de CO2,
transpiracion, contenido relativo de agua asi como potencial osmaético, siendo este ultimo
inversamente proporcional con el contenido de prolina, lo cual se direcciona con el proceso

de ajuste osmotico mediado por la sintesis de osmolitos compatibles.

De esta forma hallamos que en la fenotipificacion se visualizaron los cambios a nivel de
tejido a medida que avanzaba el tiempo de exposicion, dado que pseudotallo, apices
foliares y radicula cambiaban de coloracién, asi como una pérdida de turgencia y vigor

bastante evidente en las hojas asi como en radicula.
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CAPITULO Il ANALISIS TRANSCRIPTOMICO DE VITROPLANTAS DE
Saccharum officinarum L. EN RESPUESTA A ESTRES OSMOTICO Y
DETERMINACION DE LA EXPRESION GENICA POR RT-qPCR

3.1 INTRODUCCION

Hoy en dia, con los avances en cada disciplina émica como lo es la transcriptémica, se ha
logrado profundizar en el conocimiento y descubrimiento de genes asociados a cambios
fenotipicos. La aplicacion biotecnoldgica de ésta informacién permitira incrementar el
rendimiento de los cultivares mediante el mejoramiento en su tolerancia ante factores
ambientales (Mochida y Shinozaki, 2010).

La tecnologia RNA-seq, es usada como una poderosa herramienta que se fundamenta en
la secuenciacion de ADNc, la cual comprende inicialmente la captura del ARN total o ARNm,
el cual es fragmentado por diversos métodos fisicos y/o quimicos para luego convertirse en
una biblioteca de ADNCc; siendo imprescindible el contar con ARN de buena calidad que
represente todos los transcritos producidos en las condiciones deseadas, de tal forma que
para el aislamiento del ARN suelen usarse Kits de extraccion de ARNm (Ward et al., 2012),
en cuanto a cantidad y concentracién del ARNm que se requiere para la tecnologia RNA-
seq, el rango esta actualmente entre 5 y 10 ug, con una concentracién alrededor de 500
ng/pl.

Como se habia mencionado anteriormente, la fragmentacién puede realizarse por métodos
fisicos y/o quimicos, como por nebulizacién, digestion por enzimas de restriccion o, en su
defecto, usando cationes divalentes bajo condiciones de presiones elevadas (Wang et al.,
2009); obtenido el ADNc se ligan adaptadores de forma que cada fragmento generado
poseera un adaptador ligado a sus extremos 3’y 5, los cuales se pueden ligar directamente
a la muestra de ARN, previa sintesis de ADNc (Core et al., 2008; Marguerat y Bahler, 2010),
o adicionando directamente a la cadena sencilla de ADNc (Maher et al., 2009; Marguerat y
Bahler, 2010).

Por otro lado, dentro de las aplicaciones y ventajas que tiene la tecnologia RNA-seq esta
que da una cobertura completa de transcriptos, genera informacion tanto de la secuencia
como de la estructura de exones y sitos de splicing alternativo (Lister et al., 2009; Gulledge
et al., 2012). Asimismo, los datos arrojados por RNA-seq tienen una alta precisién con

respecto a los niveles de expresion génica que se obtienen a través de PCR (polimerase
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chain reaction) cuantitativa (qPCR) (Nagalakshmi et al., 2008; Wang et al., 2009; Ward et
al., 2012), habiéndose mostrado que los resultados son altamente reproducibles (Wang et
al., 2009). Actualmente la tecnologia RNA-seq es promovida por las compafias Roche/454,
Solexa/ lllumina, SOLID/Life Technologies y Helicos/ BioSciences; siendo las tecnologias
de NGS més aplicadas Roche/454 y Solexa/ lllumina (Strickler et al., 2012). No obstante,
estas compafiilas y otras no cesan en la blasqueda de mayores rendimientos de
secuenciacion, obtencion de lecturas mas largas que se lleven a cabo en tiempo real y cada

vez a costos mas bajos (Metzker, 2010; Mardis, 2011).

La tecnologia RNA-seq, permite analizar especies prescindiendo de un genoma de
referencia, lo cual provee de datos transcripcionales para un entendimiento profundo acerca
de los procesos moleculares que gobiernan las respuestas de las plantas en determinada
condicién de estrés (Metzker 2010; Imadi et al,, 2015), de tal forma que a la fecha, existen
trabajos a nivel transcriptdémico en cafia de azlcar los cuales se enfocan en la acumulacion
de sacarosa en estadios de desarrollo en hojas y tallo (Cardoso-Silva et al., 2014; Mattiello
et al., 2015)

3.1.2 Validacién por RT-gPCR

Actualmente, con la implementacion de nuevas tecnologias de secuenciacion, se hace
patente la necesidad de confirmar los resultados obtenidos, esto es, darle un soporte a
través de técnicas finas que sirvan para validar la expresiébn génica en tiempos y/o
condiciones determinados, dandole hasta un valor estadistico. Con la implementacién de
técnicas tales como gPCR se pueden validar datos de expresidén génica obtenidas por otros
métodos, ya que ésta técnica es considerada como la mas precisa y confiable (Rapacz,
2013), siendo que en condiciones de estrés, al usar actina (ACT) como enddgeno se aprecio
una expresion estable, razén por la cual ha sido considerado como un buen gen de

referencia en respuesta a estrés abidtico, en este caso sequia (Rapacz, 2012).

Los resultados de procesos de secuenciacion masiva pueden ser afectados por la cantidad
de muestra usada para la extraccion de ARN, la integridad de éste, asi como el disefio de
cebadores, la calidad del cDNA y la eficiencia de la reaccion (Bustin et al., 2009; Zhuang H
et al.,, 2015 y Andersen et al., 2004). Aunado a lo antes mencionado, es de considerarse

que existen diferentes niveles de expresion génica que varian en funcién del tejido, especie
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y/o condiciones experimentales (Schmittgen et al., 2000; Ruan-Lai, 2007 y Czechowski et
al., 2005) para reducir estas inconsistencias y asegurar la exactitud y fiabilidad de los
resultados es necesario usar controles internos especificos para efectos de determinacion

de los niveles de expresion génica.

Se usan como controles los siguientes genes dados su papel en procesos meramente
elementales a nivel celular, siendo éstos: GAPHD (gliceraldehido-3- fosfato
deshidrogenasa), factor de elongacién-1a (EF-1a), tubulina 3 (3-TUB), poliubiquitina (UBQ),
18S RNA ribosomal (18S rRNA), y actina (ACT) (Zhuang H et al., 2015; Zaho 2016); por
otra parte, en estudios de expresidn génica en zanahoria, los genes como actina y tubulina
B son los que presentaron mayor estabilidad identificados entre todo el grupo de muestras
de hoja en zanahoria expuesta a tratamientos de estrés abiotico y estimulos hormonales
(Tian et al., 2015).
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3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Induccién del estrés osmotico en plantulas de S. officinarum L.

Se partio de plantulas de cafia de azucar, de la variedad cv mex 69290 de tres meses de

edad, con aproximadamente 10 cm de altura las cuales fueron dispuestas en cajas magenta

con 50 ml de medio MS (MS) suplementado con Polietilenglicol al 40%.

El bioensayo consistié en exponer a diferentes tiempos a las plantulas (24, 48 y 72 horas

respectivamente), posteriormente, como se menciona en el apartado de materiales y

métodos (ver seccién 2.2) se procedio a extraer ARN total de hojas y raices por duplicado,

esto con la finalidad de contar con 16 bibliotecas, las cuales generaron unos 252,702

transcritos totales con sus respectivas isoformas y 140, 339 unigenes.

