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RESPUESTAS FISIOLOGICA Y MOLECULAR DE PLANTAS DE ARROZ
CRECIDAS BAJO ESTRES OSMOTICO
Soledad Garcia Morales, Dra.
Colegio de Postgraduados, 2012

Las plantas estan expuestas a diversos tipos de estrés abidtico incluyendo sequia y
salinidad, los cuales constituyen los principales factores que limitan la productividad
de los cultivos en el mundo. Para responder al estrés, las plantas han desarrollado
una serie de mecanismos fisioldgicos, bioquimicos y moleculares. Entre estos ultimos,
los factores de transcripcion juegan un papel preponderante en la regulacion de la
expresion de genes, y su identificacion y caracterizacibn es esencial para la
regulacion transcripcional y conferir tolerancia al estrés. El objetivo de este trabajo fue
analizar las respuestas fisiologicas de cuatro cultivares mexicanos de arroz al estrés
osmoético dado por deshidratacion y salinidad, asi como las respuestas moleculares de
dos cultivares con respuestas contrastantes a los factores de estrés, en condiciones
de hidroponia. Primero se evaluaron las respuestas fisiol6gicas de cuatro cultivares de
arroz: Cotaxtla, Tres Rios, Temporalero y Huimanguillo, bajo deshidratacion dada por
la adicion de 10% PEG a la solucién nutritiva y salinidad ocasionada adicionando 100
mM NaCl a la solucion nutritiva. El cultivar Cotaxtla resulté mas tolerante al presentar
menor reduccion en el crecimiento y mayor sintesis de aminoacidos totales y prolina.
Tres Rios fue el cultivar mas sensible, al tener mayor reduccion en el crecimiento y un
nulo rendimiento del fotosistema Il bajo condiciones de salinidad. Usando la técnica
de RT-PCR en tiempo real se realizé un tamiz de 51 genes. Al analizar la curva de
disociacion se seleccionaron sélo 41 genes que mostraron un pico Unico en la curva.
Para el andlisis de la expresion relativa de los genes se utilizd el método 2724}, con
actina como gen de referencia y el testigo. La evaluacion se hizo a las 6 y 24 h
después de la aplicacion de los tratamientos. Del analisis del perfil de expresién de los
genes de interés se hallaron 11 genes inducidos por deshidratacion en Cotaxtla, y 17
en Tres Rios. Respecto a salinidad, cuatro genes fueron inducidos y seis genes
reprimidos en Cotaxtla; mientras que en Tres Rios, 30 genes fueron inducidos y dos
reprimidos. Finalmente, se identificaron 10 genes candidatos (0Os03g02800,
0s08g33910, Os01g66490, Os01g15640, Os07g04560, Os099g33490, 0s10921560,
0s03g42630, Os02g36880 y OsNACS6) involucrados en las respuestas a salinidad y
tres genes (Os03g60080, Os07g04560 y 0s01g59640) a deshidratacion, ya que
tuvieron un patron de expresion contrastante en los dos cultivares evaluados. Estos
resultados proveen evidencia de genes candidatos potencialmente involucrados en
respuestas del arroz al estrés osmoético cuya caracterizacion subsecuente puede
ayudar a descubrir nuevos mecanismos moleculares que controlan las respuestas de
las plantas al estrés ocasionado por deshidratacion y salinidad.

Palabras clave: Oryza sativa, sequia, deshidratacion, salinidad, regulaciéon
transcripcional, RT-PCR en tiempo real



PHYSIOLOGICAL AND MOLECULAR RESPONSES OF RICE PLANTS GROWN
UNDER OSMOTIC STRESS
Soledad Garcia Morales, Dra.
Colegio de Postgraduados, 2012

Plants are exposed to diverse kinds of abiotic stress including drought and salinity, and
both drought and salinity are the major factors affecting crop productivity worldwide. To
respond to abiotic stress factors, plants have developed a series of physiological,
biochemical and molecular mechanisms. Among the later, transcription factors play a
pivotal role in regulating gene expression, and therefore, their identification and
characterization are essential for controlling gene transcription and conferring stress
tolerance. Hence, this study aimed to analyze the physiological responses of four
Mexican rice cultivars to osmotic stress (dehydration and sidalinity) as well as the
molecular responses of two contrasting cultivars to the stress factors under hydroponic
conditions. First we analyzed the physiological responses of the four Mexican rice
cultivars: Cotaxtla, Tres Rios, Temporalero and Huimanguillo under dehydration given
by 10% PEG into the nutrient solution, and under salinity, adding 100 mM NacCl to the
nutrient solution. Results showed that the cv. Cotaxtla was more tolerant to the
osmotic stress, as plants showed less growth reduction and higher synthesis of amino
acids, while Tres Rios demonstrated to be the most sensitive cultivar, as its growth
was drastically reduced in comparison to the others, and a null Photosystem Il yield
under salt conditions was registered. Using the real time RT-PCR technique, we
performed a screening of 51 genes encoding NAC transcription factors. After analyzing
the dissociation curve we selected only 41 genes showing only one pick in their
respective melting curve. In order to analyze the relative expression of the genes we
used the method 2721, with actine as the housekeeping gene and a control gene.
The evaluation was carried out 6 and 24 h after application of treatments. The
expression profiling analysis of selected genes showed that 11 genes were induced by
dehydration in the cv. Cotaxtla, while in Tres Rios 17 genes were induced by the same
stress factor. Concerning salinity tests, four genes were induced and six repressed in
Cotaxtla, whereas in Tres Rios 30 genes were induced and two repressed. Finally, we
identified 10 genes (0Os03g02800, 0Os08g33910, 0s01g66490, 0Os01g15640,
0Os07g04560, Os09g33490, 0s10g21560, Os03g42630, 0Os02g36880 and OsSNACG6)
potentially involved in salt stress responses and three genes (0Os03g60080,
0Os07g04560 and 0s01g59640) likely to be involved in dehydration responses, as
those genes showed a contrasting expression pattern in both cultivars evaluated (one
tolerant, the other sensitive). Our results provide evidence of candidate genes
potentially involved in osmotic stress responses which subsequent characterization
may help to discover novel molecular mechanisms controlling dehydration and salt
stress responses.

Key words: Oryza sativa, drought, dehydration, salinity, transcriptional regulation, real
time RT-PCR.
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CAPITULO I.
INTRODUCCION GENERAL

Un gran desafio para los biotecnologos involucrados en el area agricola es
satisfacer la demanda, cada vez mayor, y produccion de alimentos frente a un
constante aumento en la poblacion mundial, que en 2050 llegara a mas de 9 mil
millones de personas (Godfray et al., 2010; Tester y Landridge, 2010). Esta
creciente demanda de alimentos es paralela a las pérdidas dramaticas de tierras
cultivables debido al incremento severo en la destruccion del suelo por
condiciones ambientales abibticas. Por lo que, la salinidad y la sequia son dos de
los principales factores ambientales que inciden negativamente en el crecimiento y
desarrollo de las plantas, lo que tiene un impacto crucial en la productividad
agricola y en los rendimientos (Golldack et al., 2011). La sequia es critica para la
produccion de cultivos en las grandes areas agronémicas en todo el mundo, lo
cual es generalmente enfrentado con el empleo de irrigacion extensiva. Sin
embargo, la mayoria de los recursos hidricos son altamente salinizados mientras
que el agua dulce de alta calidad, que es apta para riego, es muy limitada. Por
consiguiente, no solo la sequia, sino también la salinidad del suelo es, cada vez
mas, un problema agricola debido a la amplia difusién de préacticas agricolas como
la irrigacion (Flowers, 2004), lo que requiere, de manera urgente, el desarrollo de
cultivos con mayor eficiencia en el uso del agua y tolerancia a salinidad.

La exposicion de las plantas al exceso de sales causa desbalance y
toxicidad i6nica que provoca desequilibrios en el metabolismo. Otro componente
de la salinidad es el estrés osmotico que resulta en déficit hidrico, comparable al
estrés inducido por sequia (Bartels y Sunkar, 2005). Las plantas contrarrestan los
efectos negativos de la salinidad y la sequia mediante la activacion de respuestas
bioquimicas que incluyen: 1) sintesis y acumulacion de osmolitos, 2)
mantenimiento de la homeostasis ionica intracelular y 3) remocién de especies
reactivas de oxigeno generadas como un efecto secundario de la sequia (Ashraf y
Akram, 2009). Otras respuestas morfolégicas y fisiolégicas incluyen: 1)
precocidad, 2) reduccion del area foliar, 3) enrollamiento de las hojas, 4) eficiente
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sistema radical y reduccion del macollaje y 5) reduccion en la transpiracion y cierre
estomatico (Islam et al., 2009).

Con la finalidad de incrementar la eficiencia de los procesos adaptativos de
las plantas, las estrategias de ingenieria génetica vegetal para la reprogramacion
celular y molecular, pueden enfocarse en 1) conferir tolerancia al estrés por
reprogramacion directa en los procesos de transporte de iones y en el
metabolismo primario y 2) modular la sefalizacion y las rutas regulatorias de los
mecanismos de adaptacion. Este dltimo enfoque parece ser la perspectiva, para
conferir tolerancia al estrés, debido a que tanto la sefalizacion como la
orquestacién de factores regulatorios son los componentes claves de la regulacién
transcripcional y transduccional que controlan los mecanismos de adaptacion
(Popova et al., 2008). Por lo tanto, la reprogramacioén celular para incrementar la
tolerancia de las plantas al estrés, requiere de la ingenieria genética de uno o
algunos reguladores maestros de adaptacion, en lugar de la modulacién de
numerosos mecanismos de adaptacion celular y metabdlica (Golldack et al.,
2011).

Los factores de transcripcion son proteinas capaces de unirse
especificamente a secuencias cortas de DNA, situadas en el promotor de los
genes, e interactuar con el complejo de preiniciacion de la transcripcién, y de esta
manera activar o inhibir la accion de la RNA polimerasa Il. Entonces, los factores
de transcripcion modulan la tasa transcripcional de sus genes blanco. Un factor de
transcripcion puede modular la transcripcion de varios genes, lo que incluye genes
que codifican factores de transcripcion, y reorientan la actividad celular, a nivel de
organismo, para la adaptacién a una condicidbn externa en particular, como el
estrés osmotico (Century et al., 2008; Khong et al., 2008).

En este sentido, el acido abscisico (ABA) juega un papel central como
molécula de sefalizacion en las redes regulatorias del estrés en plantas (Bartels y
Sunkar, 2005). Algunos factores de transcripcion siguen una ruta de transduccién
de sefales dependiente de ABA, mientras que otros parecen actuar de manera
independiente. Los mecanismos moleculares para la regulacién en la expresion de

genes dependiente o independiente de ABA, aun no estan completamente claros;
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el analisis de promotores de genes en respuesta al estrés y el aislamiento de
factores de transcripcibn que activan estos genes sugiere que hay distintos
mecanismos de regulacion para diferentes rutas (Agarwal y Jha, 2010).

Los factores de transcripcion actuan, naturalmente, como reguladores
maestros de los procesos celulares. Se espera que estos reguladores sean
excelentes candidatos para modificar rasgos complejos en plantas cultivadas. Por
lo que, tecnologias basadas en factores de transcripcion son, probablemente, la
parte mas prominente de la siguiente generacion de cultivos biotecnolégicos con
éxito (Century et al., 2008).

El arroz (Oryza sativa L.) es un cereal de alto valor econémico y social. Este
cultivo es el alimento basico para méas de la mitad de la poblacion mundial,
especialmente los que viven en paises en desarrollo. El arroz junto con el trigo y el
maiz proveen el 50% del total de las calorias consumidas por la poblacion
mundial. Aunque la produccion mundial de arroz muestra un incremento anual, la
poblacion mundial crece mas rapidamente. Los principales factores abiéticos que
afectan el rendimiento de arroz son la sequia y la salinidad (Hadiarto y Tran,
2011).

El objetivo general de este trabajo fue evaluar las respuestas fisiolégicas,
como el crecimiento y la acumulacién de biomasa; y moleculares como cambios
en el patron de expresion de 41 genes de la familia NAC, en cultivares mexicanos
de arroz crecidos bajo condiciones de estrés osmotico inducido por sequia y

salinidad.
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CAPITULO II.

FACTORES DE TRANSCRIPCION INVOLUCRADOS EN LOS MECANISMOS
MOLECULARES DE RESPUESTA AL ESTRES OSMOTICO

Soledad Garcia-Morales, Libia I. Trejo-Téllez, Fernando C. Gbmez-Merino, Camila

Caldana, E. Braulio Herrera-Cabrera y David Espinosa-Victoria

RESUMEN

El estrés osmatico, resultado de la salinidad y la sequia, es la principal causa de
pérdidas en los cultivos en todo el mundo. La adaptacion de las plantas al estrés
abidtico depende de la activacion de cascadas de redes moleculares involucradas
en la percepcion, transduccién de sefiales y la expresion de genes especificos.
Los componentes clave que controlan y modulan las rutas adaptativas del estrés
son los factores de transcripcién. Un factor de transcripcion esta codificado por un
gen unico, pero regula la expresion de muchos otros genes que conducen a la
activacion de complejos mecanismos de adaptacion, por lo que éste es una de las
principales moléculas blanco para el mejoramiento genético en la tolerancia de los
cultivos. Una molécula central del estrés abibtico que coordina una ruta reguladora
de la expresion de los genes es el acido abscisico (ABA). Se han identificado rutas
de sefalizacion dependientes o independientes de ABA; sin embargo, ambas
median la adaptacion al estrés osmoético. El objetivo de esta revisiéon es analizar el
papel de los factores de transcripcibn en los mecanismos moleculares de
respuesta al estrés osmotico, con énfasis en las familias NAC (NAM no apical
meristem, ATAF1-2 y CUC cup-shaped cotyledon) y HSF (heat shock factor).

Palabras clave: sequia, salinidad, percepciéon de sefales, red de transduccién de
sefales, NAC, Hsf
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2.1. INTRODUCCION

El estrés osmoético ocasionado por sequia y salinidad frecuentemente limita
el crecimiento y la productividad de las plantas (Bartels y Sunkar, 2005; Agarwal et
al., 2006). Estas responden y se adaptan a condiciones adversas con una serie de
cambios bioquimicos y fisiolégicos, regulados por multiples rutas de sefializacion
en respuesta al estrés. Existe una superposicion entre los patrones de expresion
de los genes inducidos por sequia, salinidad y frio en Arabidopsis y arroz, en las
gue se han identificado mas de 300 genes inducidos por estrés. Donde mas de la
mitad de los genes inducidos por sequia también son inducidos por alta salinidad,
lo que indica la existencia de una interseccion aparente entre las respuestas a
sequia y salinidad. Por el contrario, solamente 10% de los genes inducidos por
sequia también son inducidos por frio (Seki et al., 2002; Nakashima y Yamaguchi-
Shinozaki, 2010).

El estrés osmotico es un estimulo complejo que induce muchos atributos
diferentes que a la vez estan relacionados entre si (desequilibrio i6nico y estrés
osmotico), lo que puede ser provisto a la célula con una informacién unica. Con
base en esta multiplicidad de sefalizacion, puede haber mdltiples sensores
primarios que perciben la sefial inicial del estrés y alteran la expresién de un gran
namero de genes. Las respuestas moleculares y celulares al estrés osmético
incluyen: percepcion, transduccién de sefiales al citoplasma y al nucleo, expresion
de los genes vy, finalmente, cambios metabdlicos que conducen a la tolerancia del
estrés (Shinozski et al., 2003; Agarwal et al., 2006). La regulacién transcripcional
de la expresion génica esta determinada por la tasa transcripcional mediante la
activacion o represion de un promotor bajo condiciones de estrés, la cual depende
de varios factores de transcripcion y sus interacciones con las secuencias
regulatorias que actian en cis (Bartels y Sunkar, 2005).

Los factores de transcripcion son proteinas capaces de unirse
especificamente a secuencias cortas de DNA (cis-elements) localizadas en el
promotor de genes e interactuar con el complejo de preiniciacion de la
transcripcion, y de esta manera activar o inhibir la RNA polimerasa Il. Entonces,

los factores de transcripcion modulan la tasa de transcripcion de sus genes



Capitulo Il Revision de literatura

blanco, este tipo de sistema de regulacion de la transcripcion se denomina regulon
(Nakashima et al., 2009). Un factor de transcripcion puede modular la transcripcion
de varios genes, que incluyen genes que codifican factores de transcripcién de
ellos mismos y reorientan la actividad celular para la adaptacion a una condicién
externa en particular, como el estrés osmaotico ocasionado por sequia o salinidad.

El &cido abscisico (ABA) es producido bajo condiciones de déficit hidrico y
juega un papel importante como molécula de sefalizacion en las redes
regulatorias del estrés, en la respuesta de las plantas a la sequia y salinidad (Rai
et al., 2009). Aplicacion exdégena de ABA, induce una serie de genes que
responden al estrés por deshidratacion y frio (Shinozaki et al., 2003). Otros
estudios describen genes que se inducen por deshidratacion y frio, pero no
responden a tratamientos exdgenos de ABA (Shinozaki et al., 2003; Yamaguchi-
Shinozaki y Shinozaki, 2005). Esto sugiere la existencia de cascadas de
transduccion de sefales en dos sentidos, dependiente e independiente de ABA,
entre la sefial inicial del estrés y la expresion de genes especificos. Hay dos
elementos principales que acttan en cis: ABRE (ABA-Responsive Element) y DRE
(Dehydration Response Element), los cuales funcionan en la expresion de genes
dependiente e independiente de ABA, respectivamente, en respuesta del estrés
abidtico. Ademas de estas rutas principales muchos otros sistemas reguladores de
la transcripcion estan involucrados en la expresion de genes (Nakashima y
Yamaguchi-Shinozaki, 2010).

En este trabajo, revisamos el papel de los factores de transcripcion en los
mecanismos moleculares de respuesta al estrés osmotico, con mayor énfasis en

las familias NAC y HSF, las cuales fueron abordadas en la investigacion doctoral.

2.2. ESTRES OSMOTICO

La exposicion a sequia o salinidad dispara muchas reacciones comunes en
plantas. Ambas condiciones conducen a la deshidratacion celular, la cual causa
estrés osmotico y remueve el agua del citoplasma a los espacios extracelulares

gue resulta en una reduccién del volumen vacuolar y citosélico. Ademas, el estrés
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osmotico limita la absorcién de agua del suelo o del medio de crecimiento de las
plantas (Munns, 2002).

Otra consecuencia, de la sequia y la salinidad en plantas, es la produccion
de especies reactivas de oxigeno (ROS, reactive oxygen species), las cuales
afectan negativamente la estructura celular y el metabolismo. Respuestas
tempranas al estrés hidrico y salino son idénticas excepto por el componente
ionico. Estas similitudes incluyen procesos metabdlicos tales como disminucion de
fotosintesis o cambios en procesos hormonales. Altas concentraciones
intracelulares de Na y Cl son problemas adicionales de la salinidad (Bartels y
Sunkar, 2005; Verslues et al., 2006).

Cuando el estrés osmatico es de intensidad moderada, conduce a una
rapida inhibicion del crecimiento de hojas y tallos, mientras que la raiz puede
continuar creciendo. El grado de inhibicién del crecimiento debido a estrés
osmatico depende de la condicion de la especie o tejido antes del estrés, de la
escala de tiempo de respuesta, del tejido particular y de la especie en cuestion, y
de como el estrés es aplicado (rapido o gradual). La inhibicién del crecimiento del
vastago durante el déficit hidrico puede contribuir a la acumulacion de solutos y
con esto al ajuste osmaético (Hasegawa et al., 2000).