[ H1 ) [ Hs ] [ Hs |
, | H2 | ' 1 H4 T A | HE [
CONTROL 24H |

16 BIBLIOTECAS
TT= 252,702

U= 140,339

Raiz

TO T1 (24h) T2 (48h) T3 (72h)

Figura 3. Representacion esquematica del diagrama de induccion del estrés osmoético hasta

la obtencién de bibliotecas con sus respectivos transcritos.
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3.2.2 Extraccion de ARN total de tejidos de hoja y raiz

Para la extraccién de ARN total, se maceraron en promedio 150 mg de tejido tanto de hoja
como de raiz en N liquido. El pulverizado se homogeniz6 con 1.2 ml de TRIzol y se dejo
reposar durante 5 minutos a temperatura ambiente. Las muestras fueron centrifugadas a
12000g por 10 minutos a 4°C. Se tomo el sobrenadante mezclandose con 0.24 mL de
cloroformo/alcohol isoamilico en proporcion 50:1, centrifugandose a 12000 g por 15 minutos
a4° C.

El ARN fue precipitado con 1 volumen de isopropanol y 1uL de glicégeno a -20°C. La
muestra se centrifugd otra vez a 12000 g por 10 minutos a 4°C. El pellet de ARN con etanol-
DEPC al 70% y se resuspendié en H20 DEPC estéril. Se determiné la concentracion de las
muestras mediante Nanodrop ® y finalmente se analiz6 la calidad e integridad de las
muestras mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio
lug/mL. Su posterior calidad usando el dispositivo Bioanalyzer (Agilent Technologies®)
siendo que se agruparon cantidades iguales de ARN de alta calidad de cada muestra para

la preparacién de cada biblioteca
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3.2.3 Flujo de andlisis bioinformatico

Después de recibir y descargar de los servidores de la empresa que realizé el proceso de
secuenciacién (Servicios Gendmicos LANGEBIO), se llevo a cabo el filtrado de las mismas
para retener calidades, posteriormente se realiza el ensamble de novo en la plataforma
TrinityR, acto seguido, se realiza la estimacién de la abundancia de los transcritos y sus
respectivas isoformas. Aunado a lo antes descrito se lleva a cabo un analisis de la expresion
diferencial de los transcritos a través de la plataforma Bioconductor® para, finalmente, llevar

a cabo la anotacién de los genes en blast2goR® (b2q).

Bioconductor

OPEN SOURCE SOFTWARE FOR BIOINFORMATICS

@ blast2go ->

Figura 3.1 Representacion esquematica del diagrama de flujo bioinformatico parala obtencion

del transcriptoma de S. officinarum L.
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3.2.4 Construccion de las bibliotecas

Las bibliotecas fueron construidas en la Unidad de Gendmica Avanzada del Laboratorio
Nacional de Gendmica para la Biodiversidad del Centro de Investigaciones Avanzadas del
Instituto Politécnico Nacional (LANGEBIO-CINVESTAV) en la Unidad de Irapuato,
Guanajuato, las cuales fueron preparadas usando la plataforma TruSeq RNA Sample Prep
Kit v2 (lllumina), siendo que para la secuenciacion tipo high-throughput Sequencing
(secuenciacion de alto rendimiento), las secuencias de extremos pareado se obtuvieron a
partir de 16 bibliotecas con un rendimiento de ~410 millones de lecturas limpias con ~22 de
lecturas por biblioteca; las bibliotecas fueron secuenciadas en una configuracién 2x100 pb
de la plataforma HiSeqg2500 lllumina. Las bibliotecas tenian un tamafio de fragmento de
335 pb. Cabe mencionar que el analisis de calidad de las lecturas crudas se llevé a cabo
con la herramienta FASTQC (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/),
con la finalidad de suprimir los adaptadores, limpiar y filtrar la calidad de las lecturas
obteniendo valores por iguales o mayores a 30 nucledétidos y tamafios de cada lectura por

encima de 80 nucleétidos usando la herramienta Trimmomatic v0.36 (Bolger et al., 2014).

Para el ensamble de novo se usé el software Trinity en su version v2.2.0, (Grabherr et al.,
2011) el total de los unigenes, su distribucién asi como su longitud, el estadistico N50 asi
como la cobertura promedio, fueron los parametros evaluados para obtener la calidad en el
ensamble; posterior al ensamble, los unigenes fueron anotados en funcién de su ontologia

génica (GO), cddec de enzimas (EC) usando el software Blast2GO (Conesa et al., 2005).

La anotacién como tal se fundamento6 en la homologia con proteinas de otras especies de

plantas usando BLASTX, ademas de complementarse con la informacion de
INTERPROSCAN (Zdobnov y Apweiler, 2001) asi como la enciclopedia de genes y
genomas de Kyoto (KEGG) de vias bioquimicas ampliado con el uso de ANNEX (Myhre et
al., 2006).

Con la finalidad de robustecer el trabajo, se realizé un BLAST cotejando contra la base de
datos de Swiss-Prot (www.uniprot.org) asi como TrEMBL; se uso el software TransDecoder
v3.0.0 para la identificacién de regiones codificantes dentro de las secuencias de los
unigenes generados en el ensamble, para posteriormente realizar una busqueda por
homologias contra la base de datos de Pfam-A v9.0
(ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/Pfam/releases/) asi como una busqueda contra la base
de datos de dominios conservados Conserved Domain Database (CDD; Marchler-Bauer et

al., 2015) usando la herramienta Batch CD-Search tool (Marchler-Bauer y Bryant, 2004).
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3.2.5 Anélisis de la expresion diferencial y anotacion por GO (Gene Ontology)

Las abundancias de expresion fueron determinadas por el mapeo de las bibliotecas (cada
replica por cada tejido) contra el transcriptoma generado usando el software RSEM v1.2.27
(RNA-Seq by Expectation-Maximization; Li y Dewey, 2011) echando mano del alineador
bowtie (Langmead, 2010). Es necesario mencionar que la expresion fue normalizada a
transcripciones por millon de transcritos (TPM) representando asi el nivel de expresion
génica. Por otra parte, la expresion diferencial de genes (DEGS) entre cada tratamiento y
tejido fue determinado usando la herramienta EdgeR (Robinson et al., 2009) la anotacion

funcional se llevé a cabo usando el software Blast2GO (Conesa et al., 2005).

3.2.6 Andlisis de datos

El analisis de datos y gréaficos en el flujo de analisis bioinforméatico fueron realizados con el

uso del paquete estadistico R (R Development Core Team, 2009).

3.2.7 Extracciéon de ARN, validacion por RT-qPCR

3.2.7.1 Repeticion de tratamiento, extraccion, tratamiento de RNA y sintesis de cDNA

Para la extraccion de ARN de vitroplantas de cafia de azlcar, el material biolégico se
escindié en parte aérea y raiz. La extracciéon de ARN fue llevada a cabo por el método de
TRIZOL® RNA Reagent (Invitrogen®), sometido a tratamiento con DNasa (DNase |,

Thermo Scientific) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Para el ensayo de RT-qPCR, se realiz6 la sintesis de cDNA usando 500 ng de ARN total
usando M-MLV Transcriptasa (Promega) acorde a las instrucciones del fabricante. Para
efectos de del andlisis de RT-qPCR se utilizé el equipo PikoReal24 (real-time PCR system,
Thermo Fisher Scientific, Ratatsie 2, FI-01620 Vantaa, Finland).

3.2.7.2 Condiciones de RT-PCR

Para el andlisis de expresion, se usd como fluoréforo SYBR Green (DyNAmo ColorFlash
gPCR Kit Thermo Scientific), usandose 25 ng de cDNA como templado llevandose la
reaccion a un volumen final de 13 pL. El protocolo de PCR usado fue el siguiente: 1)

Desnaturalizacion a 95 -C por 7 min, 2) ciclado de dos etapas a 95°C durante 30 sy la Tm
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para cada primer especifico durante 30 s por 45 ciclos, 3) Temperatura final de fusion en el
intervalo desde 55°C a 95°C. Cada reaccién fue realizada por duplicados biolégicos y
triplicados técnicos tomando como controles alicuotas de agua para cada primer. Se utilizé
el método de dos pasos para la amplificacién por RT-gPCR calculandose la expresion

relativa por el método 244€T- Se usé actina como control interno.
3.2.7.3 Primers usados

Para efectos de la validacion del transcriptoma, se seleccionaron 5 unigenes al azar
(SWT6a, NAC025, STK, ABIP3 y PIP2) los cuales fueron probados por RT-gPCR. (Véase
tabla I11.1V).

Cuadro 3 Caracteristicas de primers usados para validar el transcriptoma

Primer Tamafio
Gene Primer sequence Tm de
name .,
amplicén
o gqNAC25- . .
NAC transcription Fov 5-CAGCAGAGCCCACTCAAGA-3
factor 25-like 60°C 151 bp
(NAC) QNSSVZS' 5-CAAACACGGAGAAGGCGTTG-3'
Serine threonine- qSTK-Fw 5'-CTCAGCCAGAATCCCAAAGGAC-3’
kinase 60°C 94 bp
(Stk) gSTK-Rev 5-GGAGTATGTCTTGGCATTCAGG-3’
Bidirectional sugar qSVI\:’VTvﬁa' 5-CATCTTCTTCATCTACTCCGAC-3’
transporte_r 60°C 77b
SWEET6a-like 4SWTé6a- +20
(Sweet6a) Rev 5-CCACGAACAGAATCTCCAC-3’
gABIP3-
o ) FW 5-ATACCATGAAGACGCTCACCTTC-3'
abscisic acid 8 -
hydroxylase 3-like 64°C 111 bp
(ABIP3) gABIP3- 5-CTTTCTCCACGATCAAGTAGT-3’
REV
Phosphatidylinositol | qPIP2-FW 5-GTGTTCATGGTGCACCTGG-3'
4 5-bisphosphate 65°C 177 bp
(Pip2) gPIP2-Rev | 5-GAGGATGTACTGGTGGTAGAAGG-3’
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 Extracciéon de RNA total de tejidos de hoja y raiz

Con base a lo descrito en la seccién 11.3.7 se prepar6 un gel de agarosa al 1% para discernir
la calidad del ARN antes de su envio para la secuenciacién, en la cual se aprecian patrones
definidos de bandeo tanto para hoja como para raiz, ademas de apreciarse las bandas

concernientes a las subunidades 28y 18 S.

Hoja

Testpo 24 h 44 h i2h

285 ARMNr
165 ARMNr

Ralz

Testigo 24 h 48k Zh

285 ARMr
185 ARNF ¥

Figura 3.2 Electroforesis en gel de agarosa al 1% corroborando integridad de muestras de ARN
total para secuenciacion.
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Molecular Function
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E) CDD (25,814) F) G)

Pfam
antRef (31,130)

(38,798)
Pfam (29,212)
Sprot (19,211)

GO (18,372)

Figura 3.3 Ontogenia y anotacion del total de unigenes expresados en respuesta a estrés
osmotico.

La clasificacién por Gene Ontology (GO) de los unigenes anotados en GO en Blast2GO se dividié
en las 3 principales categorias: Biological Process (Procesos bioldgicos), Cellular Component
(Componentes celulares) asi como Molecular Function (Funcién molecular). B) Distribucién de las
longitudes de los unigenes ensamblados. C) Distribucién de los mejores hits de BLASTX de los
unigenes anotados tomando las 10 especies de mayor relevancia encontradas en la base de datos
de proteinas PlantRef. D) Distribucién de los resultados de los hits de TopBLASTX para los unigenes
mapeados tomando las 10 especies de mayor relevancia encontradas en la base de datos de
proteinas PlantRef. E) Diagrama de Venn mostrando los resultados del BLAST de las unigenes
Unicos y compartidos entre las bases de datos CDD, GO, Pfam, Sprot, TrEMBL y PlantRef. F)
Diagrama de Venn mostrando los unigenes compartidos entre las bases de datos de GO, Pfam,
Sprot y PlantRef. G) Diagrama de Venn mostrando los resultados del BLAST de las tres principales
bases de datos de proteinas las cuales son Pfam, Sprot y CDD. La nomenclatura usada para
nombrar las especies mencionadas en los paneles C) y D) fueron Bd=Brachypodium distachyon,
Eg=Elaeis guineensis, Ma=Musa acuminata subsp. Malaccensis, Ob=0ryza brachyantha, Os=0ryza
sativa Japonica, Pd=Phoenix dactylifera, Sb=Sorghum bicolor, Si=Setaria italica, asi como Zm=Zea

mays. Los graficos fueron realizados con los paquetes en R de ggplot2 y Vennerable.

Los unigenes obtenidos fueron mapeados contra la base de datos GO, siendo que un total
de 19,372 unigenes fueron catalogados en funcion de 29 subcategorias de las 3 principales
categorias: procesos biolégicos (Biological Process), funciones moleculares (Molecular
Functions) y componentes celulares (Cellular Component). En lo que atafie a la categoria

de procesos bioldgicos, las subcategorias mas representativas fueron “Organic substance
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metabolic process” (procesos metabdlicos de sustancias organicas), “Cellular metabolic
process” (procesos metabdlicos celulares) asi como los comprendidos en “Primary
metabolic process” (procesos metabdlicos primarios); en la clasificacién de componentes
celulares (Cellular Component) las subcategorias con mayor contenido de unigenes fueron
“Intracellular” (Intracelular) asi como “Membrane-bounded organelle” (organelo delimitado
por memabrana). Para el caso de funciones moleculares (Molecular Function) las
principales subcategorias fueron “Organic cycling compound binding” (unidon de
compuestos organicos ciclicos) asi como “Heterocyclic compound binding” (compuestos de

unién heterociclicos).

La longitud de los unigenes se situd entre las 201-14,847 bases con un promedio de 1,084
bases y una longitud del valor N50 de 1,213 bases. Entre los unigenes anotados, se hallé
una fuerte homologia con Zea mays, Sorgum bicolor, y Setaria italica, las cuales estan
emparentadas con S. officinarum L. Para dilucidar las caracteristicas y funciones de los
unigenes, éstos se anotaron mapeandolos contra bases de datos publicas para luego
esquematizarlos por medio de diagramas de Venn, con lo cual se realizaron diversas

topologias de dichos diagramas para robustecer la comparacion.

3.3.3 Andlisis global de los DEGs (genes expresados diferencialmente) en
condiciones de estrés osmotico

Para identificar los DGEs involucrados en respuesta a estrés osmotico, se llevo a cabo la
cuantificacién de los niveles de expresion usando el software RSEM software v1.2.27 (Li
and Dewey, 2011) para cada muestra siendo que el total de las lecturas se normalizé a
valores RPKM (Reads Per Kilobase Million). Para efectos de contar con valores confiables
en esta secciéon del andlisis entre las réplicas biologicas, se llevé a cabo un analisis de
correlacion de Pearson de la expresidon génica usando la paqueteria R (R development
core), siendo que el coeficiente de correlacion entre cada repeticion se situé por arriba de
0.95 lo que denota una repetibilidad satisfactoria. Un aspecto clave es el que estriba en
comparar directamente los cambios de los patrones de expresion entre todas las muestras,
usando un valor de cambio (Fold Change) >2 y un valor de P ajustado (FDR) a <0.001 dado
que los DGEs comprendidos entre los tratamientos T1, T2 y T3 se compararon con los
transcritos de hoja y raiz del TO. Ahora bien, para dilucidar la expresion diferencial tejido-
especifico en funcién del tiempo de exposicion a estrés, se realizé un mapa de calor de
12,662 DGEs.
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Se aprecian perfiles de expresion bastante similares para las muestras TO (hoja y raiz no
estresadas) indicAndose grupos especificos de muestras con exposicion a estrés (T1, T2y
T3) en funcion del tejido. Con fines de identificar los patrones de expresion temporal de los
genes, 5aen el mapa de calor se dividi6 en 6 grupos de expresion (log2) mostrando patrones
de expresion muy similares. b-g cada perfil denota un grupo de DEGs que muestran una
tendencia de expresion similar.
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Figura 3.4 Correlacion y agrupacion de los DEGs sometidos a estrés osmotico