La adaptacion al estrés osmético es un proceso complejo, que involucra
numerosos cambios que incluyen atenuacion del crecimiento, cambios en la
expresion de genes, incremento en los niveles de ABA, acumulacion de solutos
compatibles y proteinas protectoras, ajuste en el transporte idnico, e incrementos

en los niveles de antioxidantes (Hasegawa et al., 2000; Xiong y Zhu, 2002a).

2.3. PERCEPCION DE SENALES

La percepcion de sefales es el primer paso en la respuesta de las plantas
al estrés osmotico. Un sensor del estrés puede detectar cambios ambientales y
transmitir especificamente la sefial inicial del estrés a blancos celulares (Gao et
al.,, 2008). Cada estimulo ambiental proporciona a las células vegetales

informacion especifica. Dado un gran namero de estimulos, es posible que las
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plantas puedan monitorear las sefiales de una condicion de estrés Unica a través
de diferentes tipos de sensores (Xiong et al., 2002b).

Los sensores son moléculas que perciben la sefal inicial del estrés. Estos
iniciaran o reprimiran una cascada que transmite una sefial intracelular y en
muchos casos, activan factores de transcripcién nucleares para inducir o reprimir
la expresion de un grupo especifico de genes. Un solo sensor puede regular
ramificaciones de la cascada de sefalizacion, que es iniciada por la exposicion al
estrés (Xiong et al., 2002b; Rodriguez et al., 2005).

Se ha encontrado que el estrés por sequia, salinidad y/o frio induce la
acumulacién transitoria de Ca®* en el citoplasma, el cual ingresa del espacio
apoplastico o de la liberacién de depdsitos internos como los organelos celulares.
Los canales responsables de la entrada de Ca®" representan un tipo de sensor
para la sefializacion del estrés. La liberacién interna de Ca®" es controlada por
ligandos de canales sensibles a Ca?". Estos ligandos son segundos mensajeros
(Rodriguez et al., 2005).

Los receptores tipo quinasas fueron encontrados tanto en plantas como en
animales. Estructuralmente, estos receptores consisten de un dominio extracelular
que puede funcionar en la unién de ligandos o interacciones proteina-proteina, un
dominio transmembranal y un dominio quinasa intracelular. Los dos componentes
del sistema regulador respuesta-sensor involucran histidinas quinasas que
inicialmente fueron encontradas en procariotas para la percepcion de diferentes
sefiales ambientales, también se han encontrado en células eucariotas como las
plantas (Chinnusamy et al., 2004). Cuando el dominio extracelular del sensor
percibe una sefial, el residuo de histidina citoplasmica es auto fosforilada y el
radical fosforil se mueve a un receptor de aspartato en una respuesta reguladora,
el cual puede constituir parte de la proteina sensor o una proteina separada
(Rodriguez et al., 2005; Gao et al., 2008).

2.4. RUTA DE TRANSDUCCION DE SENALES
Las plantas reaccionan a estimulos externos mediante el inicio de una

cascada de sefializacion que activa la expresion de las respuestas adecuadas. En
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contraste a la percepcion en la transduccion de sefales, se han identificado varios
componentes; aunque, se desconoce como interactian las moléculas entre si y
donde estan posicionadas en la compleja red de sefializacion (Bartels y Sunkar,
2005).

Una vez que un estimulo celular es percibido, inmediatamente se generan
moléculas de sefializacion como segundos mensajeros, por ejemplo: Ca*, inositol
fosfato y especies reactivas de oxigeno (reactive oxygen species, ROS).
Subsecuentemente, los segundos mensajeros activan, corriente abajo, una
cascada de sefales que fosforilan los factores de transcripcion, que regulan la
expresion de un grupo de genes o proteinas involucradas en la adaptacion el
estrés (Xiong et al.,, 2002b). La fosforilacion por proteinas quinasas es el
mecanismo de regulacion mas comuan e importante en la transduccion de sefiales
(Ludwig et al., 2004).

La red de transduccién de sefiales para frio, sequia y estrés salino se
puede dividir en tres tipos principales de sefializacibn como se muestra en la
Figura 1. a) Sefalizacion del estrés osmoético/oxidativo que usa los médulos de las
proteinas quinasas activadas por mitdgeno (mitogen-activated protein kinase,
MAPK), la cual involucra la generacion de enzimas removedoras de especies
reactivas de oxigeno y componentes antioxidantes, asi como osmolitos; b)
sefializacion dependiente de Ca®" que conduce a la activacién de genes para
proteinas abundantes en la embriogénesis tardia (late embryogenesis abundant,
LEA), involucrados en la produccion de proteinas en respuesta al estrés, de las
cuales las mayoria no tiene funciones definidas y c) sefalizacion de la sal
excesivamente sensible (salt overlay sensitive, SOS) dependiente de Ca®" que
regula la homeostasis idnica, este tipo involucra la ruta SOS y es especifica del

estrés idnico (Xiong et al., 2002b; Rodriguez et al., 2005).
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Homeostasis osmotica, »
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Figura 1. Esquema de la via de transduccidén de sefiales del estrés osmatico e
i6nico en plantas. Una ruta de transduccién de sefales inicia con la percepcién de
la sefal, seguido por la generacion de segundos mensajeros (inositol fosfato y
especies reactivas de oxigeno, ROS). Estos pueden modular los niveles
intracelulares de Ca?*, frecuentemente al iniciar una cascada de fosforilacién de
proteinas. Finalmente las proteinas blanco estan directamente involucradas en la
proteccion celular o factores de transcripcién que controlan un grupo especifico de
genes regulados por estrés (Rodriguez et al., 2005).
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La ruta de transduccion de sefiales puede ser compartida por componentes
de diversos factores de estrés como la sequia, salinidad o frio. Aunque hay
multiples rutas de sistemas de transduccion de sefiales que operan a nivel celular
para la regulacion génica, el acido abscisico es un componente conocido que
actia en una de las rutas de transduccion de sefiales, mientras que hay otras
rutas que actian de manera independiente al ABA. Se sabe que los genes de
respuesta temprana codifican factores de transcripcion que activan genes de
respuesta tardia (Zhu, 2002). No obstante, la existencia de componentes y ramas
especificas, las rutas de sefializacion para estreses como la salinidad, sequia y
frio, todas, interactian con el ABA y convergen en multiples pasos. Ademas, esta
serie de componentes de sefializacion estan asociados con las respuesta de las
plantas a cambios de temperatura, estrés osmotico y anaerdbico (Grover et al.,
2001).

Una de las bondades de la manipulacion de los factores de sefializacion es
que se puede controlar una amplia gama de eventos, corriente abajo, que
incrementan la tolerancia a multiples factores de estrés (Umezawa et al., 2006). La
alteracion de estos componentes de la transduccidn de sefiales es un método para
reducir la sensibilidad de las células a condiciones de estrés. La induccion o la
supresion de ciertos factores de sefializacion pueden mejorar, de manera efectiva,

la tolerancia al estrés abidtico (Bhatnagar-Mathur et al., 2008).

2.4.1. Papel del ABA en la sefializacion del estrés

El ABA es una hormona vegetal que esta involucrada en mucho aspectos
del crecimiento y en las rutas del desarrollo, como la maduracion del embrion,
prevencion de la germinacion precoz, desarrollo, latencia y germinaciéon de la
semilla, regulacion de la apertura estomatica y activacién de genes en respuesta
al estrés (Gao et al.,, 2008). EI ABA controla muchas de las respuestas de
adaptacion al estrés, la activacion de genes implicados en el ajuste osmético, la
compartimentalizacion de iones, la regulacion del crecimiento de vastago y raiz y
modificaciones de la conductividad hidraulica de la raiz (Verslues y Zhu, 2005).

Un gran numero de genes, en respuesta al estrés, son sobre regulados por

ABA en condiciones de desecaciéon y desbalance osmético. Hay un traslape en el
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patron de expresion de los genes de estrés bajo frio, sequia, salinidad y /o
aplicacion de ABA (Agarwal y Jha, 2010). Estos estreses desencadenan la
acumulacion de ABA y ésta a su vez activa varios genes asociados con el estrés
cuya funcién puede ser la acumulacion de osmoprotectantes y proteinas LEA,
sefalizacion, regulacion transcripcional, etc. (Bartels y Sunkar, 2005). Estudios
han confirmado el papel del ABA como una molécula intermediaria entre la
percepcion del estrés y la respuesta celular al estrés (Bartels y Sunkar, 2005; Gao
et al., 2008; Agarwal y Jha, 2010).

2.5. REGULACION DE LA EXPRESION GENICA POR ESTRES OSMOTICO Y
FACTORES DE TRANSCRIPCION

Las respuestas al estrés abibtico requieren la produccién de proteinas
metabdlicas importantes como aquellas que involucran la sintesis de
osmoprotectantes y de la operacién de proteinas regulatorias en la ruta de
transduccion de sefiales, como quinasas o factores de transcripcion. Dado que la
mayoria de estas respuestas implican el control de la expresion de genes, los
factores de transcripcion juegan un papel importante en la respuesta de las
plantas al estrés abiotico y a su desarrollo (Chaves y Oliveira, 2004).

En varios casos, la cantidad y disponibilidad de proteinas reguladoras pude
depender de sus propios patrones de expresion. Los controles autocataliticos se
dan a nivel transcripcional, pos-transcripcional y/o en la traduccion. La fosforilacion
de proteinas reguladoras es un acontecimiento importante en el control de la
expresion génica en eucariotas. Por lo que, mdultiples interacciones proteina-
proteina y/o DNA-proteina, con frecuencia, determinan la tasa de transcripcion por
activacion/represion de un promotor bajo determinadas condiciones ambientales
(Bartels y Sunkar, 2005).

2.5.1. Factores de transcripcion
Los factores de transcripcién son proteinas con un dominio que se une a
elementos especifico que actdan en cis presentes en el promotor de un gen

blanco. Ellos inducen (activadores) o reprimen (represores) la actividad de la RNA
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polimerasa (Figura 2), y entonces regulan la expresion de los genes (Saibo et al.,
2009). La estructura proteica de un factor de transcripcion tipico tiene dos
dominios: el dominio de union al DNA responsable de unir a elementos
especificos que actian en cis en las regiones del promotor de los genes blanco y
el dominio regulatorio responsable de la regulacion transcripcional de los genes
blanco (Shen et al., 2009).

Activadores Elementos que

& actianends

REPRESOR
Factor de
transcripcion B

Factor de
transcripcion A

" Proteinade N
unién a TATA

Region codificante

NV V., \W

CajaTATA

Coactivadores Promotor basal

Factores de transcripcion basales

Figura 2. Maquinaria molecular que controla la transcripcion en organismos
superiores, la cual consisten en cuatro tipos de componentes: factores basales (en
azul), éstos son esenciales para la transcripcién pero no pueden por ellos mismos
incrementar o disminuir la tasa transcripcional; los factores de transcripcion
pueden ser activadores oly represores, estas moléculas reguladoras pueden variar
de gen a gen y se comunican con los factores basales a través de coactivadores
(verde), éstas son proteinas que se ligan a la proteina de unién TATA, que es el
primer factor basal que reconoce la region reguladora de los genes conocido como
promotor basal (Modificado de Goémez-Merino et al., 2009).
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Varios factores de transcripcion interactian con los elementos que actian
en cis, en las regiones del promotor, y forman un complejo de iniciacion
transcripcional sobre la caja TATA (promotor central), corriente arriba del sitio de
iniciacion de la transcripcion. EI complejo de iniciacién transcripcional activa a la
RNA polimerasa para inicial la transcripcion de los genes de respuesta al estrés.
En este proceso, se llevan a cabo varias interacciones entre los elementos que
actuan en cis y los factores de transcripcion, que funcionan como interruptores
moleculares durante la transcripcion, para determinar los eventos de iniciacion de
este proceso (Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki, 2005).

Las plantas necesitan una gran cantidad de factores de transcripcion para
gobernar en forma adecuada y estricta la regulacién transcripcional en respuesta a
estrés osmaotico. Para activar o reprimir la transcripcion, los factores de
transcripcion deben estar ubicados en el nucleo, unidos al DNA, e interactuar con
el aparato de transcripcion basal. Por lo tanto, las sefiales de estrés que regulan la
actividad de los factores de transcripcién pueden afectar uno o la combinacion de
estos procesos. La regulacion de los factores de transcripcion se logra mediante la
fosforilacion reversible o por sintesis de novo de otros factores de transcripcion
(Bartels y Sunkar, 2005).

Un solo factor de transcripcion puede controlar la expresion de muchos
genes blanco. Asi, un grupo de genes controlados por un cierto tipo de factores de
transcripcion es conocido como un regulén. En la respuesta de las plantas a estrés
osmotico, al menos se pueden identificar cuatro regulones diferentes (Figura 3): 1)
el regulén CBF/DREB; 2) regulén NAC y ZF-HD; 3) regulén AREB/ABF y 4)
regulén MYC/MYB (Saibo et al., 2009). Estos regulones son rutas involucradas en
las respuestas al estrés osmoético y pueden ser dependientes o independientes de
ABA (Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki, 2006). Ademas, la regulacion de los
genes en respuesta al estrés osmotico se lleva a cabo a través de la interaccion
entre los factores de transcripcion y los elementos que actdan en cis en las
regiones promotoras de los genes blanco, tales como los elementos de respuesta
a la deshidratacion de repeticion C (CRT/DRE), el elemento sensible a ABA

(ABRE), secuencia de reconocimiento NAC (NACR), secuencia de reconocimiento
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HDZF (HDZFR) y elementos MYCR/MYBR (Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki,
2007).

Estrés osmotico: Frio
sequia y salinidad
1]
/ Percepcion de la seial \
Transduccion Ruta dependiente-ABA Ruta independiente-ABA
dela sedial \
(BF4/
DREB1D

x —
o . ()
e () ) @00 @y | @a) wo ) G

Elementos que

actianencis — NACR -- MYBR - MYCR -— ABRE - CE — — DRE/CRT - — NACR — - HDZFR — — DRE/CRT -
(ACACGCATGT) (YAACR, (CANNTG,  (ACGTGGC, (G/ACCGAC)  (ACACGCATGT) (6/ACCGAQ)
TGGTTAG) CACATG)  ACGTGTC) !

l D ()
-
l

ACTIVACION/EXPRESION DE GENES BLANCO INDUCIDOS POR ESTRES

l

TOLERANCIA AL ESTRES

Figura 3. Red de regulacion transcripcional de los elementos que actian en cis y
los factores de transcripcion involucrados en la expresion de genes en respuesta
al estrés osmotico. Los factores de transcripcion se presentan en elipses de
colores. Los elementos que actian en cis se muestran en rectangulos grises. Los
pequefios circulos identifican modificaciones de los factores de transcripcién para
su activacion, como la fosforilacion, en respuesta a sefiales de estrés. El grosor de
las flechas grises indican las rutas principales de sefalizacién. Las flechas
discontinlas sefalan interaccion proteina-proteina (modificado de Yamaguchi-
Shinozaki y Shinozaki, 2006).

2.5.2. Regulén CBF/DREB
Este reguldn estd involucrado principalmente en las respuestas al frio, y es
conservado en el reino vegetal, inclusive en plantas que no se desarrollan en clima

frio como tomate y arroz (Dubouzet et al., 2003). Yamaguchi-Shinozaki y
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Shinozaki (1994) identificaron un elemento que actla en cis que, ademas del
elemento de respuesta a ABA (ABA-responsive element, ABRE), también esta
presente en el promotor del gen RESPONSIVE TO DEHYDRATATIO 29A
(RD29A), un gen inducido por sequia, salinidad y frio. Este elemento fue llamado
elemento de respuesta a deshidratacion (C-repeat/dehydration-resposive element,
CRT/DREB) y fue caracterizado como dependiente de ABA. El motivo central de
este elemento que actla en cis es CCGAC y los factores de transcripcion que se
unen a este elemento fueron llamados factores de unidon a CRT o proteinas 1 de
union a DRE (CBF/DREB1) (Liu et al., 1998).

La expresion del gel CBF/DREBL1 es rapida y transita inducida por frio, y a
su vez los factores de transcripcion CBF/DREB1 activan la expresion de muchos
otros genes que codifican proteinas involucradas en la produccion de
osmoprotectantes y antioxidantes (Saibo et al., 2009). En lo que se refiere a los
genes DREZ2, estos se expresan constitutivamente (bajo condiciones normales y
bajo condiciones de estrés), aunque sus genes blanco (RD29A, RD29B, RD17, y
LEA14) son inducidos solamente por deshidratacion. Esto indica que los factores
de transcripcion DREB2 son activados a través de modificaciones post-
traduccionales con la finalidad de regular la expresién de los genes corriente abajo
(Sakuma et al., 2006).

2.5.3. Regulén AREB/ABF

Muchos genes inducidos por sequia y salinidad responden a ABA (Rabbani
et al., 2003). Un elemento conservado que actla en cis, nombrado como elemento
en respuesta a ABA (ABA-responsive element, ABRE; PyACGTGG/TC), fue
identificado de los promotores de los genes inducidos por ABA. Por lo tanto, ABRE
es uno de los principales elementos que actlan en cis en genes de respuesta a
ABA. Para la transcripcion, una sola copia de ABRE no es suficiente (Nakashima
et al., 2009). Por lo que, ABRE y elementos de acoplamiento, incluye elemento de
acoplamiento 1 (coupling element 1, CE1) y el elemento de acoplamiento 3 (CE3),
constituye un complejo en respuesta a ABA en la regulacion de los genes HVAl y
HVA22 en trigo (Shen et al., 1996).
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Los ABFs o AREBs son factores de transcripcion del tipo bZIP (basic
leucine zipper) que se unen al motivo ABRE vy activa la expresion de los genes
dependientes de ABA (Choi et al.,, 2000). Algunos de estos factores de
transcripcion, como AREB1 y AREB2, requieren una modificacion pos-traduccional
para su maxima activacion. Estas modificaciones son, probablemente, una
fosforilacion dependiente de ABA (Saibo et al.,, 2009). La mayoria de los
elementos de acoplamiento conocidos son similares a ABRE. Por ejemplo, el arroz
contiene un motivo A/GCGT. En Arabidopsis, la secuencia de CRT/DRE puede
servir como un elemento de acoplamiento de ABRE en repuesta a ABA (Narusaka
et al., 2003), lo que sugiere la existencia de una interaccion entre los regulones
DREB y ABRE (Nakashima et al., 2009).

El grupo de genes AREB/ABF, en su mayoria son redundantes y de
expresion especifica en tejidos vegetales o semillas (Choi et al., 2000). Los genes
AREB1/ABF2, AREB2/ABF4 y ABF3 son expresados principalmente en tejido
vegetales, mientras que ABI5 y EEL son expresados durante la maduracion de la
semilla o la germinacion (Fujita et al., 2005; Nakashima y Yamaguchi-Shinozaki,
2006). La expresion del gen OsABI5 fue estimulado por ABA y salinidad, pero fue
reprimido por sequia y frio en plantulas, su sobreexpresion incrementa la

tolerancia a la salinidad en arroz (Zou et al., 2008; Nakashima et al., 2009).