Mapa de calor (Heatmap) de la expresién y agrupacion de genes con patrones de expresion
similares. A) Conjunto de 12,662 DEGs con expresion tejido-especifico (FDR < 0.001 y FC
22) expresados en el mapa de calor para los respectivos tratamientos. B-G) En cada panel
de la figura se denota el comportamiento de los grupos de DEGs, siendo que los grupos
fueron organizados en funcién de su patron de expresion durante la exposicion al estrés
osmotico. Lineas grises denotan el comportamiento de cada grupo de genes asi como el
perfil medio de expresion para cada grupo el cual es representado en lineas azules. El
namero inferior indica la cifra de genes. L=leaf (hoja), R=root (raiz); LO y RO= Testigos; L1
y R1= 24 horas de exposicion a estrés; L2 y R2= 48 horas de exposicion a estrés; L3 y

R3=72 horas de exposicién a estrés. *=replica bioldgica.
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3.3.4 Grupos de transcritos compartidos entre tratamientos de estrés (hojay raiz)

En hoja, a las 24 horas de exposicion al estrés, se hallaron un total de 3,539 DEGs, los
cuales incluyen un total de 1,220 genes expresados a la alza y 2,139 genes con actividad
transcripcional a la baja; para el tratamiento de 48 horas bajo estrés, 5,033 genes fueron
diferencialmente expresados incluidos 1,753 que tuvieron actividad transcripcional a la alza
asi como 3,280 que presentaron una actividad a la baja; para las 72 horas de exposicion a
estrés, un total de 3,224 transcritos fueron hallados con una expresién diferencial, de los
cuales 1,382 fueron regulados a la alza en contraste con 1,824 que presentaron actividad

transcripcional a la baja.

En el caso de los genes expresados a la alza en tejidos de hoja, 887 genes fueron
compartidos entre las 24 y 48 horas de tratamiento, 802 genes que se compartieron entre
las 48 y 72 horas y 671 que se hallaron entre las 24 y 72 horas de exposicion a estrés,
respectivamente, de manera interesante, 536 genes se compartieron a lo largo de los
tratamientos (7a) los cuales se nombraron, para efectos de la realizacién de este proyecto,
como CORE of Up-regulated Leaf Genes (CULG).

De manera contrastante, para los DEGs con actividad transcripcional a la baja en hoja,
1,765 genes fueron compartidos entre las 24 y 48 horas de exposicibn a estrés,
respectivamente; por otra parte, 1,393 genes se compartieron entre las 48 y 72 horas siendo
que 1,223 genes se compartieron entre las 24 y 72 horas. Interesantemente, 1,093 genes
se compartieron entre todos los tratamientos (7d), los cuales se denominaron CORE de
Down-regulated Leaf Genes (CDLG).
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Figura 3.5 Andlisis comparativo de los DEGs Unicos y compartidos entre los tratamientos de
estrés osmatico en vitroplantas de cafia de azticar cv MEX-69290

Los diagramas de Venn denotan la superposicion de los DEGs de hoja y raiz en respuesta a estrés
osmaético. Panel A-C) Comparacion entre los DEGs a la alza provenientes de tejidos de hoja y raiz
en los diferentes tiempos de exposicion a estrés. Panel D-F) Comparacién entre los DEGs con
actividad transcripcional a la baja proveniente de hoja y raiz en los diferentes tiempos de exposicion
a estrés. Seccién B y E) Comparaciéon entre los genes CORE siendo que se uniformizé la
nomenclatura para nombrar los set de CORE. CULG= CORE de Up-regulated Leaf Genes;
CURG=CORE de Up-regulated Root genes; COSUG=CORE de Osmotic Stress Up-regulated
Genes; CDLG=CORE de Down-regulated Leaf Genes; CDRG=CORE de Down-regulated Root
Genes asi como el COSDG=CORE de Osmotic Stress Down-regulated Genes. Los diagramas de

Venn fueron realizados usando la paqueteria Vennerable en R.
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Para efectos de la evaluacién de DEGs en raiz, a las 24 horas se hallaron 3,086 DEGs que
incluyeron 1,639 genes con actividad transcripcional a la alza en contraste con los 1,447 a
la baja; de manera interesante vemos como para las 48 horas se encontraron 2,520 DEGs
de los cuales 1,329 fueron a la alza y 1,191 a la baja, mostrandose poca disparidad entre
ambos tipos de DEGs. La cantidad de DEGs que se expresaron durante las 72 horas fue
de 3,005, de los cuales 1,673 fueron expresados a la alza en contraste con los 1,332 que
mostraron actividad a la baja.

Para el caso de los DEGs con expresion a la alza, se encontré que 982 genes se
compartieron entre las 24 y 48 horas, 912 entre las 48 y 72 horas asi como 878 que se
compartieron entre las 24 y 72 horas. Adicionalmente, 750 genes se compartieron entre
todos los tiempos de exposicion al estrés, razén por la cual se nombraron como “CORE de
Up-regulated Root genes” (CURG). Para efectos del analisis de los DEGs con actividad
transcripcional a la baja, se hallé que 683 genes estaban interconectados entre las 24 y 48
horas de exposicién a estrés, respectivamente; 713 DEGs compartidos entre las 24 y 72
horas respectivamente, siendo que se hallaron 531 DEGs intrinsecamente ligados entre
todos los tratamientos, a los cuales se nombraron como “CORE de Down-regulated Root
Genes” (CDRG).

Adicionalmente, se hallaron 231 DEGs compartidos entre el set CORE de los reguladas a
la alza tanto en hoja como en raiz, los cuales se agruparon en el COSUG (CORE de
Osmotic Stress Up-regulated Genes) (Fig. 7B), por otra parte, 95 DEGs se compartieron del
set de CORE de los que tenian actividad transcripcional a la baja tanto para tejidos de hoja
y raiz, a los cuales se les nombré como COSDG (CORE de Osmotic Stress Down-regulated
Genes).

De manera interesante, habia 1,956 unigenes ensamblados correspondientes a FT, de los
cuales 148 estuvieron regulados mostrando su aparicion a las 24 horas, siendo que 174 FT
fueron regulados a las 48 horas y 127 a las 72 horas de exposicion, respectivamente, a
estrés; contrastando con lo hallado en raiz en donde 80 FT fueron regulados a las 24 horas,
70 a las 48 y 48 a las 72 horas de exposicion a estrés, respectivamente. Para los FT a la

alza, en tejidos de hoja, 15 de ellos se compartieron entre todos los tratamientos (CULG) y
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62 con actividad transcripcional a la baja se compartieron entre todos los tratamientos
(CDLG).

Al compararse con tejidos de raiz, 19 FT con actividad transcripcional a la alza se
compartieron entre todos los tratamientos (CURG) siendo que solo 15 FT mostraron
actividad a la baja (CDRG). Un aspecto interesante es el hecho de que solo 2 FT se
compartieron entre los DEGs a la alza par ambos tejidos (COSUG) los cuales fueron
NAC25-like (DN49045_c1_g1_il) asi como HSF-C2a (DN55043_c4 _g1_i6) de tal manera
que también solo 2 FT con actividad a la baja, se compartieron para ambos tejidos
(COSDQ), los cuales fueron ERF27-like (DN45748_c0_g1_i3) asi como un DREB1G-like
(DN50424_c7_g1_il).
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3.4 Validacion del transcriptoma por RT-gPCR
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Figura 3.6 Cuantificacion de la expresioén relativa en hoja.
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Para este apartado de la investigacion, se seleccionaron genes para realizar su
cuantificacion de la expresion génica al contrastarse con los datos arrojados por el andlisis
transcriptomico para apreciar si existe algun sesgo, discrepancia y/o similitud en cuanto a

la tendencia en lo que respecta a la expresion génica.

Para el caso de Sweet, se aprecia que por medio de RT-gPCR existe una tendencia
decreciente en funcion del tiempo de exposicion a estrés, la cual oscila de casi 6 a 4.5
veces; no obstante, se aprecia una tendencia inversamente proporcional por parte de los
datos obtenidos a partir del transcriptoma. En la cuantificacién de la expresion génica para
el caso de NAC, se aprecia que la tendencia contrasta con lo reportado en el transcriptoma,
dado que tiende a incrementarse al curso de las 48 horas para luego descender a las 72
horas, al compararse con los resultados obtenidos en el transcriptoma se aprecia que éstos

tienden a incrementar a mediad que transcurre la imposicién al estrés.

Interesantemente se aprecia un comportamiento llamativo, dado que los resultados
obtenidos por RT-qPCR tienden a disminuir en funcién del tiempo de exposicion a estrés;
sin embargo, los datos del transcriptoma fueron inversamente proporcionales
presumiblemente por la escala con la que se realiz6 la grafica. Los niveles de expresion
relativa para ABIP3 fueron contrastantes dado que por RT-gPCR los niveles de expresion
tuvieron un infimo aumento el cual se vio ofuscado por la tendencia de los niveles de
expresion obtenidos en el transcriptoma ya que presentaron niveles altos, en promedio 4

veces con respecto a 0.8 veces por el RT-gPCR.

Al cuantificarse los niveles de expresién génica en PIP2 se aprecié un comportamiento

similar, a pesar de que por RNA-seq los niveles fueron mucho mayores que por RT-gPCR.
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Se realizé la cuantificacion de la expresion génica en tejido de raiz en donde se aprecié que
para el caso de Sweet, la técnica RT-gPCR mostr6 una tendencia directamente
proporcional a medida que aumenta el tiempo de exposicibn a estrés; no obstante, la
tendencia de los niveles de expresion por RNA-seq se mantuvo inamovible en los tres
tiempos. En la cuantificacion para NAC, se aprecié un comportamiento similar a las 24 horas
de exposicion tanto por RT-qPCR como por RNA-seq, sin embargo, por ésta Ultima técnica,
los niveles se mantuvieron poco cambiantes en contraste con la estimacion para las 48 y
72 horas, respectivamente por RT-gPCR en donde se dio un aumento considerable

respecto a las 24 horas.

En STK, por RT-gPCR se analizaron los niveles de expresion en donde la tendencia mostr6
un declive a las 48 horas de exposicién de tal forma que los niveles de expresiéon fueron
similares a los 24 y 72 horas; interesantemente por RNA-seq los niveles se mantuvieron
constantes para todos los puntos de exposicion a estrés. Para ABIP3, la expresion relativa
por RT-gPCR mostré discrepancias respecto a RNA-seq ya que las veces de cambio
después de las 24 horas descendieron al siguiente punto de las 48 horas para luego
incrementar a las 72 horas; de manera contraria, por la otra técnica, se aprecido un

decremento sostenido en funcion del tiempo que fue de 4 veces a solo una.

La expresién relativa para PIP2 por ambas técnicas fue bastante interesante ya que, de
manera particular cada una mantuvo inamovible sus niveles de expresion a pesar del

tiempo transcurrido en estrés.
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3.5 DISCUSION

Las plantas tienen la capacidad de responder a una serie de estimulos externos a través
de cambios a nivel celular y molecular, conllevando a una serie de reajustes que confieren
defensa a la planta. La exposicion a estrés conduce a una alteracion de la homeostasis
siendo la restauracién de ésta regulada por la expresion y activacion de ciertos genes
(Suprasana 2011). Hasta ahora, la elucidacibn de los mecanismos moleculares en
respuesta a estrés abidtico, salinidad en especial, son conocidos parcialmente dadas las
limitaciones de genomas secuenciados y de transcriptomas; las tecnologias de
secuenciacién de Ultima generacidén proveen de una plataforma eficiente y de bajo costo
para analizar la expresion de genes, en particular de aquellas especies que no cuentan con
un genoma de referencia (Jin et al., 2016).

En lo que atafie a la genémica funcional de plantas, con el uso de las tecnologias de
secuenciacién de ultima generacion (NGS), incluyendo plataformas como Roche/454,
lllumina, entre otras, se han realizado analisis globales de la expresién génica (Wan et al.,
2015; Li et al., 2015 y Sun et al., 2011); ahora bien, se echa mano de la técnicas como el
caso de qRT-PCR dada su precision, sensibilidad y capacidades de alto rendimiento (Zaho
et al., 2015; Li X et al., 2015; Li D et al., 2015 y Caldana et al., 2007).

En especies no modelo, como cafia de azulcar, se han realizado trabajos para identificar
molecularmente genes en respuesta a estrés, por mencionar algunos, se realizaron perfiles
de expresion de 1, 545 genes en plantas que fueron expuestas a varios tipos de estrés
abiotico (sequia, acido abscisico, metil jasmonato, inanicién por fosfato) asi como biético
(herbivoria, bacterias endofitas) (Rocha et al. 2007). Por otra parte, Rodrigues et al., 2011,
hallaron 1,670 genes que se expresaron diferencialmente en plantas expuestas a déficit
hidrico en donde un extenso grupo de vias metabdlicas mostraron cambio alguno debido a
la modulacion de ciertos genes en funcion de las condiciones a las que fueron sometidas
las plantas. (Rocha et al. 2007), de manera interesante el tratamiento de estrés por sequia

fue el que caus6 mas cambios a nivel transcriptomico en cafia de azUcar.

Tomando como plataforma el proyecto SUEST, se han desarrollado proyectos con el fin de
hallar genes en respuesta a estrés. Por medio de SuperSage se detectaron 8,787,315 tags,
de 26 pb de las cuales se obtuvieron Unicamente 205,975 unitags. De éstas, 118,280 se
catalogaron por GO. La informacion obtenida provino de plantas sometidas a déficit hidrico
por 24 horas en donde Unicamente 213 genes tuvieron actividad transcripcional a la alza en

respuesta a estrés abiodtico (Kido et al., 2012).
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Tomando en cuenta los adelantos que se han dado en materia de secuenciacién masiva,
nuestros resultados distan por mucho de los obtenidos por Kido et al,. 2012 dado que
obtuvimos 140,339 unigenes de 100 pb. De plantas sometidas a intervalos de 24 a 72 horas
de estrés. Para efectos de analisis y agrupamiento por GO se tomaron 19,372 unigenes, de
los cuales 231 mostraron actividad transcripcional a la alza en todos los tratamientos asi
como 95 que se compartieron en todos los tratamientos, los cuales mostraron actividad

transcripcional a la baja.

En lo que respecta a nuestros resultados usando la techologia RNA-seq, presentamos un
rendimiento por encima del reportado por Cardoso-Silva et al., en el 2014, con 72,269
unigenes ensamblados en donde analizaron 6 variedades de cafia. Otro trabajo que se
enfocd a analizar el proceso de abscision en hojas, arrojé 275,018 transcritos ensamblados
con un valor N50 de 1,177 pb (Li et al., 2016)

Un aspecto a remarcar estriba en la contribucién a la generacién de conocimiento acerca
de la respuesta a estrés osmotico en una variedad de importancia nacional. En lo que
respecta a analisis transcriptomico, se investigaron 4 subfamilias de acuaporinas (PIP, TIP,
SIP y NIP) descritas en otras especies de plantas superiores; 42 isoformas de acuaporinas
se expresaron de cuatro blbiotecas por HT-Super Sage, las cuales fueron obtenidas al
contrastar una variedad tolerante con una resistente a sequia siendo que el estudio al
validarse por RT-qPCR arrojé que 10 isoformas fueron seleccionadas como candidatas a

usarse en futuros trabajos de mejora genética (Da Silva et al., 2013).