2.5.4. Regulon NAC y ZF-HD

Una ruta independiente de ABA se dio a conocer, cuando se observo la
acumulacion de transcritos del gen EARLY RESPONSIVE TO DEHYDRATION
STRESS 1 (ERD1) antes de detectar algin incremento de ABA en respuesta a
salinidad y sequia, lo que sugiri6 la presencia de una ruta independiente de ABA
(Nakashima et al., 1997). Analisis realizados en el promotor ERD1 revelaron que
pertenece a los factores de transcripcion de la familia NAC; ademas, el
homeodominio dedos de zinc (zinc finger homeodomain, ZF-HD) es esencial para
la activacion del gen ERD1. Sin embargo, la sobreexpresion de genes NAC, en
Arabidopsis, mejoran la tolerancia a sequia sin la activacion del gen ERD1, lo que
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sugiere que pueda ser necesario la interaccion de otros factores para controlar la
expresion de este gen bajo condiciones de estrés (Tran et al., 2007b).

Recientemente, el gen STRESS-RESPONSIVE NAC1 (SNAC1) fue aislado
de un cultivar de arroz de secano. Las plantas que sobreexpresan el gen SNACL1
no mostraron el fenotipo comudn, indeseado y enano de aquellos que
sobreexpresan el gen DREB1/CBF (Ito et al.,, 2006), lo anterior revela un
mecanismo diferente de respuesta al estrés. El incremento en la tolerancia a la
sequia puede ser debido, en parte, a la reduccion en la tasa de transpiracion
(incremento en el cierre estomatico) y a un aumento en la sensibilidad a ABA
(Saibo et al., 2009).

2.5.5. Reguléon MYC/MYB

La expresion del gen RESPOSIVE TO DEHYDRATION 22 (RD22) inducible
por sequia, de Arabidopsis, fue encontrado como inducido por ABA (Abe et al.,
2003). La regién del promotor del gen RD22 contiene los sitios de reconocimiento
de los elementos cis de MYC (CANNTG) y MYB (C/TAACNA/G). Los factores de
transcripcion sélo se acumulan después de la acumulacion de ABA. En
Arabidopsis, se encontré que para la activacion del gen RD22, tanto AtMYC como
AtMYB tienen que trabajar cooperativamente. La sobreexpresion de estos factores
de transcripcion resulta en incremento en la sensibilidad a ABA y la tolerancia a
sequia. Estudios que utilizan microarreglos en plantas transgénicas que
sobreexpresan estos factores de transcripcion revelan que no solamente fueron
regulados diferencialmente por genes relacionas al ABA, sino también por genes
relacionados con el acido jasmoénico, esto indica una superposicion entre las

respuestas del estrés abidtico y bidtico (Abe et al., 2003; Saibo et al., 2009).

2.6. EXPRESION Y FUNCION DE DIFERENTES FAMILIAS DE FACTORES DE
TRANSCRIPCION

En las rutas de transduccion de sefales, involucradas en la conversion de
la percepcion de la sefial a la expresién de genes en respuesta al estrés, varios

factores de transcripcion y elementos que actdan en cis contenidos en promotores
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funcionan no solamente como interruptores moleculares para la expresion génica,
sino también como puntos terminales de la transduccion de sefiales en los
procesos de sefializacion (Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki, 2006; Tran et al.,
2007a).

Los factores de transcripcion activan cascadas de genes que actian juntos
para incrementar la tolerancia a multiples tipos de estrés. Decenas de factores de
transcripcion estan implicados en la respuesta de las plantas al estrés osmético
como salinidad y sequia (Vinocur y Altman, 2005). Asi, los factores de
transcripcion pueden ser agrupados en familias de acuerdo a su dominio de unién
al DNA (Riechmann et al., 2000). Por lo que, la mayoria de los factores de
transcripcion se dividen en varias familias, tales como AP2/ERF, Bzip, NAC, MYB.
MYC, Hsf, Cys2His2 zinc finger y WRKY. A menudo, miembros de la misma
familia responden de diferente manera a estimulos de diferentes tipos de estrés.
Por otro lado, algunos genes de respuesta al estrés pueden compartir los mismos
factores de transcripcion, como lo indica la superposicion del perfil de expresion
gue se induce en respuesta a diferentes estreses (Bhatnagar-Mathur, 2008).

En los siguientes apartados se presenta una breve revision de los factores
de transcripcién de la familia Hsf y NAC La primera familia, recientemente,
estudiada con mayor énfasis en respuesta al estrés osmético (sequia y salinidad);
mientras que la segunda es especifica de plantas y ha sido extensamente

relacionada con incrementar la tolerancia al estrés abidtico.

2.6.1. Factores de transcripcién de la familia Hsf

Todos los organismos poseen un evolutivo, conservado y rapido
mecanismo de defensa celular cominmente designado como respuesta de
choque térmico (heat shock, HS), que activa una serie de reacciones en repuesta
al estrés por calor y una serie de factores de estrés quimico. Hsf se caracteriza por
una rapida reprogramacion de la expresiéon génica, lo que lleva a la produccién de
un conjunto definido de proteinas conocidos como proteinas de choque térmico
(heat shock proteins, Hsps), la mayoria de las cuales actian como chaperonas

moleculares (Hartl y Hayer-Hartl, 2002).
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La expresion de las Hsps esta regulada por mdultiples mecanismos. Los
reguladores centrales de la expresion de Hsps son los factores de transcripcion de
choque térmico (heat shock transcription factors, Hsfs). Los Hsfs son los
componentes terminales de una ruta de transduccién de sefiales mediante la
activacion de genes de respuesta a estimulos de estrés térmico o a otro tipo de
estreses, como el osmoético ocasionado por sequia y salinidad (Nover et al., 2001;
Morimoto, 2002).

A pesar de una considerable variabilidad en el tamafio y secuencia, la
estructura basica de los Hsfs y sus sitios de reconocimiento en el promotor se
conservan en todo el reino eucariota (Kotak et al., 2004). Por lo que, la mayoria de
las propiedades funcionales de Hsfs estan vinculadas a dominios estructurales
muy conservados (Figura 4A): el dominio de unién al DNA N-terminal (DNA-
binding domain, DBD), el cual se caracteriza por un motivo central del tipo hélice-
giro-hélice y un dominio adyacente de oligomerizacion bipartito (HR-A/B),
compuesto de repeticiones hidrofébicas (von Koskull-Déring et al., 2007; Li et al.,
2010). Los Hsfs reconocen motivos palindrémicos de union, llamados elementos
de estrés por calor (heat stress elements, HSE: 5-AGAAnnTTCT-3’) que se
conservan en los promotores de los genes inducibles por choque térmico de todos
los eucariotas (Figura 4B) (Baniwal et al., 2004; von Koskull-Ddéring et al., 2007).

Los Hsfs, en plantas, estan asignados en tres clases (A, By C) en base a
caracteristicas estructurales y estudios filogenéticos (Nover et al., 2001). En
contraste con la clase B y los Hsfs que no son de plantas, las clases Ay C
muestran una insercibn de 21 (clase A) o 7 (clase B) aminoacidos,
respectivamente, que separan las regiones hidrofébicas HR-A y B. Una
particularidad notable de los Hsfs de la clase B es la falta de motivos acidos AHA
en su dominio de activacion C-terminal (CTAD), los cuales son crucial para la
funcién activadora de los Hsfs de la clase A (Doring et al., 2000). Los Hsfs de la
clase A, de Arabidopsis, comprende 15 genes/proteinas, algunas de las cuales se
sabe que funcionan como activadores transcripcionales de los genes blanco en

respuesta al estrés (Li et al., 2010).
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A) Estructura modular del HsfA2 de Arabidopsis

Maquinaria
Dominio de Oligomerizacién del transcripcion,
unién al DNA Hsf RNA pol Il
DBD HR-A/B NLS AHA1 AHA2 NES

e [ I B W W

DNA (HSE) Importin Exportin

B) Interacciones del factor de transcripcion Hsf con la maquinaria transcripcional

RNA Pol Il lIE

Factor de transcripcion de la J Swi/Snf

familia Hsf

TATA BOX Srb

Transcripcion de
los génes Hsp

Figura 4. A) Mddulos funcionales del HsfA2 de Arabidopsis. Los Hsfs tienen una
estructura modular: el dominio de unién al DNA (DBD) N-terminal que se
caracteriza por un motivo hélice-giro-hélice y se une a loa elementos de estrés
térmico (HSE) en la region promotora de los genes de respuesta al estrés de
choque térmico. ElI dominio adyacente con un patrén repetido de residuos de
aminoacidos hidrofobicos (regibn HR-A/B) es requerido para la homo o hetero
oligomerizacion de los Hsfs. B) Interacciones con la maquinaria transcripcional.
Modelo de un Hsf clase A interactuando a través de sus motivos AHA con los
componentes de la maquinaria transcripcional basal (flechas amarillas),
compuesta por la RNA polimerasa I, los factores de transcripcion TFIIA, 11B, IID,
lIE, IIF Y IIH, asi como TBP y los complejos coactivadores Srb y Swi/Snf (Baniwal
et al., 2004; von Koskull-Ddring et al., 2007).
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Los estreses abidticos que induce fuertemente la expresion de los Hsfs, en
Arabidopsis, fueron el frio, calor, sal y estrés osmético (Swindell et al., 2007). Por
otro lado, Hu et al. (2009) demostraron que sequia y salinidad inducen la
expresion de los Hsfs, con mayor fuerza que frio y calor, en arroz. Esto sugiere
una posible diferencia en las respuestas entre las familias OsHsf y AtHsf. Las
proteinas y los factores de transcripcion de choque térmico muestran respuestas
de expresidn a una gran cantidad de estimulos de estrés. Estos diferentes tipos de
estrés interactuan fuertemente con los Hsfs y las Hsp a nivel transcripcional; por lo
que los Hsfs pueden ser un modelo natural para la comprension integral entre las
redes regulatorias asociadas con diferentes tipos de estrés, como la sequia,
salinidad, frio y calor (Swindell et al., 2007).

2.6.2. Familia de factores de transcripcion NAC

Los factores de transcripcion NAC son una de las familias de genes mas
grandes en plantas. Esta familia de proteinas contiene un dominio de unién al
DNA altamente conservado N-terminal y un dominio C-terminal diversificado. NAC
se deriva de los nombres de las primeras tres proteinas descritas que contienen el
dominio de unién, llamados NAM (no apical meristem), ATAF1-2 y CUC (cup-
shaped cotyledon) (Aida et al., 1997). Las proteinas NAC parecen ser
generalizadas en plantas, pero hasta ahora no se han identificado homdlogos en
otros eucariotas. Los factores de transcripcion NAC estan implicados en diversos
procesos como el desarrollo vegetativo, de flores y raices, respuesta a estrés
biotico y abidtico (Olsen et al., 2005), el control de la removilizacion de nutrientes
de las hojas a los granos en desarrollo, regulacion de la senescencia (Uauy et al.,
2006), divisidn celular y determinacion del numero de macollos (Mao et al., 2007).
Ademas, controlan la composicion de la pared celular durante la xilogénesis,
desarrollo de fibras y formacién de madera en plantas vasculares (Zhong y Ye,
2007).

Los factores de transcripcion de la familia NAC contienen un dominio de
union al DNA altamente conservado N-terminal (dominio NAC) y una variable C-
terminal (TRR). Investigaciones en Arabidopsis han indicado que hay, al menos,

cinco sitios diferentes de union para los factores de transcripcion (Figura 5) (Shen
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et al., 2009). Estos incluyen la secuencia de reconocimiento de los NAC en
respuesta a la sequia (NAC recognition sequence, NACRS) que contiene el motivo
central CACG; el motivo IDE2 en respuesta a deficiencia de hierro que contiene la
secuencia CA(A/C)G(T/C)(T/CIA)(TICIA); el sitio de union CBNACBS de la
proteina CBNAC unida a la calmodulina que tiene el motivo central GCTT; el
elemento de union NAC de la pared secundaria (SNBE) con una secuencia
consenso de 19 pares de bases (pb) (T/A)NN(C/T)
(T/C/IG)TNNNNNNNA(A/C)GN(A/CIT) (A/T); y el segmentos de 21 pb del promotor
35S (283-263) que contiene dos secuencias centrales CGTA y CGTC (Kim et al.,
2007; Ogo et al., 2008; Jensen et al., 2010, Le et al., 2011). Ademas del dominio
de union al DNA también tiene la capacidad de mediar las interacciones proteina-
proteina. La alta variabilidad de la region C-terminal hace que los NAC puedan

actuar como activadores o represores de la transcripcion (Le et al., 2011).

Dominio NAC: Region de regulacion transcripcional
Dominio de unién al DNA

sl A
' s N\
A B C D E M1 M2 THMM

\ Subdominios j k Motivos predichos Motivos transmembrany

Regidn N-terminal Regidn C-terminal

Figura 5. Estructuras de los dominios de union al DNA de los factores de
transcripcion de la familia NAC y motivos previstos. Los rectangulos de color
indican los subdominios de la proteina de la A — E. Estos comprenden el dominio
N-terminal. También, se muestran los motivos predichos en la region C-terminal
(Shen et al., 2009).

Los dominios C-terminal de numerosos factores de transcripcion de la
familia NAC también muestran actividad de unién a proteinas. Por otro lado, la
regione C-terminal de algunos NAC contienen motivos transmembranales
(transmembrane motif, TMs) responsables del anclaje a la membrana plasmatica

(Figura 5) (Shen et al., 2009). Otros reportes indican que el dominio NAC no sélo
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interactda con proteinas, sino también con el dominio NAC de otros miembros de
la familia NAC para formar dimeros (Olsen et al., 2005).

Se ha predicho la existencia de 117 genes que codifican factores de
transcripcion NAC en Arabidopsis, 151 genes en Arroz (Nuruzzaman et al., 2010);
180 miembros de la familia NAC en soja (Glycine max L.) (Le at al., 2011) y 48
miembros encontrados cebada (Christiansen et al., 2011). Sin embargo, s6lo un
namero limitado de proteinas NAC han sido caracterizadas, hasta el momento. En
Arabidopsis, tres genes NAC (ANACO019, ANACO055, y ANACO072) fueron inducidos
por sequia, salinidad y bajas temperaturas; plantas transgénicas de Arabidopsis
gue sobreexpresan estos genes mostraron incremento en la tolerancia comparado
con el tipo silvestre (Tran et al., 2007a). En arroz, un gen NAC (SNAC1) fue
identificado en respuesta a estrés; la sobreexpresion de este gen condujo a una
mayor tolerancia a sequia por la modulacién del cierre estomético (Hu et al.,
2006). Otro gen NAC, OsNAC6/SNAC2, es inducido por estrés abidtico y acido
jasménico y la sobreexpresion de este gen resulta en un incremento en la
tolerancia del arroz a frio, sequia y salinidad (Hu et al., 2008).

Hasta ahora, se ha demostrado que un gran numero de factores
transcripcion de la familia NAC estan involucrados en respuestas al estrés bidtico
y abidtico. En particular, la tolerancia a estrés osmoético (sequia y salinidad) ha
sido el centro de muchos estudios. La acumulacion de ABA parece ser importante
al desencadenar respuestas genéticas de las plantas al estrés osmotico, lo cual se
ve reflejado en el hecho de que todos los factores de transcripcion NAC que
confieren resistencia a sequia, principalmente, son inducidos por tratamientos con
ABA (Christiansen et al., 2011).

2.7. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Los efectos celulares de estreses ambientales como la salinidad y la sequia
no solo inducen desequilibrios en la homeostasis idnica y osmética, sino también
afectan la fotosintesis, reducen la energia celular y provocan desbalance redox.
Ademas, muchos genes estan regulados en respuesta a estos estreses osmaticos

de sequia y salinidad. La compresion de los mecanismos moleculares de
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respuesta de las plantas al estrés abidtico es muy importante, ya que esto
facilitaria su uso en el incremento de la tolerancia al estrés y la productividad. En
esta revision se describe el papel de los factores de transcripcidn involucrados en
la respuesta al estrés osmotico, los cuales fueron abordados como regulones:
CBF/DREB; AREB/ABF, MYC/MYB y NAC/ZF-HD. Estos grupos de factores de
transcripcion regulan la expresion de varios genes en respuesta al estrés osmatico
y juegan un papel importante en proporcionar tolerancia a maltiples estreses, tanto
de manera dependiente como independiente a ABA a través de los respectivos
elementos que actian en cis y los dominios de unién al DNA. El analisis funcional
de los factores de transcripcion proveeria de mayor informacion sobre las redes
regulatorias involucradas en respuestas al estrés abiodtico y la diafonia entre
diferentes rutas de sefalizacion durante la adaptacion al estrés. Ademas, el
considerar a los genes que codifican factores de transcripcion como candidatos en
los programas de mejoramiento de cultivos, dard un entendimiento claro de los
eventos de transduccion de sefiales relacionados con el estrés osmdtico, y
finalmente conducira al desarrollo, por ingenieria genética, de cultivares vegetales

con mayor tolerancia al estrés.
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CAPITULO I,

RESPUESTA FISIOLOGICA DE PLANTAS DE ARROZ CRECIDAS BAJO
ESTRES OSMOTICO EN CONDICIONES HIDROPONICAS

S. Garcia-Morales, F.C. Gomez-Merino, L.I. Trejo-Téllez, C. Calda, D. Espinosa-

Victoria y E.B. Herrera-Cabrera

RESUMEN

El estrés osmatico es una consecuencia comun de la exposicion a sequia y
salinidad. Estos estreses abidticos conducen a una serie de cambios morfoldgicos,
fisiol6gicos, bioquimicos y moleculares que afectan adversamente el crecimiento y
la productividad de los cultivos. En este estudio se evalud el efecto de dos agentes
causantes de estrés osmotico (100 mM de NaCl y 10% de PEG, polietilenglicol) y
el testigo (sin estrés osmoético) en el crecimiento de cuatro cultivares mexicanos de
arroz (Cotaxtla, Temporalero, Huimanguillo y Tres Rios, la ultima catalogada como
susceptible a la sequia), durante la etapa vegetativa (macollaje). Doce dias
después de la germinacion, las plantas fueron mantenidas en hidroponia por 45
dias, con soluciéon nutritiva de Steiner al 50%, bajo condiciones de invernadero en
un experimento factorial 4 x 3 y una distribucion completamente al azar. Las
plantas fueron sometidas a estrés osmotico durante 15 dias. Los resultados
indican que la altura de planta, el peso de materia fresca y seca de vastago y raiz
fueron reducidos significativamente en los cuatro cultivares estudiados. No
obstante, la relaciébn raiz/vastago aumentdé en los cultivares Cotaxtla y
Temporalero. EI NaCl redujo significativamente (p<0.05) la concentracién de
clorofila, mientras que el PEG no mostr6 efecto negativo en esta variable. Tanto el
NaCl como el PEG incrementaron la concentracion de aminoacidos totales en
hojas, excepto en el cultivar Tres Rios que Unicamente fue afectado por salinidad.
Sin embargo, sélo el NaCl incrementdé substancialmente la concentracion de
prolina, de 5 a 25 veces mas que el testigo. La concentracion de K* fue reducida
significativamente en raiz de Tres Rios, mientras que en vastago todos los

cultivares tuvieron reducciones. La concentraciéon de Na* incrementd en todos los
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cultivares al crecer bajo salinidad. Las concentraciones de Ca** y Mg®" mostraron
cambios en vastago, y en raiz sélo el Mg?*. Lo que indica que un cultivar tolerante
a sequia no necesariamente lo es a la salinidad, ya que el NaCl reduce el
crecimiento y el contenido de clorofila debido a la acumulacién de sodio en la parte
aérea; siendo en este ensayo el cultivar Cotaxtla el mas tolerante a salinidad y

sequia, comparado con los otros cultivares estudiados.