En contraste con nuestra investigacion en donde vitroplantas de S. officinarum L. se
sometieron a condiciones de estrés osmotico, dicha respuesta fue analizada desde las
perspectivas fisioldgicas, bioquimicas y moleculares, echando mano de la tecnologia RNA-
Seq de la plataforma Illumina, en donde se hallaron un total de 252, 702 transcritos totales
(unigenes con sus isoformas), de los cuales 140, 339 correspondieron a unigenes; de éstos,
se hall6 que 231 genes fueron diferencialmente expresados (GDE) tanto en hoja como en
raiz en todos los tiempos, presentando una regulacién a la alza. Otro aspecto que resalta
es que se hallaron 536 GDE en hojas, no obstante, el mayor nimero de GDE se encontraron
en raiz, siendo un total de 750. Resulta interesante que los GDE regulados negativamente
tanto en hoja como en raiz fueron 95; no obstante, en hoja fueron 1,093 los GDE en
contraste con 531 hallados en raiz; en lo que atafie a la anotacion del transcriptoma en
BLAST2GO mediante Gene Ontology (GO), arroj6 que para el area de Procesos

Metabdlicos se encontraron 9,115 GDE se hallaron inmiscuidos en sustancias organicas
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contrastando con la menor cifra de GDE para ésta area, que fueron de 1,386 involucrados

en procesos de localizacién Unica.

Para el area de Componentes Celulares, se hallaron que 6, 778 GDE se relacionan con
componentes intracelulares siendo que la menor cantidad de GDE fue de 1, 301
relacionados con la membrana plasmatica; y, como parte Gltima de la clasificacién de la
ontologia génica, la anotacién denot6 que en Funciones Moleculares resaltaron 8,129 GDE
implicados en compuestos organicos ciclicos contrastando con los 2,731 GDE involucrados

en proteinas de unién

Ahora bien, en lo que atafie a la expresion diferencial se aprecia que existe una similitud en
cuanto a la coloracién de las bibliotecas testigo, 1y 2 para hojay 9 y 10 para raiz; aunado
a que existe un marcado contraste en la regulacion transcripcional entre hoja y raiz, siendo
regulada a la alza en las bibliotecas de raiz, hecho que esta re direccionado con el ajuste

osmdtico por parte de las células de raiz, tal como se reporta en (An et al., 2015)

Otro aspecto apreciado es que se obtuvieron un total de 140,339 unigenes, asi como 252,
702 genes con sus respectivas isoformas; en comparacion con 72, 269 unigenes anotados
generados a partir de 400 millones de lecturas, los cuales dimanan de 6 genotipos de cafa
de azucar con rasgos agrondémicos deseables (Cardoso-Silva et al., 2014), hecho que se
sustenta en la tecnologia que fue usada para realizar el presente trabajo, secuenciacién PE
2X100. De ahi la gran cantidad de datos generados. Por otro lado, se aprecian, en funcion
de los diagramas de Venn, que existen genes, los cuales estan presentes tanto en los

tratamientos en hoja como en raiz.

El diagrama muestra que existen 231 genes que se expresan a la alza de manera continua
tanto en hoja como en raiz, no obstante, solamente existen 95 genes que se expresan
transcripcionalmente a la baja en todos los tratamientos en hoja como en raiz. A este tipo

de genes se les conoce como tipo core dada su regulacién y actividad transcripcional.

Ahora bien, con base a la ontologia génica, se trifurcaron los unigenes en 3 grandes grupos:
Procesos biolégicos, Compuestos Celulares y Funcidon Molecular. Contrastantemente, la
mayor cantidad de unigenes se hallaron inmersos en procesos biolégicos como en el area
de los compuestos metabolicos (9115), por otra parte, en el apartado de compuestos
celulares, se aprecia una cantidad considerable de unigenes (6778) involucrados en
compuestos intracelulares y, finalmente en el area de la funciébn molecular, se aprecian

unigenes que subyacen en el area de compuestos organicos (8129).
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En este apartado se pretende validar el transcriptoma mediante la seleccion de genes de
interés, ahora bien, se decidié usar la técnica de RT-qPCR por su precision y confiabilidad
(Rapacz, 2013). Se realizaron pruebas para ambos tejidos (hoja y raiz) siendo que en hoja,
para el caso de Sweet (Bidirectional sugar transporter SWEET6a-like) se aprecia que en la
expresion relativa por RT-gPCR que va de un rango de entre casi 6 a 5, siendo que el
comportamiento es inversamente proporcional que el obtenido por RNA-Seq, el cual va de
2 a casi 4 veces de expresion relativa con respecto al control.

En el caso de NAC (NAC transcription factor 25-like), el comportamiento obtenido por RT-
gPCR va desde las 6 veces de cambio, incrementandose hasta casi 10 en el punto de 48
horas para luego disminuir a casi 6 veces de cambio a las 72 horas, con respecto al control;
sin embargo, por RNA-Seq, las veces de cambio tendieron a aumentar, de 2 hasta 4 veces

de raz6n de cambio en funcién del tiempo de exposicion.

Ahora bien para STK (Serine threonine- kinase), el comportamiento es bastante distinto que
los casos antes mencionados, dado que por RT-gPCR las veces de cambio no llegaron a
la unidad siendo que para las 24 y 48 horas el comportamiento es bastante similar no asi
en las 72 horas de tratamiento, ya que tiende a decrecer el nivel de expresion; ahora bien,
la expresion relativa por RNA-Seq arrojé un decremento en el nivel de expresion siendo
gue los valores fueron negativos y se hallaron en el rango de -3 a- 4 veces, resultado que
supone una mayor precision por la técnica dado que por la gran cantidad de datos

analizados las lecturas pueden variar en RNA-Seq.

Para el caso de ABIP3 (abscisic acid 8 -hydroxylase 3-like), las veces de cambio
cuantificadas a través de RT-qPCR muestran una tendencia ascendente respecto a la
unidad del control, sin embargo, las veces de cambio fueron bastante incipientes no
llegando ni a la unidad, no obstante, el comportamiento por RNA-Seq fue
proporcionalmente conspicuo ya que se mantuvo por encima de las 4 veces de cambio con
un comportamiento de los gréaficos similar demostrando con esto que no hay una expresion

diferencial en este tejido bajo efectos del PEG.

Para PIP2 (Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate), las veces de cambio reportadas con las
desviaciones estandar, que se mantuvieron por debajo de la unidad presentando un
decreciente en funcion del tiempo, siendo este comportamiento de los graficos bastante
similar por RNA-Seq, no obstante las veces de cambio fueron en decremento desde las 3.4
veces hasta la unidad misma. Para el caso del andlisis en raiz, los comportamientos fueron

notoriamente contrastantes. En la cuantificacion de la expresion relativa para el caso de
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Sweet, por RT-gPCR se aprecia un comportamiento directamente proporcional en funcion
del tiempo de exposicion, dado que de 1.5 veces se llego a casi 3 veces de cambio siendo
que por RNA-Seq no se presentd un cambio significativamente visible ya que se
mantuvieron casi en el mismo rango, lo cual indica que en estas condiciones particulares

(estrés osmdtico a la altura de la radicula) no hubo una expresién diferencial.

En el caso de NAC, en el primer punto resultd un tanto incipiente en comparacion con el
dato obtenido por RNA-Seq; no obstante, el comportamiento para los puntos restantes fue
similar, ubicandose en 3 veces de cambio, ahora bien, el comportamiento distinto mostrado
por RT-gPCR que para los puntos restantes, las veces de cambio se situaron por encima
de las 5 veces de cambio. Evaluando el comportamiento de STK, se aprecia que existe una
variacion incipiente determinada a través de RT-qPCR, las cuales fueron de 1.2, 1.0 a 1.3
veces de cambio respecto a la unidad; no obstante, los datos arrojados por RNA-Seq
denotan que no hay expresion diferencial para las condiciones dadas, lo cual indica que

hay una leve expresién diferencial cuantificada por RT-gPCR.

En lo que concierne a la evaluacion para ABIP3, existe un contraste notorio en el primer
punto dado que por RT-gPCR de muestran 2 veces de cambio, siendo que por RNA-Seq
esa cantidad es duplicada , ahora bien, para 48 horas (segundo punto) hay una reduccién
hasta de 1.5 veces siendo que el transcriptoma arrojé para ese punto y para el de 72 horas
una expresion de 1 unidad, no asi para las 72 horas por RT-gPCR ya que se aprecia un
aumento significativo de 3.5 veces de cambio, lo cual indica que para efectos de éste gene
y en las condiciones particulares, por RNA-Seq solo hay expresion diferencial a las 24

horas.

Las veces de cambio percibidas a través de ambas herramientas mostraron un
comportamiento similar, ya que por RT-gPCR las veces de cambio en todos los puntos
subyacen por debajo de las 0.4 veces de cambio siendo que los datos arrojados por el
transcriptoma se sitlan en la unidad, lo cual nos indica que para efectos de la interpretacion
de los datos mediante el transcriptoma, no existe una expresién diferencial en este caso

particular.

En lo que respecta a Sweet, se sabe de su papel, como proteinas involucradas en el
transporte de azucares facilitando su difusion a través de las membranas celulares en
funcion de un gradiente de concentracion asi como en el desarrollo del polen, produccién

de néctar y crecimiento del tubo polinico (Baker et al., 2012)
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Aunque desde la perspectiva evolutiva se sabe poco acerca de éstas proteinas en plantas
se presume su implicacion en el desarrollo de estrategias adaptativas en plantas terrestres;
sin embargo y aplicando su enfoque a los resultados de expresion relativa se aprecia una
mayor expresion en raiz que en hoja dado que quizi esto se redirecciones al ajuste
osmotico que a su vez se aprecia, aunado a lo antes descrito, osmolitos como la hexosa
promueven la expansion de las células a través de la actividad de invertasas vacuolares,

influyendo en la turgencia celular ( Wang et al., 2010; Barbier,et al.,2015)

Las proteinas NAC constituyen una de las familias de factores de transcripcion en
ampliamente diversificado en plantas (Olsen et al., 2005) las cuales se manifiestan en un
amplio rango de estimulos, no obstante, estreses de tipo abiético han demostrado una
activacion de dichos factores transcripcionales en especies tales como Brassica napus,
Arabidopsis thaliana, Gossypium hirsutum entre otros (Meng et al., 2009). Para ambos
gréficos, tanto para hoja como para raiz, el comportamiento denota una expresioén acorde
con lo esperado ya que conforme transcurre el tiempo de exposicion, la expresion tiende a

aumentar.

Con la finalidad de condensar la informacion acerca de la expresion génica por RT-gPCR
versus RNA-Seq, se muestran un par de tablas en donde se aprecian los valores obtenidos

por cada técnica.

Cuadro 3.1 Niveles de expresion génica mediante RT-gPCR versus RNA-Seq en tejido
de raiz de S. officinarum L. cv mex 6990

GEN TEJIDO RT-gPCR RNA-Seq
PIP2 RAIZ 0.408 1

PIP2 RAIZ 0.3483 1

PIP2 RAIZ 0.3677 1
ABIP3 RAIZ 2.4158 45276
ABIP3 RAIZ 0.6148 1
ABIP3 RAIZ 3.3694 1

STK RAIZ 1.2397 1

STK RAIZ 1.0609 1

STK RAIZ 1.3195 1

NAC RAIZ 3.1365 3.6003
NAC RAIZ 5.1852 3.3293
NAC RAIZ 5.0718 3.3221
SWEET | RAIZ 14.9285 | 5.0021
SWEET | RAIZ 22.1127 | 4.8448
SWEET | RAIZ 26.9709 | 5.3947
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Cuadro 3.2 Niveles de expresion génica mediante RT-gPCR versus RNA-Seq en tejido

de hoja de S. officinarum L. cv mex 6990
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3.6 CONCLUSIONES

Con fundamento en los resultados obtenidos a partir del analisis transcriptémico, de los con
252,702 genes con sus respectivas isoformas, se hallaron 140,339 unigenes los cuales
fueron mapeados contra la base de datos GO, siendo que un total de 19,372 unigenes se
catalogaron en funcion de 29 subcategorias pertenecientes a 3 principales categorias, las
cuales fueron: procesos biolégicos, funciones moleculares y componentes celulares. Cabe
sefalar que se aprecié una patron de expresion diferencial del tipo tejido-especifico dado
que para los DEGs a la alza en todos los tratamientos, en hojas se expresaron 536 y en

raiz 750, de los cuales solamente 231 se comparten en comun de estos dos tejidos.

Para los DEGs con actividad transcripcional a la baja, se hall6 que 1093 se expresan en
hoja siendo que en raiz existen 531, de los cuales solamente 95 se comparten en comudn

de estos dos tejidos.

Con la validacién del transcriptoma de cafia por RT-gPCR comparado con RNA-Seq vy
dadas las condiciones particulares de la presente investigacion, se permite externar con
bases experimentales sélidas siguiendo la tendencia de la literatura cientifica, que existe
una correlacién entre los datos obtenidos con ambas técnicas ya que en ambos tejidos las

tendencias para cada caso en particular presentaban un comportamiento aceptable.
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CAPITULO IV CONCLUSIONES GENERALES

4.1 CONCLUSIONES

La importancia de estudiar el efecto de diversos tipos de estrés abiodtico en plantas estriba
en dilucidar los mecanismos que son activados para salvaguardar la integridad del
organismo, mitigar su efecto o bien permitir su recuperacién. Tales mecanismos son
involucran una serie de regulaciones génicas que a su vez median respuestas bioquimicas
y fisiol6gicas que han sido ampliamente estudiados (Asensi-Fabado et al., 2016; Gahlaut et
al., 2016) siendo el estrés por sequia el que origina cierta gama de respuestas que vienen
mediadas por la frecuencia y magnitud de la exposicion (Rodriguez et al. , 2005; Zhang et
al., 2014) dado que es uno de los factores que inciden fatidicamente en el desarrollo y

rendimiento de cultivares a escala mundial (Mittler y Blumwald, 2010; Shanker et al.,2014).

Cuando se presentan tensiones del tipo osmoético y/o sequia, las plantas responden
articulando la regulacién de la expresion de ciertos genes que conllevan a la homeostasis
(Komatsu y Hossain, 2013). Actualmente, el desarrollo e implementacion de las tecnologias
de vanguardia, en la actual era de las disciplinas 6émicas, como las NGS, que permiten
hallar una cantidad considerable genes relacionados con el estrés, lo cual se direcciona a
usarse como una plataforma para el mejoramiento genético de especies de interés
comercial, como lo es el caso de S. officinarum L. En la presente investigacion se describe
la respuesta, desde diversas perspectivas, de vitroplantas de cafia de azucar cv. MEX 69-
290 sometidas a shock osmético (-4.5 MPa) las cuales contaban con 90 dias de mantenerse
en condiciones habituales en medio MS (Murashige y Skoog, 1962) para luego
experimentar y analizar las respuestas fisiol6gicas, bioquimicas y moleculares a 24, 48 y
72 horas de exposicién a PEG, respectivamente, contando con su debido testigo de plantas

no estresadas (0 horas).