Palabras clave: Oryza sativa, NaCl, polietilenglicol, clorofila, aminoacidos,

concentracion Na™, K*

3.1. INTRODUCCION

La sequia y salinidad son dos de los principales factores ambientales que
determinan la productividad y distribucién de las plantas. La exposicién a estos
tipos de estrés, desencadena muchas reacciones comunes en las plantas. Ambos
estreses inducen deshidratacion celular, o que causa estrés osmaotico y remocion
de agua del citoplasma a los espacios extracelulares resultando en reduccion del
crecimiento (Zhu, 2002; Chinnusamy et al., 2004). Las respuestas al estrés hidrico
y salino son idénticas excepto por los componentes idnicos. Estas similitudes
incluyen procesos metabdlicos como disminucion de la fotosintesis o cambios
hormonales. Altas concentraciones de Na y Cl| con problemas adicionales del
estrés salino (Bartels y Sunkar, 2005).

La adaptacion a la sequia y salinidad es un proceso complejo que involucra
numerosos cambios incluyendo atenuacion del crecimiento, activacion o represion
en la expresion de genes, acumulacion de solutos compatibles y proteinas
protectoras. Entre éstos, una respuesta tipica al estrés osmotico es la acumulacion
de prolina. Cuando las plantas son expuestas a sequia o salinidad, las plantas
acumulan grandes cantidades de prolina como un osmoprotectante para mantener
la estabilidad y prevenir dafios (Mansour, 2000). Plantas de arroz crecidas en
salinidad incrementan significativamente el contenido de prolina, esta respuesta
parece ser una reaccion al estrés y esta asociado con la tolerancia a la salinidad

(Hoai et al., 2003). En general, las plantas tienden a acumular prolina como un
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mecanismo de defensa contra el estrés osmotico actuando como un soluto
compatible (Ghoulam et al., 2002).

El NaCl es la sal soluble, presente en mayor cantidad en suelos con
problemas de salinidad; bajo estas condiciones, cantidades excesivas de Na* se
transportan de la raiz a las hojas afectando el crecimiento de las plantas (Gao et
al., 2007). La toxicidad por Na* resulta, primeramente, de la competencia del N*
con el K en los sitios enzimaticos de unién, esto interfiere con la activacion de las
enzimas, como consecuencia afectan el metabolismo y el crecimiento (Neves-
Piestun y Bernstein, 2005).

El arroz es el principal alimento para més de dos billones de personas en
Asia, Africa y América Latina (Salekdeh et al., 2002); la sequia y salinidad se han
convertido en un problema serio en muchos sistemas de produccién de arroz,
como en areas costeras, aridas y bajo irrigacion (Demiral y Turkan, 2005).

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto del estrés osmotico
causado por sequia (10% PEG) y salinidad (100 mM NaCl) en el crecimiento,
contenido de clorofila, acumulacién de aminoacidos y concentracion de Na*, K,
Ca’* y Mg?" en plantas de arroz, de cuatro cultivares mexicanos (Cotaxtla,

Temporalero, Huimanguillo y Tres Rios).

3.2. MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron cuatro cultivares de arroz (Oryza sativa L. ssp. indica),
Cotaxtla, Temporalero, Huimanguillo y Tres Rios (esta ultima catalogada como
susceptible a sequia), provenientes del banco de germoplasma del Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarios (INIFAP), Campo
Experimental Zacatepec, Morelos. El experimento se realizé en un invernadero
tipo cenital, ubicado en el Campus Montecillo del Colegio de Postgraduados.

Las semillas fueron desinfectadas con etanol al 70% por 5 min e hipoclorito
de sodio al 3%, durante 30 min. Después, fueron enjuagadas con agua estéril
cinco veces y secadas en papel filtro. Las embriones secos fueron germinados en
frascos con medio MS (Murashige y Skoog, 1962), suplementado con 3% (p/v) de

sacarosa y solidificado con 0.8% de agar. Doce dias después de la germinacion,
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las plantulas fueron trasplantadas a recipientes con 4 L de solucion nutritiva de
Steiner al 50%, el contenido i6nico de la solucién nutritiva, asi como la mezcla de
micronutrimentos empleada, fue preparada como lo reportan Marin et al. (2010). El
pH de la solucion se mantuvo entre 5.5 y 6.0. La solucién nutritiva fue renovada
cada 5 d.

Se evaluaron dos agentes causantes de estrés osmotico (10% PEG, para
inducir sequia y 100mM NaCl para salinidad), el testigo sin estrés y cuatro
cultivares de arroz (Cotaxtla, Temporalero, Huimanguillo y Tres Rios). La
aplicacion de tratamientos se inicido 45 dias después de que las plantas fueron
transferidas a solucion hidroponica, durante la etapa vegetativa (macollamiento).
Quince dias después de la aplicacion de tratamientos, las plantas fueron
cosechadas y separadas en vastago y raiz para determinar su longitud, peso
fresco (p.f) y peso seco (p.s). El peso seco se determin6 48 h después de secar
las muestras a 70 °C en una estufa de circulacion de aire forzado. En la segunda y
tercera hoja fresca totalmente expandida se determiné el contenido de clorofila
usando 80% de acetona segun Arnon (1949), prolina de acuerdo a Bates et al.
(1973) y aminoécidos totales de acuerdo al método de la ninhidrina.

Para determinar la concentracién de Na‘, K*, Ca* y Mg?, las plantas
fueron divididas en vastago y raiz. Las muestras secas fueron molidas, pesadas y
sometidas a digestibn humeda con una mezcla de &acidos perclérico y nitrico
(Alcantar y Sandoval, 1999), los extractos obtenidos fueron leidos en un equipo de
espectrometria de emision atomica de induccién por plasma (ICP-AES) marca
VARIAN™ modelo Liberty II.

Los datos fueron analizados con el programa estadistico SAS ver. 9.0 (SAS
Institute, 1990) bajo un disefio completamente al azar en un arreglo factorial 4 x 3
(cultivar x estrés osmdtico), resultando 12 tratamientos con seis repeticiones cada
uno. Una planta fue considerada como unidad experimental. Se hizo un analisis de
varianza y comparacion de medias mediante la prueba de Tukey con un nivel de

significancia del 95%.
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3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

En el Cuadro 1 se muestran los resultados del analisis de varianza de los
factores cultivar, estrés osmotico (sequia y salinidad) y su interaccion (cultivar x
estrés) para la altura de vastago, longitud de raiz, peso fresco y seco de vastago y
raiz, asi como su relacidén raiz/vastago, el contenido de clorofila, aminoacidos
totales, prolina y concentracién de Na*, K*, Ca** y Mg*. En la mayoria de los
casos se obtuvieron diferencias altamente significativas (p<0.01) por efecto de
cultivar y efectos significativos (p<0.05) por estrés osmatico, a excepciéon de la
concentracion de Ca?* en raiz, que no presenté diferencias significativas por
factores de estudio.

Mientras que por efecto de su interaccion (cultivar x estrés), las diferencias
no fueron significativas (p>0.05) para la altura de vastago, longitud de raiz,
contenido de clorofila a, la relacion a/b, aminoacidos totales, concentracion de K* y
Mg®* en vastago y concentracién de Ca®* en raiz; para el resto de las variables, los

efectos fueron significativos.

Cuadro 1. Efecto de los factores cultivar, estrés osmatico y su interaccion en cada

una de las variables evaluadas en este estudio.

Fuente de variaciéon

Estrés
Variables Cultivar osmotico Cultivares x Estrés
Grados de libertad 3 2 6
Altura de vastago ** *x ns
Longitud de raiz o * ns
Peso fresco de vastago ** *x **
Peso fresco de raiz o *x *
Peso seco de vastago xx *x *x
Peso seco de raiz *x *x o
Relacion raiz/vastago de peso fresco o hd i
Relacién raiz/vastago de peso seco ** ** *
Contenido de clorofila a ** *x *
Contenido de clorofila b o *x ns
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Resultados

Fuente de variaciéon

Estrés
Variables Cultivar osmoético Cultivares x Estrés
Contenido de clorofila a+b o ** *
Contenido de clorofila a/b o * ns
Aminodcidos totales o ** ns
Contenido de prolina * *x o
Concentracion de Na™ en vastago * i i
Concentracion de K* en vastago * i ns
Concentracién de Ca’* en vastago o i *
Concentracién de Mg** en vastago o ** ns
Concentracion de Na® en raiz i *x i
Concentracion de K* en raiz i *x i
Concentracion de Ca** en raiz ns ns ns

Concentracién de Mg®* en raiz

*%

*

**

ns = no significativo; * = significativo al 5%; ** = significativo al 1%

3.3.1. Efecto del estrés osmatico en el crecimiento de la planta

La sequia y salinidad reducen significativamente la altura de vastago

(Figura 1) en plantas de los cuatro cultivares evaluados (Cotaxtla, Temporalero,

Huimanguillo, Tres Rios).

Por el contrario, no se encontraron diferencias en la longitud de raiz,

excepto en el cultivar Huimanguillo, el cual mostré menor longitud de raiz en las

plantas crecidas bajos estrés osmotico comparado con el control.

De los cuatro cultivares evaluados, el cultivar Temporalero resultd ser de

porte bajo ya que presentd la menor altura de vastago, mientras que los otros tres

cultivares presentaron una altura semejante. La menor longitud de vastago fue

encontrada en el cultivar Huimanguillo.
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Figura 1. Altura de vastago y raiz de plantas de cuatro cultivares mexicanos de
arroz sometidas a sequia (10% PEG) y salinidad (100mM NacCl) durante 15
dias.

Medias con letras distintas en cada subfigura, son estadisticamente diferentes

(Tukey, 0.05). Barras sobre las columnas indican desviacion estandar.

La reduccion en el crecimiento, principalmente de las hojas, es de los
primeros efectos visibles bajo condiciones de estrés osmoético, esto debido a que
la salinidad puede modificar la tasa de diferenciacion de hojas, asi como la
duracion del periodo de expansién, lo que define la tasa de crecimiento y la tasa
de senescencia (Taleisnik et al., 2009).

En este trabajo encontramos que las plantas crecidas en condiciones de
estrés osmatico tuvieron hojas mas pequefias, con menor niumero de macollos y
un envejecimiento prematuro (senescencia) comparado con el testigo (Figura 2).
Ademas, observamos reduccion del area foliar, enrollamiento de las hojas, y
acumulacion de osmoprotectantes como prolina, el cual ser4 abordado mas
adelante. Estos cambios morfoldgicos vy fisiol6gicos, también, han sido reportados

por Hadiarto y Tran (2011), en plantas de arroz en respuesta a sequia.
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Figura 2. Efecto del estrés osmético ocasionado por sequia y salinidad en el
crecimiento de cuatro cultivares mexicanos de arroz, 15 dias después de la

aplicaciéon de tratamientos.

3.3.2. Acumulacion de peso fresco y peso seco

El peso fresco y seco de plantas de arroz, de los cultivares mexicanos:
Cotaxtla, Temporalero, Huimanguillo, Tres Rios, se presenta en la Cuadro 2. La
aplicacion de estrés osmotico (10% PEG y 100 mM NaCl) en el medio de
crecimiento redujo significativamente (p<0.05) el peso fresco de vastago y raiz, el
mismo comportamiento se obtuvo en el peso seco. En los cuatro cultivares
evaluados, el estrés osmoético provoco la reduccion en el peso fresco de vastago
superior al 30%. Mientras que, el peso fresco de raiz fue reducido de manera
variable; en Cotaxtla y Huimanguillo las reducciones fueron alrededor del 20%, en
Tres Rio mayor a 25% y Temporalero del 16% con salinidad y del 32% con
sequia, en todos los casos comparado con el testigo.

El peso seco de vastago (Cuadro 2) fue disminuido en mas del 20% en
Cotaxtla, Huimanguillo y Tres Rios; mientras que en Temporalero fue superior al
30%. En el peso seco de raiz, Cotaxtla fue menos afectada por el estrés osmatico
ya que tuvo reducciones del 7% y 12% (sequia y salinidad, respectivamente), los
otros cultivares presentaron reducciones que fluctuaron del 16 al 29%. Todas las
reducciones fueron estadisticamente significativas (p<0.05). Resultados
semejantes se han obtenido en otros cultivares de arroz como Nipponbare, Taipei

309, IR57311 y LC-93-4, los cuales fueron sometidos a sequia durante 19 dias
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(Degenkolbe et al., 2009). Por otro lado, otros cultivares (IR632, IR651 e IR29) que
fueron sometidos a estrés salino por 14 dias tuvieron reducciones del 16, 17 y
73%, respectivamente, en el peso seco de vastago (Moradi e Ismail, 2007) en

comparacion con el testigo.

Cuadro 2. Efecto de la sequia (10% PEG) y salinidad (100 mM NaCl) en el peso
fresco y seco de vastago y raiz de plantas de cuatro cultivares de arroz, a

los 15 dias de ser sometidos a estrés.

. Peso fresco (g planta™) Peso seco (g planta™)
Cultivar Estres _ _ _ _
Vastago Raiz Total Vastago Raiz Total
Cotaxtla Control 30.19a 21.32a 5152a 6.23 a 230 a 8.53a

10% PEG 20.04de 16.71bc 36.75cd 4.8l1cd 2.13bcd 6.94 bc
100 mM NaCl 20.50d 17.28b 37.78c 4.49cde 2.03bc 6.52cd
Temporalero Control 26.56 bc 17.79b 44.35Db 5.12bc 1.72cde 6.84c
10% PEG 13.78f 12.03e 25.81g 3.36f 1.36f 472 f
100 mM NaCl 14.56f 14.79cd 29.35fg 3.42f 1.30f 472 f
Huimanguillo Control 28.99ab 17.74b 46.73b 5,53ab 2.09b 7.62b
10% PEG 19.39de 13.67de 33.06de 452de 1.76de 6.28cd
100 mM NaCl 18.65de 12.91de 31.56ef 3.99ef 1.49f 5.48 ef
Tres Rios Control 26.16c 18.09b 44.25b 5.68ab 2.02b 7.70b
10% PEG 18.03de 13.52de 31.55ef 4.28de 1.60de 5.88de
100 mM NaCl 17.38e 13.34cd 30.72ef 4.74cd 1.68de 6.42cd

Medias con letras distintas, en cada columna, son estadisticamente diferentes
(Tukey, 0.05).

Como una consecuencia del estrés osmotico hubo reduccion en el peso
fresco y seco de las plantas de los cuatro cultivares de arroz (Cuadro 2), lo que
provocd que las relaciones raiz/vastago de los cultivares Cotaxtla y Temporalero
incrementaran significativamente, mientras que en Huimanguillo y Tres Rios no
tuvieron efectos significativos en estas variables (Figura 3). Lo que podria indicar
qgue los cultivares que incrementaron las relaciones raiz/vastago (Cotaxtla y

Temporalero) muestran mejores respuestas adaptativas al estrés, sobre todo a la
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salinidad, ya que mientras el crecimiento del vastago se inhibe el crecimiento de la

raiz se mantiene (Albacete et al., 2008).

1.2 0.6
a
~ | , a
® 1.0 b o 0.5 b
a .
= bc be o abc b
bed | < cd

° ] o | cd cd cd
208 de cd S 04 cdfod g T cd
2 de de de g d
\S e \g
R 06 - E 0.3 4
e s
c
© 04 § 0.2 1
8 8
& T

0.2 1 T 01 -

0.0 - 0.0 -

Cotaxtla ~ Temporalero Huimanguillo  Tres Rios Cotaxtla ~ Temporalero Huimanguillo Tres Rios
Cultivar Cultivar

EControl M10%PEG 0100 mM NaCl

Figura 3. Relacion raiz/vastago del peso fresco y peso seco de plantas de cuatro
cultivares de arroz tratados con 10% PEG (sequia) y 100 mM NacCl
(salinidad) por 15 dias.

Medias con letras distintas en cada subfigura, son estadisticamente diferentes

(Tukey, 0.05). Barras sobre las columnas indican desviacion estandar.

3.3.3. Contenido de clorofila

La salinidad redujo significativamente (p<0.05) el contenido total de clorofila
(a+b) y clorofila a en todos los cultivares estudiados (Cuadro 3), mientras que la
sequia no tuvo efectos significativos (p>0.05). El contenido de clorofila b sélo fue
afectado por la salinidad en los cultivares Cotaxtla y Temporalero; o que sugiere
que, la reduccion en el contenido total de clorofila esta atribuido principalmente a
la destruccion de la clorofila a, la cual resulté mas sensible a la salinidad que la
clorofila b. Mientras que la sequia no tuvo efectos negativos en el contenido de
clorofila b. Resultados semejantes han sido reportados en trigo (Peng et al., 2009),
donde los cultivares JN177 y SR3 presentaron reducciones significativas en el
contenido de clorofila a y b bajo condiciones de salinidad (200 mM NacCl); mientras

que estrés por sequia (18% PEG, w/v) no se obtuvieron efectos negativos.
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Cuadro 3. Contenido de clorofila (mg g™ peso fresco) en hojas de cuatro cultivares
de arroz crecidos bajo sequia (10% PEG) y salinidad (100 mM NaCl) a los
15 dias de ser sometidos a estrés.

Cultivar Estrés Contenido de clorofila (mg g™ peso fresco)
Osmotico A b atb a/b
Cotaxtla Control 3.44 abc 137a 4.81 ab 252b
10% PEG 3.24 be 1.23 ab 4.48 bc 2.63b
100 mM NaCl 2.81d 1.08 b 3.89e 259 b
Temporalero Control 3.50 abc 135a 4.85 ab 2.60b
10% PEG 3.44 abc 1.22 ab 4.67 bc 2.82ab
100 mM NaCl 2.89d 1.06 b 3.96 de 2.73 ab
Huimanguillo Control 3.73 a 143 a 5.16 a 262b
10% PEG 3.58 ab 1.26 ab 4.84 ab 2.85ab
100 mM NacCl 3.36 bc 1.28 ab 4.64 bc 2.64b
Tres Rios Control 3.60 ab 1.26 ab 4.87 ab 2.87 ab
10% PEG 3.37 bc 1.07b 4.43 bc 3.19a
100 mM NacCl 3.24¢c 111b 4.36 cd 2.93 ab

Medias con letras distintas, en cada columna, son estadisticamente diferentes
(Tukey, 0.05).

3.3.4. Contenido de aminoacidos en hojas

El contenido de aminoacidos solubles increment6 con la aplicacion del
estrés por sequia (10% PEG) y salinidad (100 mM NaCl) en casi todos los
cultivares evaluados, excepto en Tres Rios que soélo presentd acumulacion
significativa bajo estrés salino (Figura 4). Dichos incrementos fueron superiores al
12% cuando las plantas crecieron bajo sequia, mientras que bajo estrés salino el
contenido de aminoacidos fluctué entre el 18% (Tres Rios) y 29% (Temporalero),
respectivamente, siendo en todos los casos, estadisticamente significativo
(p=0.05) con respecto al testigo. Estos resultados, son congruentes con lo
reportado por Ashraf y Harris (2004) quienes indican que la acumulacion de

aminoacidos totales en hojas se incrementa en plantas expuestas a salinidad.
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Figura 4. Contenido de aminoacidos totales y prolina en hojas de cuatro cultivares
de arroz tratados con 10% PEG (sequia) y 100 mM NaCl (salinidad) por 15 dias.
Medias con letras distintas en cada subfigura, son estadisticamente diferentes

(Tukey, 0.05). Barras sobre las columnas indican desviacion estandar.