Los datos arrojados en lo que concierne a las pruebas fisiologicas demuestran que existe
una correlacion directamente proporcional en funcién del tiempo de exposicion al agente
estresante de tal manera que aspectos como el CRA en tejidos de hoja, a las 72 horas,
decrecié poco mas del 31% respecto al control, siendo que en trabajos reportados, se

demuestran una reduccién en este parametro alrededor del 33% en plantas de
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aproximadamente 5 meses de edad ante un déficit hidrico de 9 dias (Li et al., 2016); otro
aspecto relacionado con las mediciones fue acerca de lo inherente a los procesos
fotosintéticos ya que cuando existe déficit hidrico, la percepcién y sefializacion conducen a
cambios en la expresion génica asi como el la oclusion estomatica que esta en funcién de
las propiedades hidraulicas en elementos como el xilema (Osakabe et al., 2013). Estas
caracteristicas se redireccionan al comportamiento de los gréficos de asimilacion neta de
CO- asi como la tasa de transpiracion ya que ambos tienden a decrecer en funcion del
tiempo de exposicion a estrés percibiéndose un cambio significativo en la tasa de
asimilacién de CO2 asi como en la transpiracion después de haber transcurrido 48 horas,
razén por la cual se podria pensar en una posible degradacion de la pigmentos
fotosintéticos que podrian tener un efecto negativo en la capacidad fotosintética,
especificamente a nivel del complejo del PSIl (Cha-Um et al., 2012), siendo que la tasa

fotosintética tiende a decrecer en funcidn del potencial hidrico de la planta.

En lo que atafie al ajuste osmoético de manera significativa se dio a las 24 horas de
exposicion a PEG en donde el contenido de prolina en tejido de raiz aumenté de manera
considerable si se compara con los niveles de acumulacién en tejido de hoja, en donde el
contenido fue mucho mayor (6 veces) a las 72 horas en comparacion al testigo, lo cual se
correlaciona con el proceso del ajuste osmético, siendo los resultados bastante acordes
con trabajos previos en la especie en cuestion, (Cha-Um & Kirdmanee, 2008; Li et al., 2016;
Zhou et al., 2012). Suriyan y Chalermpol, 2009, demuestran un comportamiento similar en
cuanto al contenido de prolina se refiere en vitroplantas (cv K84-200) cuando fueron
sometidas a estrés por manitol (-1.2 MPa) durante 7 dias; ademas, Li et al., 2016, obtuvieron
resultados de mediciones fisioldgicas hechas al cv GT21, en donde se apreciaron

alteraciones en respuesta al estrés por sequia.

Con base a lo antes mencionado, los datos derivados de la mediciébn a parametros
fisioldégicos, presumiblemente sugieren que existen variaciones significativas en la
regulacion de elementos moleculares que originan las respuestas fisiologicas mediadas por
la percepcion del estrés originado por imposicién a PEG, el cual tiende a ser usado debido
a que origina condiciones similares a la sequia en tanto en condiciones ex vitro e in vitro
dado a que es un agente osmotico inerte no penetrante, no presenta fitotoxicidad para el

tejido, asi como a la capacidad de reducir el potencial osmotico del medio de cultivo, lo cual
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origina un estrés del tipo osmotico en las células vegetales cultivadas (Kaufmann, 1973;
Munir y Aftab, 2009).

Para la realizacion del presente trabajo se eché mano de herramientas como el cultivo de
tejidos, ya que son implementadas dado que permiten homogeneizar el universo muestral
promoviendo un desarrollo sincrénico que puede ser bastante controlado (Errabii et al.,
2006; Munir y Aftab, 2009). Con el fin de ahondar en lo tocante a las intrincadas redes de
regulacion molecular en funcién de la respuesta del estrés osmotico en cafia de azlcar, se
realizd un ensamble de novo, en el cual se hallaron 252,702 unigenes, de los cuales se
hallaron 140,339 unigenes (53.53%), siendo los resultados comparables con los obtenidos
por Li et al., 2016, en donde hallaron un total de 164,803 unigenes de 6 variedades de cafia
de azucar (4 hibridos y 2 cultivares parentales).

Un total de 11,796 genes presentaron regulacion diferencial en hoja siendo que para el
tejido de raiz se hallaron 8,611 genes; con el andlisis de componentes principales, asi como
el agrupamiento jerarquico se aprecié patrones de expresion tejido-especifico de los DEGs
de tal forma que se apreciaron cambios significativos en el patron de expresion en ambos
tejidos después de las 24 horas de exposicion a estrés, los cuales son evidentes en el
patron del mapa de calor. Por otra parte, las muestras con las que se comparan, las no

estresadas, presentaron un patron de expresion bastante similar.

Los grupos E-G (con 452,161 y 31 genes) mostraron un cambio rapido en el patrén de
expresion en el T1 mostrando pequefias variaciones en las muestras de 48 y 72 horas
respectivamente. Con base a lo antes mencionado, acorde con las observaciones
realizadas en la realizacion del presente trabajo y bajo condiciones particulares durante su
consecucion se concluye que existe una expresion diferencial en funcion del tiempo de
exposicion, a su vez, la fenotipificacion de las vitroplantas sometidas a estrés osmdético
obedece a los resultados de las mediciones a pardmetros fisiolégicos y bioquimicos,
meramente como experimentos correlativos, datos que apoyan el patrén de expresion de
los DEGs.
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4.2 PERSPECTIVAS

Con la finalidad de incrementar el nivel de comprension de cafia de azUcar en respuesta a
estrés abidtico, se sugiere la aplicacion de técnicas y/o herramientas que permitiran
conseguir el objetivo planteado, asi como servir de plataforma para futuros trabajos de

mejora genética de éste cultivar con gran potencial biotecnoldgico.

Con la transformacion genética (mediada por Agrobacterium o biobalistica) a nivel de callos
embriogénicos, embriones somaticos, meristemos apicales o a nivel de semilla, con genes
de interés obtenidos a partir del analisis transcriptdmico se podria incrementar el nivel de
conocimientos bioquimicos y moleculares en cafia de azucar (Kim et al., 2012; Taparia et
al., 2012; Zale et al., 2016).

Al efectuar estudios para detallar la dindmica del agua a nivel de tejido en plantas
genéticamente transformadas, se podrian realizar ensayos no destructivos usando técnicas
como la espectroscopia en Tera Hertz, con lo cual se obtendria informacion til para
dilucidar la asimilacién y compartimentaciéon de moléculas de agua (Castro-Camus et al.,
2013; Gente et al., 2013). Con el disefio, desarrollo y aplicacion de experimentos como
ensayos histoquimicos, microscopia confocal y/o de barrido, se podrian comprender
aspectos de superlativa importancia en lo que atafie a biologia del desarrollo como lo es la

arquitectura de la raiz (Bisseling y Scheres, 2014)

Con la seleccidn y andlisis de genes gue codifican para proteinas de interés, como el caso
del doble transportador Sweet, se encontraria informacion Gtil acerca de su funcionalidad e
interaccion con aspectos tales como la dindmica de azlcares (Braun, 2012; Chen et al.,
2012). Aunado a lo antes descrito, al llevar a cabo estudios bioinformaticos enfocados a
evolucién y filogenia, se podria hallar informacion acerca de eventos evolutivos de genes
gue codifican a proteinas de interés (Sweet, NAC, DREB, dehidrinas).

Ademas, al correlacionar y consolidar la plataforma obtenida a partir del transcriptoma con
andlisis protedmicos y metabolémicos, se lograria obtener un recurso integral para la
mejora genética de este cultivar (Ristova et al., 2016). Por ultimo, se sugiere dar
seguimiento al proyecto de tal manera que en un futuro proximo se puedan implementar los
conocimientos obtenidos a partir de observaciones y experimentaciones al campo cafiero
mexicano, con la finalidad de solucionar los problemas inherentes a este componente

productivo del sector primario.
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