La prolina es uno de los aminoacidos involucrados regulacion del potencial
osmoético en células vegetales. Segun Ashraf y Harris (2004), la acumulacion de
prolina es una de las caracteristicas comunes en muchas monocotiledéneas bajo
estrés salino. En el presente estudio, solo el cultivar de arroz Cotaxtla mostré un
incremento de 362% en el contenido de prolina cuando las plantas fueron

expuestas a sequia (Figura 4).

Por otro lado, la salinidad provoco6 incrementos en el contenido de prolina
de todos los cultivares estudiados en comparacion con el testigo. Estos aumentos
fueron de cinco veces en el cultivar Tres Rios, 10 veces en Huimanguillo, 16 veces
en Cotaxtla y 25 veces en Temporalero. Resultados semejantes se obtuvieron en
los cultivares de arroz IR29 e IR651, donde el contenido de prolina incremento el
369 y 35%, respectivamente, bajo condiciones de salinidad (Moradi e Ismail,
2007).
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De manera general, se ha relacionado que la acumulacién de prolina es

superior en los cultivares tolerantes que en los susceptibles (Zhu et al., 2008).
3.3.5. Concentracion de cationes en vastago y raiz

De manera general, la concentracion de Na* en vastago y raiz en los cuatro
cultivares evaluados incrementd significativamente (p<0.05) al aplicar 100 mM de
NaCl en la solucion de crecimiento (Figura 5), esto comparado con el testigo, en
los cuatro cultivares evaluados. Mientras que la aplicacion de 10% de PEG
ocasiond solo en el vastago del cultivar Temporalero incrementos significativos en

la concentracion de Na”.

En vastago, la concentracion de Na* sélo fue estadisticamente menor en el
cultivar Temporalero, el mismo comportamiento fue obtenido en raiz; no obstante,
la concentracion mas alta fue obtenida en Cotaxtla. Resultados semejantes se han
obtenido en otros cultivares de arroz crecidos bajo condiciones de salinidad, tales
como FL478 e IR29 (Walia et al., 2005), IR632, IR651 e IR29 (Moradi e Ismail,
2007) y en cultivares de trigo K-65 y HD 2329 (Sharma et al., 2005), estos
investigadores reportan que cultivares de trigo tolerantes y susceptibles de
salinidad siguen diferentes estrategias de adaptacién, por lo que indican que HD
2329 (sensible) presentd6 menor concentracion de Na* en raiz lo que involucra un
mecanismo de exclusion de Na*, mientras que K-65 (tolerante) se comporta como
acumuladora de este i6n. En este sentido, Cotaxtla seria un cultivar tolerante al

acumularse Na* en raiz.
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Figura 5. Concentracién de Na* en vastago y raiz en cuatro cultivares mexicanos
de arroz: Cotaxtla, Temporalero, Huimanguillo y Tres Rios, crecidos en
condiciones de sequia (10% PEG) y salinidad (100 mM NacCl) por 15 dias.

Medias con letras distintas en cada subfigura, son estadisticamente diferentes
(Tukey, 0.05). Barras sobre las columnas indican desviacion estandar.

En el caso de la concentracion de K' en vastago, todos los cultivares
evaluados tuvieron reducciones significativas bajo condiciones de sequia y
salinidad. Por el contrario, en raiz, los cultivares Cotaxtla y Temporalero no
redujeron su concentracion de K* bajo ambos estreses; a diferencia de
Huimangillo que tuvo reducciones significativas en condiciones de salinidad; y en
Tres Rios, la concentracion de K* disminuy6 drasticamente tanto en sequia como
salinidad, en todos los casos comparado con respecto al testigo. La reduccién en
la concentracién de K es el resultado de la habilidad que tiene el Na* para
competir con el K* en los sitios de unién esenciales para las funciones celulares, lo
gue conduce a una toxicidad metabdlica (Tester y Davenport, 2003). En otros
cultivares de arroz como FL478 e IR29 (Walia et al., 2005) se obtuvieron
resultados similares, en ambos cultivares, la concentracion de K* se redujo en

condiciones de salinidad. A diferencia del cultivar tolerante de trigo (K-65) que
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mantuvo altas concentraciones de K* en vastago y raiz comparado con el cultivar
sensible (HD 2329) (Sharma et al., 2005).
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Figura 6. Efecto de sequia (10% PEG) y salinidad (100 mM NaCl) en la
concentracion de K™ en vastago y raiz en cuatro cultivares mexicanos de
arroz Cotaxtla, Temporalero, Huimanguillo y Tres Rios, crecidos bajo
condiciones de estrés durante 15 dias.

Medias con letras distintas en cada subfigura, son estadisticamente diferentes
(Tukey, 0.05). Barras sobre las columnas indican desviacion estandar.

Otro efecto relacionado con la salinidad, y especificamente como resultado
de altas concentraciones de Na®, es el desbalance ionico debido a una
acumulacion excesiva de Na’ lo que reduce la absorcion de otro nutrientes
minerales como K*, Ca®" y Mg? (Sudhir y Murthy, 2004). Sin embargo, los
resultados obtenidos en la concentracién Ca?*, en raiz, no presentan cambios
significativos (Cuadro 4). No asi en vastago, ya que bajo condiciones de salinidad
se tuvieron reducciones en la concentracién de Ca®*, lo que podria resultar en un
desplazamiento del Ca®* por Na" en la membrana plasmatica. Estos resultados
son semejantes a los obtenidos en sorgo (Netondo et al., 2004), donde

encontraron que el transporte de Ca®* es afectado por el NaCl debido a una
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interaccion iénica, el Na* induce una baja concentracién de Ca** en el fluido del
xilema y como consecuencia, menor disponibilidad de éste hacia los tejidos
foliares.

Los resultados obtenidos de la concentracién de Mg®* en vastago (Cuadro
4) no tuvieron reducciones significativas por efectos de sequia o salinidad. Esta
respuesta también es observada en raiz, con excepcion del cultivar Tres Rios, el
cual tuvo reducciones significativas comparadas con el testigo. Lo que podria
indicar que el Na* no excluye al Mg?* del sistema de absorcién y tampoco afecta
su movimiento via xilema. En sorgo (Netondo et al., 2004), se reporta que las
concentraciones de Mg?* en raiz no tuvieron un comportamiento claro al

incrementar la salinidad.

Cuadro 4. Concentracién de Ca** y Mg®* (mg kg™ peso seco) en vastago y raiz de
cuatro cultivares de arroz crecidos bajo sequia (10% PEG) y salinidad
(200mM NacCl) durante 15 d.

Concentracién (g kg™ peso seco )

Cultivar Estrés ca” Mg** ca” Mg*"
Véastago Raiz
Cotaxtla Control 5.82 abc 4.62 cdef 2.38a 1.57 ab
10% PEG 4.64 de 3.89e 2.08 a 1.35 bcd
100mM NaCl 5 bcd 4.57 def 217a 1.49 abc
Temporalero Control 6.27 ab 6.34 ab 1.98 a 1.15d
10% PEG 5.99 ab 5.55 bcd 2.10 a 1.22 dc
100mM NaCl  5.45 bcd 5.63 abc 220 a 1.32 bed
Huimanguillo Control 6.6 a 6.59 a 224 a 1.59 ab
10% PEG 4.98 cde 5.15 cde 2.17 a 1.69 a
100mM NaCl 4.82 de 5.46 bcde 195a 1.5 abc
Tres Rios Control 5.85 abc 5.35 bcde 228 a 1.61 ab
10% PEG 4.49 de 4.44 ef 198 a 1.14d
100mM NaCl 4.42e 4.61 cdef 1.95a 1.35 bcd

Medias con letras distintas, en cada columna, son estadisticamente diferentes
(Tukey, 0.05).
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3.5. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio indican que los cuatro cultivares
de arroz evaluados mostraron mayor sensibilidad a la salinidad que a la sequia,
debido a la toxicidad ionica del Na. Sin embargo, Cotaxtla mostr6 mecanismos de
tolerancia a la sequia y salinidad ya que mantuvo el crecimiento de la raiz, a pesar
de que el crecimiento del vastago fue inhibido, lo que permitié que incrementara la
relacion raiz/vastago como adaptaciéon al estrés osmoético. Ademds, la
concentracion de prolina incremento significativamente tanto en sequia como en
salinidad, y debido a que este aminoacido es considerado un osmorregulador, su
acumulacion contribuye a la estabilidad de la membrana y a mitigar el efecto del
NaCl, por lo que su acumulacion funciona como otro mecanismo de tolerancia al
estrés osmotico. Adicionalmente, el cultivar Cotaxtla no presentd disminuciones
significativas en la concentracion de K* en raiz, lo que podria evitar que el Na*
remplace al K* y reducir la inactivacion de enzimas que afecten los procesos

metabolicos y asi mantener el crecimiento de la planta.
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CAPITULO IV.

CRECIMIENTO, ACTIVIDAD FOTOSINTETICA, CONCENTRACION DE K" Y Na*
EN PLANTAS DE ARROZ BAJO ESTRES SALINO

Soledad Garcia-Morales, Libia I. Trejo-Téllez, Fernando C. Gbmez-Merino, Camila

Caldana, E. Braulio Herrera-Cabrera y David Espinosa-Victoria

RESUMEN

El estrés salino afecta el crecimiento y la productividad de los cultivos. En
este estudio se determind el crecimiento, el rendimiento del fotosistema Il (PSII) y
la concentracion de K* y Na* en raiz, tallo, hojas viejas, y hojas jovenes de los
cultivares mexicanos de arroz: Tres Rios y Cotaxtla. También, se determiné la
relacién K'/Na" en vastago y raiz de ambos cultivares. El experimento se realiz6
en camara de crecimiento, bajo condiciones controladas, con una distribucién
completamente al azar y un arreglo factorial 2 x 2 (Cultivar x Salinidad). Las
plantas fueron crecidas en solucion hidropoénica durante 15 dias y posteriormente
una parte de ellas fueron tratadas con 100 mM de NacCl; plantas testigo (sin
tratamiento con NaCl) fueron crecidas en paralelo. El estrés salino provocé
reducciones del 20 y 15% en la longitud de vastago y raiz, respectivamente en el
cultivar Tres Rios; mientras que en el cultivar Cotaxtla, no se obtuvieron
diferencias significativas en estas variables con respecto al testigo. El peso de
materia seca fue disminuido en 24% en el cultivar Tres Rios. El rendimiento
cuantico del PSII se redujo en 30% al tercer dia de la aplicacion de tratamientos,
en ambos cultivares. La concentracion de Na* fue significativamente mayor (p <
0.05) en las plantas tratadas con NaCl. En el cultivar Tres Rios, el rendimiento del
PSII disminuyé completamente después de seis dias de la aplicacion de
tratamientos en tanto que, la concentracion de K™ en tallo y hojas viejas también
fue reducida y registré la menor relacién K*/Na* en vastago, lo que podria indicar
que se trata de un cultivar mas susceptible a la salinidad con respecto al cultivar

Cotaxtla.
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Palabras clave: Oryza sativa, rendimiento del fotosistema IlI, relacion K*/Na”,

salinidad

4.1. INTRODUCCION

La salinidad es uno de los principales problemas en la agricultura de riego y
de temporal. El sistema de produccion bajo riego provee cerca de un tercio de
alimentos para mundo (Munns, 2002) y se estima que cerca del 20% de la
superficie irrigada (45 millones de ha) es afectada por la salinidad (FAO, 2008). El
estrés salino también es un problema en la agricultura de temporal, sobre todo en
las areas costeras debido que el agua salada ingresa a éstas durante la marea
alta (Walia et al., 2005). Se estima que el 2% de la superficie de agricultura de
temporal (32 millones de ha) es afectada por salinidad (FAO, 2008). El problema
de salinidad ha sido abordado a través de mejoras en las practicas de produccién
y la introduccién de cultivares tolerantes. Sin embargo, la implementacion de un
adecuado manejo del riego agricola, en las superficies afectadas por la salinidad,
ha sido econdmicamente no viable y dificil de implementar a larga escala (Walia et
al., 2005).

El estrés osmdético y la toxicidad iénica son efectos provocados por la
salinidad. El estrés osmdtico es el resultado de la sal presente en la solucién de
crecimiento que reduce la capacidad de la planta para absorber agua; mientras
que, la toxicidad i6nica es causada por una cantidad excesiva de sales que entran
al flujo de transpiracion dafiando las células de las hojas. La reduccion en el
crecimiento y la fotosintesis son los principales efectos del estrés salino (Munns et
al., 2006). La habilidad de las plantas para desarrollarse bajo salinidad es una
caracteristica que determina la distribucion de los cultivos y su productividad en
muchas areas, lo que es importante para entender los mecanismos que confieren
tolerancia en ambientes salinos (Pattanagul y Thitisaksakul, 2008).

En general, el arroz muestra variabilidad en cuanto a su sensibilidad a la
salinidad excesiva, en sus diferentes estados de crecimiento. El arroz es

considerado una especie relativamente tolerante a la salinidad en el estado de
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germinacion, mientras que durante el estado vegetativo y la etapa temprana es
mas sensibles a la salinidad, afectando directamente su rendimiento (Zeng, 2004).

El objetivo de este estudio fue determinar el efecto del estrés salino en el
crecimiento y actividad fotosintética de plantas de dos cultivares de arroz
mexicanos (Tres Rios y Cotaxtla) durante la etapa vegetativa (macollaje). También
se determind la concentraciéon de K* y Na* en raiz, tallo, hojas viejas y hojas
jovenes de plantas crecidas bajo condiciones controladas, asi como la relacién
K*/Na" en vastago y raiz, con la finalidad de identificar el nivel de tolerancia a la

salinidad.

4.2. MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron dos cultivares de arroz (Oryza sativa L. ssp. indica), Cotaxtla y
Tres Rios provenientes del banco de germoplasma del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarios (INIFAP), Campo Experimental
Zacatepec, Morelos. El experimento se realiz6 en el Instituto Max Planck de
Fisiologia Molecular de Plantas, en Golm, Alemania.

Las semillas de los dos cultivares fueron esterilizadas superficialmente con
etanol al 70% por 5 min y posteriormente desinfectadas con una solucion de
hipoclorito de sodio al 3% y una gota de Tween20 durante 30 min para después
ser lavadas con agua estéril cinco veces y secadas en papel filtro. Los embriones
secos fueron colocados en un frasco con medio MS (Murashige y Skoog, 1962),
suplementado con 3% (p/v) de sacarosa y solidificado con 0.8% de agar.

Para la germinacién, los frascos fueron sometidos a oscuridad cinco dias a
28 °C. Después, las semillas germinadas fueron transferidas a un cuarto de cultivo
de tejidos bajo condiciones controladas (16 h luz a 140 umol m?s™, 22 °C, 8 h de
oscuridad y humedad relativa del 70%) durante siete dias. Doce dias después de
sembrar las semillas, las plantas fueron trasplantadas a recipientes conteniendo
10 L de soluciéon nutritiva conteniendo 1.43 mM NH4NO3, 1.00 mM CaCl, 2H,0,
1.64 mM MgSO, 7H,0, 0.13 mM K3SO4, 0.32 mM NaH,P0,4.2H,0, 1.00 mM Fe-
EDTA, 7.99 uM MnCl, 4H,0, 0.15 pM ZnSO, 7H,0, 0.15 puM CuSO4 5H,0, 0.075
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UM (NHz)sM07,024 4H,0 y 1.39 uM H3BO; (Yang et al., 1994). El pH de la solucién
nutritiva se mantuvo entre 5.5y 6.0. La solucion nutritiva fue renovada cada 5 d.

La aplicacion de tratamientos se inici6 15 d después de haber transferido
las plantas a la solucion nutritiva. Se evaluaron dos concentraciones de NacCl, 0
(testigo) y 100 mM en los dos cultivares de arroz.

Se determind la actividad fotosintética con el fluorémetro portétil PAM-2000
(Walz, Alemania), sin adaptacion a la oscuridad. Las mediciones se realizaron en
la segunda hoja totalmente expandida, antes de la aplicacién de los tratamientos,
1, 3, 5y 6 d después del inicio del estrés salino. Seis dias después de la
aplicacion de tratamientos, las plantas fueron cosechadas y separadas en vastago
y raiz para determinar su longitud, peso fresco y peso seco. Las raices fueron
enjuagas dos veces para eliminar los residuos de sales, provenientes de las
solucion nutritiva. El peso seco se determind 48 h después de haber secado las
muestras a 70 °C en una estufa de circulacion de aire forzado. Para determinar la
concentracion de potasio (K) y sodio (Na*), las plantas fueron divididas en raiz,
tallo, hojas viejas y hojas joévenes. Las muestras secas fueron sometidas a
digestibn humeda con una mezcla de acidos perclorico y nitrico (Alcantar y
Sandoval, 1999), los extractos obtenidos fueron leidos en un equipo de
espectrometria de emision atomica de induccién por plasma (ICP-AES) marca
VARIAN™ modelo Liberty Il. Mientras que, la relacién K*/Na* fue obtenida del
contenido de estos iones en vastago Yy raiz, en funcién de la concentracion y del
peso de materia seca.

Los datos fueron analizados con el programa estadistico SAS ver. 9.0 (SAS
Institute, 1990) bajo un disefio completamente al azar en un arreglo factorial 2 X 2
(Cultivar X Concentracion), resultando de la combinacion de niveles cuatro
tratamientos con 12 repeticiones cada uno. Una planta fue considerada como la
unidad experimental. Para determinar las diferencias estadisticas se hizo un
analisis de varianza y comparacion de medias mediante la prueba de Tukey con

un nivel de significancia del 95%.
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4.3. RESULTADOS Y DISCUSION

4.3.1. Crecimiento de raiz y vastago

Por efecto de cultivar no hubo diferencias significativas (p > 0.05) en la
longitud de vastago, sin embrago, por concentracion de NaCl y su interaccion con
el cultivar se obtuvieron diferencias altamente significativas (p < 0.01). Para el
caso de la longitud de raiz, las tres fuentes de variacion presentaron diferencias

significativas (Cuadro 1).

Cuadro 1. Efecto de cultivar, concentracion de NaCl y su interaccion, en la
longitud de vastago y raiz de plantas de dos cultivares de arroz.

Fuente de variacion Grados de Longitud
libertad Vastago Raiz
Cultivar 1 ns x*
Concentracion de NacCl 1 *x *k
Cultivar x Concentracién de NacCl 1 *k *

ns = no significativo; * = significativo al 5%; ** = significativo al 1%

La salinidad, empleada (100 mM NacCl), redujo significativamente (p < 0.05)
la longitud del vastago y de la raiz del cultivar Tres Rios (20 y 15%
respectivamente, en comparaciéon con el testigo) como se observa en la Figura 1.
Comparativamente, en el cultivar Cotaxtla no se encontraron reducciones
significativas (p > 0.05) en la longitud de vastago y raiz en presencia de NacCl.
Resultados similares se han obtenidos en los cultivares de arroz BR11, BR23,
BR29 y BR1 (Alam et al., 2004), IR36 (Gong et al., 2006); donde, los sintomas de
dafio causado por la salinidad aparecieron principalmente en las hojas viejas,
observandose que la parte superior de las hojas fue enrollada, las puntas se
marchitaron y mostraron necrosis, como se observa en la Figura 2. Lo antes
expuesto se debe a la acumulacién de concentraciones téxicas de Na’ en las

hojas maduras (Munns y Tester, 2008).
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Figura 1. Efecto de la salinidad en la longitud de vastago (A) y raiz (B) de plantas
de los cultivares mexicanos de arroz Tres Rios y Cotaxtla, a los seis dias de
tratamiento.

Medias con letras distintas en cada subfigura, son estadisticamente diferentes

(Tukey, 0.05). Barras sobre las columnas indican desviacion estandar.
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A

Tres Rios Tres Rios Cotaxtla Cotaxtla

Testigo 100 mM NaCl 100 mM NacCl Testigo

Figura 2. Plantas de arroz de los cultivares mexicanos Tres Rios y Cotaxtla, 30
dias después de la germinacion y 6 dias después de haber sido sometidas
a 0 (testigo) y 100 mM de NacCl.

Jamil et al. (2006) encontraron una relacion directa entre la reduccion en la
longitud de vastago y raiz con el incremento en la concentracion de sales en el
medio de crecimiento, esta tendencia fue observada en el cultivar Tres Rios. Estos
autores, indican que las variables antes mencionadas son indicadores importantes
del estrés salino, debido a que la raiz estd en contacto directo con el medio de
crecimiento y absorbe el agua de éste, suministrandola al resto de la planta. Por lo
tanto, la longitud de vastago y raiz proporciona un indicio de la respuesta de las

plantas a la salinidad.

4.3.2. Produccion de biomasa

En el peso de materia fresca de vastago y raiz se encontraron efectos
altamente significativos (p < 0.01) con la fuente de variacién -cultivar y
concentracion de NaCl. Resultados semejantes se obtuvieron en el peso de

materia fresca de raiz con el efecto de la interaccidon cultivar x concentracion de
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NaCl, contrario a lo registrado en vastago donde no se encontré diferencia

significativa (Cuadro 2).

Cuadro 2. Efecto de los factores cultivar, concentracion de NaCl y su interaccion

sobre el peso de materia fresca de vastago y raiz en plantas de arroz.

Grados de Peso de materia fresca
libertad

Fuente de variacion

Vastago Raiz
Cultivar 1 o o
Concentraciéon de NacCl 1 *k >k
Cultivar x Concentracion de NaCl 1 ns o

ns = no significativo; * = significativo al 5%; ** = significativo al 1%

El estrés salino (100 mM NacCl) redujo significativamente el peso de materia
fresca de vastago en ambos cultivares (Figura 3A); el cultivar Tres Rios tuvo 31%
menos peso de materia fresca en vastago y el cultivar Cotaxtla tuvo 22% menos,
en los dos casos con respecto al testigo. Mientras que en la variable peso fresco
de la raiz (Figura 3B) sélo fue afectado el cultivar Tres Rios al mostrar una
disminucion significativa (p < 0.05) del 27% en comparacién con el testigo.

El cultivar Cotaxtla no presentd diferencias con respecto al peso de materia
seca de vastago y raiz, después de seis dias de la aplicacion de 0 y 100 mM NacCl.
Esta respuesta se ha reportado en otros cultivares de arroz (IR632, IR651 e IR29),
donde las plantas sometidas a estrés salino por una semana no presentan efectos
negativos. Sin embargo, después de dos semanas de tratamiento con sales, el
crecimiento se redujo significativamente en los tres cultivares (Moradi e Ismail,
2007).

Kumar et al. (2009) evaluaron 11 cultivares de arroz bajo condiciones de
salinidad, y encontraron que los cultivares tolerantes presentan mayor altura de
planta y peso de materia seca. En este contexto, el cultivar Cotaxtla no presento
los valores mas altos de longitud de vastago y raiz, pero tampoco tuvo

reducciones significativas (p > 0.05) en longitud de planta, peso fresco de raiz y
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peso seco de vastago y raiz, lo que podria indicar que se trata de un cultivar

tolerante a la salinidad.
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Figura 3. Peso de materia fresca de vastago (A) y raiz (B) de los cultivares
mexicanos de arroz Tres Rios y Cotaxtla, seis dias después de la aplicacion
de 100 mM de NaCl.

Medias con letras distintas en cada subfigura, son estadisticamente diferentes

(Tukey, 0.05). Barras sobre las columnas indican desviacion estandar.
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El cultivar Tres Rios tuvo una reduccién significativa en el peso de materia
seca tanto de vastago como de raiz (Figura 4); tal disminucién fue del 24% en
ambas variables con respecto al testigo. Lo anterior, debido a la interaccién
cultivar x concentracion, ya que no se obtuvieron diferencias significativas (p >

0.05) por el factor cultivar y tampoco por concentracion de NacCl.
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Figura 4. Peso de materia seca en vastago (A) y raiz (B) de plantas de arroz, de
los cultivares mexicanos Tres Rios y Cotaxtla, crecidas bajo salinidad
durante seis dias.

Medias con letras distintas en cada subfigura, son estadisticamente diferentes

(Tukey, 0.05). Barras sobre las columnas indican desviacion estandar.

63



Capitulo IV Resultados

Resultados semejantes, a los aqui encontrados, se han obtenido en otros
cultivares de arroz BR11, BR23, BR29 y BR31 (Alam et al., 2004), trigo (Saqib et
al., 2005) y sorgo dulce (Almodares et al., 2007). En el caso de sorgo dulce, las
diferencias en la tolerancia a la salinidad en el estado vegetativo se deben a la
diversidad genética y diferencias hereditarias entre cultivares; adicionalmente se
observo que al incrementar la concentracion de sodio, el peso de materia fresca y
seca de las plantas disminuyd. Algunas especies son sensibles a salinidad,
especialmente en la fase vegetativa, debido a que los mecanismos de tolerancia al
estrés no han sido completamente desarrollados. Sin embargo, otras especies
pueden mostrar tolerancia a la salinidad durante la fase vegetativa del crecimiento
(Roy et al., 2005).

4.3.3. Actividad fotosintética

Las plantas sometidas a estrés salino disminuyen su eficiencia fotosintética,
lo cual parece estar asociado con el complejo del fotosistema Il (PSIl) (Munns et
al., 2006). La salinidad reduce la actividad del PSIl y promueve la destruccién de
los pigmentos de la clorofila por la acumulacién de iones que pueden inhibir el
rendimiento cuantico de transporte de electrones en el PSIlI (Sudhir y Murthy,
2004).

Lo expuesto anteriormente se observa en la Figura 5, donde se presenta el
rendimiento cuéntico del PSIl de la segunda hoja totalmente expandida. Cuando
las plantas crecieron en ausencia de salinidad, ambos cultivares, mantuvieron un
alto rendimiento del PSII. Si embargo, cuando las plantas fueron sometidas al
estrés salino (100 mM NacCl), una reduccién del rendimiento fotosintético fue
observado tres dias después de la aplicacidon de tratamientos en ambos cultivares.
Seis dias después de la aplicacién de tratamientos, el cultivar Tres Rios mostré
una reduccion total en el rendimiento del PSII, mientras que el cultivar Cotaxtla
tuvo una reduccion del 90%.

Los resultados aqui obtenidos difieren de los reportados en otros cultivares
de arroz (IR651 e IR632) tolerantes a la salinidad (Moradi e Ismail, 2007), y a los

obtenidos en sorgo (Netondo et al.,, 2004). En ambos casos, no hubo cambios
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significativos en el rendimiento cuantico del PSII bajo condiciones de salinidad, lo
cual puede indicar que la salinidad no afecta severamente el transporte de
electrones en sorgo (Netondo et al., 2004). En los cultivares de arroz IR651 e
IR632, el rendimiento cuantico del PSIl puede servir como una manera directa de
determinar el efecto de la salinidad en el aparato fotosintético (Moradi e Ismail,
2007).
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Figura 5. Rendimiento cuéantico del fotosistema Il de la segunda hoja totalmente
expandida de plantas de los cultivares de arroz Tres Rios y Cotaxtla,
crecidos en hidroponia con 0 (testigo) y 100 (salinidad) mM NacCl.

Barras sobre los puntos indican desviacion estandar.

En el Cuadro 3, se presentan los efectos simples y la interaccién de los
factores evaluados sobre el rendimiento cuantico del PSII. Por efecto de cultivar se
obtuvieron diferencias significativas en los dias 0, 1, 5y 6 después de la aplicacién
de tratamientos; mientras que por concentracion de NaCl los efectos fueron
significativos al 1% en los dias 3, 5 y 6. Finalmente, la interaccion cultivar x
concentracion de NaCl fue altamente significativa durante el quinto y sexto dia de

estrés salino.
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Cuadro 3. Efecto de los factores cultivar, concentracion de NaCl y su interaccion

en el rendimiento cuantico del PS Il en hojas de plantas de arroz.

o Grados de Tiempo (d)
Fuente de variacion _
libertad 0 1 3 5 6
Cultivar 1 *k xH * ns b
Concentracion de NacCl 1 ns ns ok *k *
Cultivar x Concentracion NaCl 1 ns ns ns *x bl

ns = no significativo; * = significativo al 5%; ** = significativo al 1%

4.3.4. Concentracion de sodio y potasio

La concentracion de K*, en los diferentes érganos de plantas de arroz, fue
significativamente diferente debido a la interaccidon cultivar x concentracion de
NaCl (Cuadro 4). En raiz se tuvieron diferencias debido al factor cultivar, siendo
Tres Rios la que tuvo mayor concentracion de K* comparado con Cotaxtla, sin y
con la aplicacion de NaCl en el medio de crecimiento. En tallo, las diferencias
estadisticas observadas se deben al factor concentracion de NaCl; es decir, la
presencia de sales redujo significativamente la concentracién de K* en tallo.
También se obtuvieron diferencias por efecto de la interaccion cultivar x NaCl, ya
que mientras en el cultivar Tres Rios la concentracion de K™ en tallo disminuyd
significativamente, en Cotaxtla ésta se incrementd. El mismo comportamiento se
obtuvo en la concentracion en hojas viejas de ambos cultivares.

La reduccion en la concentracion de K, obtenida en el cultivar Tres Rios es
similar a la obtenida en otros cultivares de arroz (Walia et al., 2005) y trigo
(Sharma et al., 2005; Sagib et al., 2005), esto debido a que la presencia de NaCl
en el medio de crecimiento puede interferir con la absorcién de cationes como el
K*, Ca®" o Mg*, o bien como resultado de la sustitucién del K* por Na* (Tester y
Davenport, 2003). En ambos cultivares, la concentracion de K en las hojas
jovenes se incrementd significativamente al aplicar NaCl, como un efecto de los

tratamientos y de su interaccién con el factor cultivar.
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Cuadro 4. Concentracién K* (mg kg™ peso materia seca) en raiz, tallo y hojas de
los cultivares mexicanos de arroz Tres Rios y Cotaxtla, seis dias después
de la aplicacion de tratamientos.

. Concentracion de K* (mg kg™ peso materia seca)
Cultivar  NaCl (mM)

Raiz Tallo Hojas viejas Hojas jévenes

Tres Rios 0 66.57a 50.86a 56.59 a 30.65 b

Tres Rios 100 67.41a 11.81d 27.22 b 55.62 a

Cotaxtla 0 28.09b 1892c 18.63 b 28.65 b

Cotaxtla 100 22.22b 41.87b 50.72 a 54.12 a

Cultivar

Tres Rios 66.99a 31.34a 41.91a 43.14 a

Cotaxtla 25.16 b  30.39a 34.67 a 41.39 a
NaCl (mM)

0 47.33a 34.89a 37.61a 29.65 b

100 4482a 26.84b 38.97 a 54.87 a

Medias con letras distintas en cada columna por factor o interaccion, son

estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).

Como resultado de la interaccion cultivar x concentraciéon de NaCl (Cuadro
5), al aplicar 100 mM de NaCl en la solucion hidropénica la concentracién de Na*
fue significativamente superior en raiz, tallo y hojas de ambos cultivares. Estos
resultados son congruentes con los obtenidos en otros cultivares de arroz, FL478
e IR29 (Walia et al., 2005), trigo (Sharma et al., 2005: Saqib et al., 2005), soya y
pepino (Dabuxilatu y lkeda, 2005), donde se observd una relacion positiva entre la
concentracion de sal y la concentracion de Na* en raiz y vastago.

Tester y Davenport (2003) indican que muchas plantas son capaces de
tolerar el estrés salino al excluir Na* del vastago, o al menos de las hojas, y
mantener altos niveles de K*. Esto pudiera estar sucediendo en el cultivar
Cotaxtla, ya que en condiciones de salinidad, tuvo mayor concentracion de Na* en
tallo que Tres Rios, tal vez como un mecanismo de exclusion de Na* de las hojas.

Ademas, bajo las mismas condiciones, este cultivar tuvo un incremento
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significativo en la concentracion de K* (Cuadro 1) en tallo y hojas viejas, mientras
que Tres Rios mostro reducciones.

La concentracion de Na® fue superior en las hojas jovenes tratadas con
salinidad, en ambos cultivares. Sin embargo, el cultivar Cotaxtla registr6 mayor
concentracion de Na* en sus hojas jovenes en comparacion con el cultivar Tres
Rios. En algunas condiciones, una alta concentracion de Na* en vastago puede
ser benéfica para ayudar a la planta a mantener su turgencia, ya que los iones son
secuestrados en la vacuola y de esta manera se puede reducir la toxicidad del Na*
(Munns y Tester, 2008).

Cuadro 5. Concentraciéon Na* (mg kg™ peso materia seca) en raiz, tallo y hojas de
los cultivares mexicanos de arroz Tres Rios y Cotaxtla, seis dias después

del inicio del estrés salino.

_ Concentracion de Na* (mg kg™ peso materia seca)
Cultivar  NaCl (mM)

Raiz Tallo Hojas viejas Hojas jovenes
Tres Rios 0 3.56Db 3.50c 345D 277c
100 26.37a 13.88b 17.15a 9.87b
Cotaxtla 0 2.88Db l41c 1.84Db 217 c
100 21.25a 37.14a 27.25a 16.65 a
Cultivar

Tres Rios 14,97 a 8.69b 10.30 a 6.32 b
Cotaxtla 12.07a 19.28a 14.55 a 94l1la

NaCl (mM)
0 3.22b 2.46 b 2.65b 2.47b
100 23.8la 2551a 22.20 a 13.26 a

Medias con letras distintas en cada columna por factor o interaccién, son

estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).

La habilidad de las plantas para discriminar entre el Na* y el K* puede
determinarse mediante un indice, la relacion K*/Na® (Flowers, 2004). En las

Figuras 6 y 7 se presenta la relacion de contenido K*/Na* en vastago y raiz de los

68



Capitulo IV Resultados

dos cultivares de arroz estudiados. En general, se obtuvo que al aplicar 100 mM
de NaCl en la solucion hidropédnica, la relacion K*/Na* se redujo significativamente
(p = 0.05) en ambos cultivares. Resultados semejantes se han obtenido en otros
cultivares de arroz, FL478 e IR29 (Walia et al., 2005) y IR36 (Gong et al., 2006),
en trigo (Saqib et al., 2005), Sesbania rostrata y frijol (Jungklang et al., 2003). En
vastago (Figura 6), el cultivar Tres Rios tuvo la menor relacion K*/Na* cuando las
plantas fueron sometidas al estrés. La informacion aqui mostrada es similar a la
reportada en otros cultivares de arroz que difieren en su tolerancia a la salinidad
(Moradi e Ismail, 2007), donde se encontré que el cultivar IR29, susceptible a
salinidad, tuvo una relaciéon K*/Na® en hojas significativamente menor que los
cultivares IR632 e IR651 (tolerantes).
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Figura 6. Relacién K'/Na" en vastago de los cultivares mexicanos de arroz Tres
Rios y Cotaxtla, crecidos en solucién hidropénica con 0 y 100 mM de NaCl
durante seis dias.

Medias con letras distintas, son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). Barras

sobre las columnas indican desviacion estandar.
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Figura 7. Relacién K*/Na" en raiz de los cultivares mexicanos de arroz Tres Rios y
Cotaxtla, crecidos en solucién hidropénica con 0 y 100 mM de NaCl durante
seis dias.

Medias con letras distintas, son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). Barras

sobre las columnas indican desviacion estandar.

4.4. CONCLUSIONES

La aplicacion de 100 mM de NaCl en el medio de crecimiento durante seis
dias ocasion6 que el cultivar Tres Rios tuviera reducciones significativas en la
longitud de vastago y de raiz, peso de materia fresca y seca, disminucion
significativa en el rendimiento cuantico del fotosistema |1l (PSIl), menor
concentracion de K* en tallo y hojas y como consecuencia una relacion K*/Na* en
vastago menor, lo que sugiere que este cultivar es susceptible a salinidad

comparado con el cultivar Cotaxtla, el cual mostr6 mayor tolerancia a este estrés.

70



Capitulo IV Resultados

4.5. LITERATURA CITADA

Alam, M. Z., T. Stuchbury, R. E. L. Naylor and M. A. Rashid. 2004. Effect of
salinity on growth of some modern rice sultivars. Journal of Agronomy, 3:1-
10.

Alcantar G., G. y M, Sandoval V. 1999. Manual de Analisis Quimico de Tejido
Vegetal. Sociedad Mexicana de la Ciencia del Suelo A.C. Publicacion
especial No. 10. Chapingo México. 156 p.

Almodares, A., M. R. Hadi and B. Dosti. 2007. Effects of salt stress on
germination percentage and seedling growth in sweet sorghum cultivars.
Journal of Biological Science, 7:1492-1495.

Dabuxilatu, M. and M. Ikeda. 2005. Interactive effect of salinity and supplemental
calcium application on growth and ionic concentration of soybean and
cucumber plants. Soil Science and Plant Nutrition, 51: 549-555.

FAO (Food and Agriculture Organization). 2008. Global network on integrated
soil management for sustainable use of salt-effect soils. FAO Land and Plant

Nutrition Management Service, Rome. Available at:
http://www.fao.org/ag/agl/agll/spush/

Flowers, T. J. 2004. Improving crop salt tolerance. Journal of Experimental
Botany, 55: 307-319.

Gong, H. J., D. P. Randall and T. J. Flowers. 2006. Silicon deposition in the root
reduces sodium uptake in rice (Oryza sativa L.) seedlings by reducing
bypass flow. Plant, Cell and Environment, 29: 1970-1979.

Jamil, M., L. Deog Bael, J. Kwang Yong, M. Ashraf, L. Sheong Chun and R.
Eui Shik. 2006. Effect of salt (NaCl) stress on germination and early
seedling growth of four vegetables species. Journal of Central European
Agriculture, 7:273-282.

Jungklang, J., K. Usui and H. Matsumoto. 2003. Differences in physiological
responses to NaCl between salt-tolerant Sesbania rostrata Brem. & Oberm.
and non-tolerant Phaseolus vulgaris L. Weed Biology and Management, 3:
21-27.

71


http://www.fao.org/ag/agl/agll/spush/

Capitulo IV Resultados

Kumar, B. S., S. Titov, M. Moffazzal Islam, A. Siddika, S. Sultana and M.
Shahidul Haque. 2009. Phenotypic and genotypic screening of rice
genotypes at seedling stage for salt tolerance. Global Journal of
Biotechnology & Biochemistry, 4: 126-131.

Moradi, F. and A. M. Ismail. 2007. Responses of photosynthesis, chlorophyll
fluorescence and ROS-scavenging systems to salt stress during seedling
and reproductive stages in rice. Annals of Botany, 99: 1161-1173.

Munns, R. 2002. Comparative physiology of salt and water stress. Plant Cell
Environment, 25: 239-250.

Munns, R., R. A. James and A. Lauchli. 2006. Approaches to increasing the salt
tolerance of wheat and other cereals. Journal of Experimental Botany,
57:1025-1043.

Munns, R. and M. Tester. 2008. Mechanisms of salinity tolerance. Annual Review
of Plant Biology, 59: 651-81

Murashige, T. and F. Skoog. 1962. A revised medium for rapid growth and bio
assays with tobacco tissue cultures. Physiologia Plantarum, 15, 473-497.

Netondo, G. W., J. C. Onyango and E. Beck. 2004. Sorghum and salinity II.
Gas exchange and chlorophyll fluorescence of sorghum under salt stress.
Crop Science, 44:806-811

Pattanagul, W. and M. Thitisaksakul. 2008. Effect of salinity stress on growth
and carbohydrate metabolism in three rice (Oryza sativa L.) cultivars differing
in salinity tolerance. Indian Journal of Experimental Biology, 46:736-742.

Roy, P. K., K. Niyogi, D. N. SenGupta and B. Ghoosh. 2005. Spermidine
treatment to rice seedlings recovers salinity stress-induced damage of
plasma membrane and PM-bound H'-ATPase in salt-tolerant and salt-
sensitive rice cultivars. Plant Science, 168:583-591.

SAS. 1990. SAS/STAT User’s guide. Ver. 6.0 SAS Institute, Inc. Cary, NC 1686 p.

Sagib, M., J. Akhtar and R. H. Qureshi. 2005. Na* exclusion and salt resistance
of wheat (Triticum aestivum) in saline-waterlogged conditions are improved
by the development of adventitious nodal roots and cortical root aerenchyma.
Plant Science, 169: 125-130.

72



Capitulo IV Resultados

Sharma, N., N. K. Gupta, S. Gupta and H. Hasegawa. 2005. Effect of NaCl
salinity on photosynthetic rate, transpiration rate, and oxidative stress
tolerance in contrasting wheat genotypes. Photosynthetica, 43: 609-613.

Sudhir, P. and S. D. S. Murthy. 2004. Effects of salt stress on basic processes of
photosynthesis. Photosynthetica, 42: 481-486.

Tester, M. and R. Davenport. 2003. Na* transport and Na" tolerance in higher
plants. Annals of Botany, 91: 503-527.

Walia, H., C. Wilson, P. Condamine, X. Liu, A. M. Ismail, L. Zeng, S. I
Wanamaker, J. Mandal, J. Xu, X. Cui and T. J. Close. 2005. Comparative
transcriptional profiling of two contrasting rice genotypes under salinity stress
during the vegetative growth stage. Plant Physiology, 139:822-835.

Yang, X., V. Rdmheld and H. Marschner. 1994. Effect of bicarbonate on root-
growth and accumulation of organic-acids in Zn-Inefficient and Zn-efficient
rice cultivars (Oryza sativa L.). Plant and Soil, 164: 1-7.

Zeng, L. 2004. Response and correlated response to salt tolerance selection in

rice by yield parameters. Cereal Research Communications, 32:477-484.

73



CAPITULO V



Capitulo V Resultados

CAPITULO V.

PERFIL DE EXPRESION DE FACTORES DE TRANSCRIPCIO NAC EN HOJAS
DE ARROZ BAJO ESTRES OSMOTICO

Soledad Garcia-Morales, Libia I. Trejo-Téllez, Fernando C. Gbmez-Merino, Camila

Caldana, B. Edgar Herrera-Cabrera y David Espinosa-Victoria

RESUMEN

Las plantas responden a estimulos ambientales adversos con el inicio de
una serie de procesos de sefializacion que incluyen la activacion de factores de
transcripcion que pueden regular la expresién de un conjunto de genes para
responder y adaptarse al estrés. La familia NAC (NAM, ATAF y CUC) son factores
de transcripcion especificos de plantas con diversas funciones tanto en el
desarrollo como en la regulacién del estrés. En este trabajo se analizo el perfil de
expresion de 41 genes que codifican factores de transcripcion de la familia NAC,
usando la técnica de RT-PCR en tiempo real. Se usaron plantulas de arroz, de los
cultivares Cotaxtla y Tres Rios, crecidas 20 dias en condiciones hidropodnicas. Se
aplico 18.5% de PEG para inducir sequia ,J00 mM de NaCl para salinidad y el
testigo, sin estrés. El nivel de expresion relativa de los genes fue determinado a
las 6 y 24 h después de la aplicacion de tratamientos. De los genes estudiados, en
el cultivar Cotaxtla, 11 genes fueron inducidos y ninguno reprimido; en Tres Rios,
17 genes fueron inducidos por sequia y tres reprimidos. En el caso de salinidad,
cuatro genes fueron inducidos y seis reprimidos en la cultivar Cotaxtla, en tanto
gue en Tres Rios se encontraron 30 genes inducidos y dos reprimidos. De todos
los gene evaluados, destacan aquellos que se encontraron inducidos en un
cultivar y reprimidos en el otro: para sequia se identificaron tres genes y en
salinidad 10; de los cuales sobresalen el gen Os07g04560, que tuvo un patron de
expresion contrastante en los cultivares evaluados, bajo sequia y salinidad.
Ademas, genes como 0s08g33910, 0Os11g08210 (OsNAC5), 2 0s05g34830
(OsNACS5) y OsNACS6 fueron inducidos por sequia y salinidad a las 6 y 24 h del

muestreo. En conclusion, en esta investigacion se identificaron genes NAC que
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responden a estrés osmatico, y que su posterior caracterizacion seria el sustento
para la posible generacion de cultivares con mejor resistencia a la sequia y a la
salinidad.

Palabras clave: Oryza sativa, factores de transcripcion, familia NAC, sequia,
salinidad, RT-PCR en tiempo real

5.1. INTRODUCCION

A lo largo de su ciclo de vida, las plantas estan expuestas a diversos
factores de estrés abidtico, incluyendo sequia y salinidad, los cuales son
causantes de estrés osmético. Como respuesta al estrés y la tolerancia, las
plantas han desarrollado una serie de mecanismos fisiol6gicos, bioquimicos y
moleculares. La base fisiologica de estas respuestas moleculares es la integracion
de muchos eventos de transduccién dentro de una amplia red de vias de
sefalizacion, que incluyen percepcion de sefiales del estrés osmaético, generacion
de segundos mensajeros y transduccion de sefiales del estrés (Yamaguchi-
Shinozaki y Shinozaki, 2006; Nakashima et al., 2009). Se han identificado muchos
genes en respuesta al estrés, cuya expresion juega un papel importante en el
desarrollo de mecanismos de tolerancia ante estos eventos (Li et al., 2008).

La regulacion de la expresion génica es esencial para todos los organismos,
y proporciorciona un mecanismo complejo de control mediante el cual las plantas
responden a estimulos y estrés ambiental, y ademas regula los procesos de
desarrollo (Shinozaki et al., 2003). Esta regulacion esta coordinada por una serie
de mecanismos que involucran la metilacion del DNA, organizacion de la
cromatina, dimerizacion y union especifica a secuencias de DNA, este ultimo
mecanismo pueden ser realizado por factores de transcripcion (Jeong et al., 2010).
Ademas de reconocer los motivos especificos de DNA en las regiones reguladoras
de los genes, una caracteristica esencial para clasificar a una proteina como los
factores de transcripcion es que puedan activar o reprimir la transcripcién, esto
debido a la interacciébn con otras proteinas. En funcion de las interacciones

proteina-proteina, un factor de transcripcion puede funcionar como activador de un
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grupo de genes o como represor de otros (Feller et al., 2011). Estas proteinas
activan o reprimen la transcripcion de los genes mediante union directa a los
promotores de los genes blanco de manera especifica (Qu y Zhu, 2006)

Los genomas de arroz (Oryza sativa) y Arabiopsis (Arabidopsis thaliana)
codifican mas de 2000 reguladores transcripcionales, cada uno, que representan
entre el 4 y 6% del niUmero total estimado de proteinas en cada especie (Zhang et
al., 2011). Aproximadamente, 45% de estos factores de transcripcion forman parte
de familias de genes que son especificos para plantas (Riechmann et al., 2000;
Kikuchi et al., 2003). Un ejemplo de estos grupos de factores de transcripcion, es
la familia NAC.

Las proteinas pertenecientes a la familia NAC comprenden uno de los
grupos mas grandes de factores de transcripcibn que estan extensamente
distribuidos en varias especies vegetales. EI hombre deriva de los tres primeros
genes descritos y que contienen el dominio del meristemo no apical (no apical
meristem, NAM) de Petunia (Souer et al.,, 1996); los genes ATAF1l, ATAF2
(Arabidopsis thaliana activation factor) nombrados asi por su abilidad de activar el
promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor en levaduras (Christianson et al.,
2010), y CUC (cup-shaped cotyledon) de Arabidopsis (Aida et al., 1997). Esta
familia de proteinas es caracterizada por un dominio de uniéon al DNA en la
terminal amino altamente conservado, el cual es denominado como “dominio
NAC?”, y diversas regiones en la terminal carboxilo (Shen et al., 2009).

Inicialmente, Ooka et al. (2003) encontraron 75 proteinas NAC de un
conjunto de datos de cDNA de arroz (28,469 clones). Posteriormente, con la
disponibilidad de las secuencias del genoma, fue posible identificar 149 genes
que pertenecen a la familia NAC de factores de transcripcion en arroz (Xiong et al.,
2005). De ahi, Fang y colaboradores (2008) realizaron un analisis sistemético de
la secuencia de arroz, el cual revel6 140 genes de la familia NAC. Las proteinas
NAC estan relacionadas con el desarrollo de las plantas y con la respuesta al
estrés abiotico. Por ejemplo, en arroz, el gen SNACL1 (stress-responsive NAC) fue
identificado y sobre-expresado condujo al incremento en la tolerancia a la sequia
(Hu et al., 2006). Otro gen NAC (OsNACG6/SNAC?2) inducido por estrés abiotico y
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por acido jasmonico, y al ser sobreexpresado incremento la tolerancia del arroz al
frio, sequia y salinidad (Nakashima et al., 2007; Hu et al., 2008). Mas tarde, el gen
OsNACS fue relacionado con la removilizacion de Fe y Zn de los tejidos verdes a
las semillas, ademas se report6 como asociado a la senescencia y dependiente
del acido abscisico (Sperotto et al., 2009). Posteriormente, fue reportado que
OsNACS esta involucrado en la respuesta de adaptacion al estrés por sequia y
salinidad (Takasaki et al., 2010).

Por otro lado, el arroz es uno de los cultivos mas importantes del mundo, ya
que aporta el 20% de la demanda de cereales para la alimentacién en el mundo
(FAO, 2011), ademas esta considerado como una especie modelo en la familia de
las gramineas. Por esta razon, una mejor comprension de las complejas
interacciones entre los genes de esta especie es de gran importancia para
incrementar su valor nutricional, rendimiento de grano, rango de cultivo,
resistencia a enfermedades y tolerancia al estrés ambiental tanto en el arroz como
en otros cereales (Ficklin et al., 2010).

El objetivo de este estudio fue analizar el perfil de expresion de 57 genes
gue codifican factores de transcripcion de la familia NAC con la finalidad de
identificar aquellos con potencial para incrementar la tolerancia al estrés osmotico,

causado por sequia y/o salinidad, en dos cultivares Mexicanos de arroz.

5.2. MATERIALES Y METODOS

5.2.1. Material vegetal y tratamientos

Se utilizaron dos cultivares de arroz (Oryza sativa L. ssp. indica), Cotaxtla, y
Tres Rios (esta dltima catalogada como susceptible a sequia), provenientes del
banco de germoplasma del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales,
Agricolas y Pecuarios (INIFAP), Campo experimental Zacatepec, Morelos. El
experimento se llevé a cabo en un invernadero tipo cenital, ubicado en el Colegio
de Postgraduados (Montecillo, Estado de México).

Las semillas de ambos cultivares fueron desinfestadas con etanol al 70%

por 5 min, después con hipoclorito de sodio al 3% durante 30 min. Posteriormente,
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fueron enjuagadas con agua destilada estéril cinco veces y secadas en papel filtro.
Los embriones secos fueron germinados en frascos con medio MS (Murashige y
Skoog, 1962), suplementado con 3% (p/v) de sacarosa y solidificado con 1.2% de
agar. Los frascos con el medio MS vy las semillas fueron colocados en oscuridad a
28°C por tres dias (d). Catorce dias después de la siembra, las plantulas fueron
trasplantadas a recipientes con 9 L de solucion nutritiva, la cual contenia 1.43 mM
NH4NO3, 1.00 mM CacCl, 2H,0, 1.64 mM MgSO, 7H,0, 0.13 mM K,SO,4, 0.32 mM
NaH,P0O4.2H,0, 1.00 mM Fe-EDTA, 7.99 uM MnCl; 4H,0, 0.15 pM ZnS0O, 7H,0,
0.15 puM CuSO,4 5H,0, 0.075 pM (NH4)6M07024 4H,0 y 1.39 uM H3BO3 (Yang et
al., 1994), con un potencial osmaético de -0.035 MPa. El pH de la solucion se
mantuvo entre 5.5y 6.0. La solucién nutritiva fue renovada cada 5 d.

Se evaluaron dos agentes causantes de estrés osmotico: 18.5% PEG, para
inducir sequia y 100 mM NacCl para salinidad; ambos tratamientos con un potencial
osmaético de -0.44 MPa), ademas del testigo sin estrés; y los dos cultivares de
arroz: Cotaxtla y Tres Rios. La aplicacion de tratamientos se inicié 20 dias
después de transferir las plantas a la solucion hidropénica, donde se agregoé
18.5% de PEG o 100 mM de NaCl a los recipientes con solucion nutritiva; las

plantas testigo crecieron al mismo tiempo.

5.2.2. Colecta de muestras

Para el anadlisis de la expresion génica, se tomaron muestras de cada
cultivar por separado, antes de la aplicacion de tratamientos, 3 h, 6 h'y 24 h
después de la aplicacion de tratamientos (18.5% PEG y 100 mM NaCl). Se
muestrearon la segunda y tercer hoja totalmente expandida. Una repeticion
bioldgica consistio en mezclar hojas de tres plantas crecidas bajo las mismas
condiciones. Hojas de las plantas testigo (sin estrés) fueron tomadas en cada
tiempo de muestreo. Tres réplicas biologicas fueron cosechadas y procesadas en
paralelo. Todas las muestras fueron congeladas en nitrdgeno liquido
inmediatamente después de cortar el tejido. Enseguida, fueron almacenadas a -
80°C hasta la extraccion de RNA.
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5.2.3. Extraccion de RNA y sintesis de cDNA (transcripcion reversa)

La extraccion de RNA fue realizada con aproximadamente 50 mg de
material vegetal. Las muestras de tejido vegetal fueron molidas hasta polvo fino
con mortero y pistilo, usando nitrégeno liquido. El RNA total fue aislado usando el
kit SV total RNA Isolation Systema (Promega), de acuerdo a las recomendaciones
del fabricante, el cual incluye un tratamiento con DNAsa |. La concentracion de
RNA total fue determinada con el espectrofotometro NanoDrop 2000 UV-Vis
(Thermo Scientific NanoDrop, Wilmington, DE, EEUU) y la integridad fue
confirmada en geles de agarosa al 1% (p/v). En todas las muestras, los valores de
las relaciones Azeo/A2so Y AzeolA23zo fueron iguales a 2.1 o superiores.

Para la transcripcién reversa se us6 de 3.5 a 5 pg de RNA total con el
primer oligo-dT, para la sintesis de la primera cadena de cDNA, y la enzima

|TM

SuperScript III'™ RT (Invitrogen), en un volumen total de 20 yL de acuerdo a las

recomendaciones del fabricante.

5.2.4. Primers de interés y primers de referencia

Los primers (Cuadro 1) fueron seleccionados de una plataforma de 2500
factores de transcripcion en arroz (Caldana et al., 2007). Ademas, se incluyeron
dos pares de primers relacionados para ser inducidos por sequia y salinidad,
OsNACS6 (Nakashima et al., 2007) y OsNACS5 (Sperotto et al., 2009).

Cuadro 1. Primers especificos usados para el analisis de PCR en tiempo real,

para genes NAC en arroz.

Identificacion ) ) Amplicén
Forward Primer (5'-3") Reverse Primer (5'-3')

TIGR v5.0 (bp)
0s03g56580 AGACCGACTGGATGATGCACGA TGCAGATGGTCCAGACCTCAGCTT 99
0s06g46270 TGAAGTTGCCTCTCAAGGAGGACT CAGCTTGGCAATGGTTGTCCTACT 74
0s02g56600 TACCAGATGTGGCGAAGCTG TACTTGCGGTCGCGGAA 64
0s02g06950 CTGGCAGCTAGACTACATGCAGG GCCATTGATGTAACGAGGAGGA 121
0s02g42970 GAAAACGGCACCACACCTGA GCCACCCGCTTCTTGAACA 62
0Os03g03540 GCGACATCGATCTCTACCGC TACCCGATCCCACAATGTTCTT 61
0Os03g02800 CTTCCATCCAAGGTGGATGTTG GCCAATCTTCGTGTCAAGGCT 117
0s07g37920 TTGCCATCGGAGTCAGCAG TGGAGAGTTGGAACGGATGC 64
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Identificacién ) ) Amplicén
Forward Primer (5'-3") Reverse Primer (5'-3")

TIGR v5.0 (bp)
0s039g21060 AACGGTTCATGCGTTGGTG CATCCCCATGTTAGAGTGGAGC 102
0s08g33910 GGATCTCCCAAAGCTTGCG GAACCCAGCTGTTGTCACCC 112
0Os03g01870 GACCTACCAGAGGTGGCGAA TTGCTCGCTCTGTTCCTGC 101
i::)tacién_ 1 GGAAGAGAAATCCTTCCTGCCT TGCTCTGGTTGCACGGTTT 106
0s06g01480 TGGATTTCGTTTCCACCCG TCTTGCGGCCACCTTCTTC 70
0Os03g60080 CATCCCCAGGAACAACAGCA GTACATGCCCTGGATATCGTCG 64
0s10g42130 GCGTGATCAAGAGGCACGA TGCTGATCATTCCTTTCGCC 72
0Os05g34310 CCCATAATCGCAGATGTCGAA CCCCAAATAGAGCCATGGATG 70
0Os01g66490 GCCGGCAGCCACAACTATAG TTGGTTGATGCGACGACG 64
0s01g15640 TGCAAAGTGCGATGTTCCAA ATGGCTCGATCCTTTCCAGTG 138
0s07g04560 GCAACGTGAACGGTGGCTAC GCTGCTACTGTTCCATTGCTCC 61
0s09g32040 CGGAAAATCAGATGTTGCGG GCGCACGTATTCTCTGCCAT 69
0s12g43530 GATTTCATCCGACGGATCAAGA TCACCTTTGGAAGATCCCAGG 132
0s06g51070 CATTCCCGACACCATGCAAT CCTTCCGGTAGACCTTGCAGA 68
0s09g33490 TCGTCGTCGAGCTGTGTCA CCTCTCTTTGAGAGGCAGATGG 103
Os11g31330 AAATACCTCTACCCCCGTGCTTT CAACATCGGTGATGATCGCA 61
0s02g34970 TGACATCATCCCGACGCTG GCTTGCAGTGCTTTGCCATT 69
0s049g35660 ATTGAATGGTAAAGCACTCCAATCC GTCTGCGTCGCATGACTGAA 63
0s01g59640 CTGAATCCTCCGAATCTGCGT CGGCATTGTGCTGCTAATCTG 65
0Os11g04960 GCAGGCAAATCCCAGATGG GCGGCCTTTTTATTGCGTTT 122
:::)tacién_Z GGTCGAGATCGGCCTCAAATA ACACAGAACAAGCTCGTCGGAG 61
0s10927390 AGAACGAGGTTCCGGATCTTG TCCCTGCCTTCCTTCCTCA 61
0s03g59730 GTATCGCATCCCGCAGTTTC TGTAAGCAGGCGGTTTGAATC 61
0s06g15690 TCGGACATCCTGGATAATTGACA CACCGATCCAGATGCATTTTTT 67
0s07g13920 CGATCAGAACCAACAGGATTGG AGTCATCGCCCATCACACAGA 68
Os11g31360 TGTCAACTACCTGTACCGCCGT TCCACATCGGTGATGAAGTCG 66
0s01g48130 TTGCTGACCTGCTGTTGCAT TGGAAGAAGTGCCGGATCA 65
0510926270 GGCGACCAAAACCCTGTCA TTCACCGGCTCTGTGTCCTC 102
0s10921560 GGAATGACCATAACGCAGCTG CAAACCCTTGTTCAGGTGGACT 108
0s12g07790 CGAGATAGTTGGCGCATACGA CGAAGCCAATGGACAGCATC 62
0Os11g31380 GAAACAACCATCGCCAAGAGA ACGGCGAGCACATTACGAA 62
0s04g40130 TTACACGGACGAAACGGACCT AGTGTGATCCCCATCCACCC 88
0512922940 TCCCAGCTATTTGTTCTGCCC ACAGCGGTGGATTGCCATT 110
0s10g27360 CATCGAGGTTGCGGATCTTG TGTCCACTCTGGTTCGTGCTC 114
0s08g10080 CCTCTCCACCTCAAGGTGAAGACA CGCAATCCGAACGAAGAACAACAA 96
0512929330 TCCGACTAAGCTAGGCAAGGCAAG TTGGGGGCGATTTCGTTAAGCA 98
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Identificacién ) ) Amplicén
Forward Primer (5'-3") Reverse Primer (5'-3")

TIGR v5.0 (bp)
i::) tacion 3 TTGGACCTGGATGCGTTGCTGT CGTGTCGAATTCCACTCCCAAACT 63
05039426_30 TGATGCACGAGTACAGGCTCCA AGCTTCTTGAAGACGCGGCAGA 85
0s02g36880 CCGCCAATTCCAAGCAGGATCA TCGAGGCTCTTCTTGAACACCCT 61
0s02g36880 TCATGCACGAGTACCGCATCCA ACAGCACCCACTCCTGATCCTT 69
0s04g38720 TGCTGCAAAAGCAATAAGCAAGGA TGCTGCTCCATTGCTGCCTAAG 78
0s10g09820 CGAGAAATACAAGGGTTACGGAGA  CCATCCACCACCACCTTCCTATT 108
0s11g08210 ACAACGCCCTCAGGTTGGATGA TCGTACCTCTCGATCACTCCCTTC 73
0s05¢g34830 TGGGTCCTGTGCCGAATCTACAAC GGTCTCCCCGTGGCTCATCATATT 99
0Os05g34830 AGGAGCTGGTGATGCACTACCT CGTACAGCGCCATTCTTGTAGAGG 100
0s06933940 GCAAGAAGACCGACTGGATCATGC CCACCCAACCATCTTCCTGGACAT 78
0s02g15340 TGTTTGTGTGCCTTTCCAAGAGTG TAGAGCAATTCCTCGTCCGTCG 107

OsNAC5* CAGCAGCTGATGGTATTGTC AGAGACCTGTTTGGCACGAA 100-150

OsNAC6" CCAGCCCAAGATCAGCGAGT TCATGTACTGGGGCAAGCCA 124

El Locus Identificador fue adoptado de la base de datos TIGR. * Casi todos los genes
fueron obtenidos de Caldana et al. (2007), a excepcién de OsNAC5?, el cual fue obtenido
de Sperotto et al. (2009) y OsNAC6® de Nakashima et al. (2007).

La especificidad de los primers y de los genes de referencia o
housekeeping (Cuadro 2), se determinaron mediante el andlisis de la curva de
disociacion. Para el primero, se realiz6 un tamizado (screening) de todos los
primers; se us6é cDNA equivalente a 120 ng de material inicial de RNA total. Para
los siguientes andlisis, s6lo se consideraron aquellos genes que presentaron un
pico Unico. Para los segundos, se realizaron tres replicas técnicas, bajo diferentes
condiciones de estrés: aplicacion de PEG, NaCl y testigo; asi como en los
diferentes tiempos de muestreo: 0, 3 y 24 h después de la aplicacion de

tratamientos.
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Cuadro 2. Genes de referencia para cuantificar el nivel de expresion relativa de

los genes de interés.

Gen Primer Forware (5'-3") Primer Reverse (5'-3") Am(zlrl)t):on
Actina CTCCCCCATGCTATCCTTCG TGAATGAGTAACCACGCTCCG 91
Actina | ATCCTTGTATGCTAGCGGTCGA ATCCAACCGGAGGATAGCATG 118
B-Tubulina GGAGTCACATGCTGCCTAAGGTT TCACTGCCAGCTTACGGAGG 64
Factor de

elongaciéon la  GTCATTGGCCACGTCGACTC TGTTCATCTCAGCGGCTTCC 118

5.2.5. PCR cuantitativa en tiempo real

La PCR en tiempo real se llevé a cabo en placas de 96 pozos usando el
sistema de deteccion de secuencias ABI Prism 7900HT (Applied Biosystems by
Life Technologies, CA, EEUU) con la mezcla de reaccion Power SYBR® Green
PCR, de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. La concentracion final de
cada primer fue de 250 nM en un volumen final de 20 pL+pozo™. El perfil térmico
de la PCR fue de 50°C por 2 min, 95°C por 10 min, 40 ciclos a 95°C por 15 sy
60°C por 1 min. La curva de disociacion fue obtenida después del ultimo ciclo de la
PCR a 95°C por 15 s seguido por un constante incremento (2%) entre 60°C y
95°C.

Para cada reaccién de PCR se incluyé una etapa de disociacion. El ciclo
umbral (Ct) para cada corrida se determind usando los ajustes automaticos para la
linea base y el nivel umbral del software SDS del equipo ABI Prism 7900HT. Se
utilizaron los genes Actina, B-tubulina y factor de elongacion-71a como genes de
referencia para normalizar la expresion de los genes NAC en los diferentes
tratamientos.

El nivel relativo de expresion de los factores de transcripcion fue

28C descrito por Schmittgen y Livak (2008),

determinado usando el método
restando el valor de Cy de los genes NAC menos el Ct de los genes de referencia
(ACt = Cr del gen de interés — CT gen de referencia), donde, AACt representa ACr.condicion de
estrés — ACrtesiigo- ESta expresion relativa también puede ser expresada como tasa
de cambio. Si el primer AC+ es superior al segundo AC+ (testigo), entonces el

2—AAC

valor de T seria menor de 1; lo que implica que hay una reduccién en la
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expresion debido a los tratamientos. Para calcular la tasa de cambio de la

-z ., e s . . , -1 . .
reduccion en la expresion se utilizé la siguiente formula: PV (Schmittgen y Livak,

2008). Los genes fueron definidos como genes expresados diferencialmente con
una tasa de cambio de al menos 2 (valor absoluto), después de la aplicacion de
tratamientos. Para lo anterios, el nivel de expresion fue designado como “inducido”
cuando la tasa de cambio fue = 2 y “reprimido” con un valor < -2, de acuerdo a Le
etal. (2011a) y Le et al. (2011b).

5.2.6. Determinacion del crecimiento, concentracion de acido abscisico y
clorofila

Seis dias después de la aplicacion de tratamientos, las plantas fueron
cosechadas y separadas en vastago y raiz para determinar su longitud y peso
seco (p.s). El peso seco se determind 48 h después de secar las muestras a 70 °C
en una estufa de circulacion de aire forzado.

El contenido de acido abscisico (ABA) se determind, en las dos primeras
hojas reciénteme desarrolladas, 48 h después de la aplicacion de los tratamientos.
El material vegetal fue liofilizado durante 72h y luego molido. Se tomaron 50 mg y
se les agreg6 2 mL de acetona a 90%. Las muestras fueron agitadas por 12 min
en bafo de ultrasonido con hielo. Posteriormente, se centrifugdé a 5000 rpm por 5
min, se tomoé el sobrenadante y se afor6 a 2 mL. Se tomaron 300 pL del
sobrenadante y se colocaron, gota a gota, en placas de HPTLC (Silica gel 60 F254
Multiformat pre-scored to 5x5, Merk). La placa fue colocada en una camara para
cromatografia que contenia acetato de etilo como fase liquida y se dejé correr la
muestra hasta 0.5 cm antes del borde. Se dej6 evaporar los restos de acetato de
la placa y se observé en luz UV para detectar la presencia de ABA, se marcé y se
raspo el ABA para posteriormente ser eluido de la placa. La extraccion se hizo con
1 mL de acetato de etilo en agitacién por 30 min a 428 rpm. Se filtr6 a vacio y se
evaporé con nitrégeno. Se agreg6é 1 mL de etanol HPLC, se filtr6 en acrodisco de
0.45 um de diametro de poro y se coloco en viales para ser leidos en HPLC.

Para el HPLC, el detector fue establecido a 266 nm. En la separacion se

uso la fase reversa en la columna SB-C8 (250 x 4.6 mm, 5 um, Zorbax, Alemania).
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La fase movil fue una mezcla de acetonitrilo (40%) y acido trifluoroacético 0.01%
pH 2.95 (40:60), bajo un método isocratico, y una tasa de flujo de 1 mL min™.
El contenido de clorofila se determind de acuerdo a Arnon (1949), usando

acetona al 90%, en 50 mg de hojas liofilizadas.

5.2.7. Analisis estadistico

Para el andlisis de las variables fisiologicas evaluadas, se considerd el
resultado de seis tratamientos con seis repeticiones cada uno. Para ABA vy clorofila
se consideraron cuatro repeticiones. Una plantula fue considerada como unidad
experimental. Se hizo un analisis de varianza y comparacion de medias mediante
la prueba de Tukey con un nivel de significancia del 95%, con apoyo del programa
estadistico SAS ver. 9.0 (SAS, 1990).

5.3. RESULTADOS Y DISCUSION

5.3.1. Confirmacién de la especificidad de los primers

La especificidad de los primers es un factor determinante en los ensayos de
RT-PCR en tiempo real. Para esto, se hizo un tamizado inicial de los 57 primers
seleccionados, usando cDNA de las muestras testigo y dos replicas técnicas. Se
determiné la especificidad analizando sus respectivas curvas de disociacion. Del
total de primers, 16 mostraron la amplificacion de productos inespecificos con muy
baja expresion y por lo tanto una amplificacidn muy retardada o simplemente no
amplificaron. Los otros 41 primers produjeron un pico Unico en sus curvas de
disociacion y una curva de amplificacion tipica, tal como se puede ver en la Figura
1. Estos ultimos 41 primers fueron utilizados para los andlisis posteriores. El
analisis de las curvas de disociacién para identificar la especificidad de los
primers, también se ha empleado en el andlisis de expresion de genes de la
familia NAC en cebada (Christiansen et al., 2011) y soja (Le et al., 2011a; Le et al.,
2011b).
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Amplification Plot
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Figura 1. (A) Grafica de PCR en tiempo real de 41 genes de la familia NAC
usados para definir su especificidad. (B) Curva de disociacion de los primers

seleccionados mostrando un pico unico.

5.3.2. Genes de referencia

Para este estudio se consideraron cuatro genes de referencia: actina, actina
I, factor de elongacion-1a y B-tubulina (Cuadro 2). La expresion de los cuatro
genes bajos diferentes condiciones de estrés (sequia y salinidad), en diferentes
puntos de tiempo (0, 3 y 24 horas después de la aplicacion de tratamientos), se
presentan en la Figura 2. Al analizar las curvas de disociacion de los genes de
referencia, se observé en actina | la formacién de productos inespecificos, por lo
gue este gen fue excluido para los siguientes andlisis. Como se observa en la
Figura 2, el factor de elongacién-71a tuvo la mayor expresiéon (menor valor de Cy)
de los genes analizados, lo que concuerda con lo reportado por Caldana et al.
(2007). También, se puede observar que hay un efecto por los tratamientos y el
tiempo de exposicion al estrés. Sin embargo, considerando los resultados
obtenidos durante todo el analisis, actina y el factor de elongacion-71a fueron los
genes de referencia mas estables, ya que presentaron menos fluctuaciones en su
nivel de expresion bajo las diferentes condiciones del experimento. Esto ultimo
difiere de lo reportado por Guénin et al. (2008), quienes reportan que el factor de
elongacion-7a resultd ser uno de los genes menos estables al analizar su

expresion en seis diferentes tipos de muestras tomados de Arabidopsis.
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Actina Actina | Factor de B-tubulina
elongacion-1a

Genes de referencia
Figura 2. Genes de referencia seleccionados para ser usados en esta
investigacion, fueron analizados bajo condiciones de estrés, 3 y 24 h después de
la imposicion de sequia o salinidad. + desviacion estandar de tres réplicas

técnicas.

5.3.3. Expresion de genes NAC en hojas de arroz bajo condiones de sequia y
salinidad
Para determinar el nivel de expresion de los genes previamente

seleccionados, se utiliz6 el método 2°AAC

T de acuerdo a Schmittgen y Livak (2008).
Para esto se usoO actina como gen de referencia con lo que se obtuvo el primer
AC+, y para el segundo ACt se compar6 con el testigo. Los resultados fueron
obtenidos 6 y 24 h después de la aplicacion de 18.5% de PEG, para inducir
sequia, 0 100 mM de NaCl para salinidad.

De un total de 41 genes que pasaron la prueba tamiz mostrando un pico
anico en la curva de disociacion, en el cultivar Cotaxtla y después de 6 h bajo
estrés 9 genes fueron regulados (ya sea reprimido o inducidos) por sequia y 7
genes por salinidad (Figura 3A). En el caso del cultivar Tres Rios, 13 genes
mostraron una expresion diferencial en condiciones de sequia y 22 genes por
salinidad. Después de 24 h de la aplicacion de los tratamientos, el numero de
genes regulados incrementd, a excepcion del cultivar Cotaxtla crecido en
condiciones de salinidad, donde disminuy6 el nimero de genes diferencialmente

expresado (Figura 3B). En general, se puede decir que la activacion en la
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expresion de los genes, en respuesta al estrés osmoético por sequia y salinidad,

incrementa constantemente a medida que el tiempo de exposicidn al estrés

continda.
A. 6h de tratamiento B. 24h de tratamiento
5 45
41 , 41
40 - M Sequia 40 B Sequia
o 35 - M Salinidad w 35 - ® Salinidad
c [}
g 30 g 30 -
) o0 24
© 25 - 22 3 25 -
o o
g 20 T a 20 -
13 €
S 15 S R 15 -
2 2
10 10 -
- 5 -
J : . 0 -
NUmero Cotaxtla Tres Rios Numero Cotaxtla Tres Rios
inicial inicial
Cultivar Cultivar

Figura 3. Numero de genes regulados (inducidos y/o reprimidos) por sequia y
salinidad, con una tasa de cambio de + 2, en hojas de los cultivares de arroz:

Cotaxtla y Tres Rios, 6h (A) y 24h (B) después de la aplicacidon de tratamientos.

Una vez que los datos fueron normalizados, la expresion de los genes fue

definida como inducidos cuando se obtuvo un valor de 2724¢

T 2a2yreprimidos
con valores < a —2. Para sequia, obtuvimos 11 genes inducidos en el cultivar
Cotaxtla, y ninguno fue reprimido. En la cultivar Tres Rios, 17 genes fueron
inducidos por sequia y solo tres fueron reprimidos. Otros seis genes mas fueron
inducidos tanto en Cotaxtla como en Tres Rios (Figura 4).

En cuanto al estudio sobre salinidad se obtuvieron cuatro genes inducidos
en Cotaxtla y 30 genes en Tres Rios. Por otro lado, seis genes fueron reprimidos
por salinidad en Cotaxtla y dos en el cultivar Tres Rios. Hasta aqui, la expresion
de la mayoria de los genes evaluados fue regulada por salinidad, al encontrar el
mayor niumero de genes inducidos con la aplicacién de 100 mM de NaCl. De los
dos cultivares evaluados, Tres Rios tuvo mas genes con expresion diferencial que

Cotaxtla. También, puede notarse que hubo un mayor nimero de genes inducidos
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gue aquellos que fueron reprimidos, lo que indica un incremento en la expresion

de los genes debido a los tratamientos.

Genes inducidos por sequia Genes inducidos por salinidad

Tres Rios Cotaxtla Tres Rios
(17) (4) (30)

Genes reprimidos por sequia  Genes reprimidos por salinidad

Cotaxtla Cotaxtla
(0) (6)

Figura 4. Diagrama de Venn que muestra un resumen de los genes NAC

inducidos y/o reprimidos por sequia y salinidad en hojas de dos cultivares de
arroz. La expresion de los genes fue definida como inducidos (parte superior) o
reprimidos (parte inferior) con una tasa de cambio igual o mayor a un valor

absoluto de 2, después de 6 y 24 h de la aplicacion de tratamientos.

5.3.4. Patrén de expresiéon de genes NAC regulados por salinidad

Con la finalidad de identificar genes candidatos en repuesta al estrés por
salinidad se realiz6 un perfil de expresion de 41 genes que codifican factores de
transcripcion de la familia NAC. Para esto se uso la técnica de RT-PCR en tiempo
real y el método de 222 para el anélisis de datos. Se usaron plantas con 20 dias
de crecimiento en condiciones hidropdnicas y sometidas a estrés salino (100 mM
de NaCl) durante 6 y 24 h.

El nivel de expresion relativa de cada uno de los genes se determino
normalizando los datos con actina como gen de referencia y con el testigo, ambos
casos para cada punto de tiempo (6 o 24 h). De los 41 genes evaluados, 32 de

ellos tuvieron una expresiéon diferencial, ya sea reprimidos o inducidos, en algun
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punto de tiempo del muestreo o en alguno de los dos cultivares evaluados. El perfil
de expresidon de cada uno de estos genes diferencialmente expresados se
presenta en la Figura 5.

En el caso del cultivar Cotaxtla, cuatro genes (0s02g56600, Os07g04560,
0s02g34970 y 0s01g59640) fueron inducidos por salinidad con una tasa de
cambio mayor o igual 2 por al efecto del tratamiento, comparado con el testigo.
Bajo las mismas condiciones, en el cultivar Tres Rios se encontraron 30 genes
inducidos (Figura 5). Por otro lado, s6lo dos genes (0s03g60080 y Os01g59640)
en Tres Rios y seis genes (0s03g02800, 0Os08g33910, 0Os07g04560,
0s01g59640, 0s03g42630 y OsNACB6) en Cotaxtla mostraron una reducciéon en su
expresion debido al estrés salino.

De acuerdo a su perfil de expresion (Figura 5), la mayoria de los genes
inducidos presentaron dos tendencias: la primera corresponde a una tasa de
cambio menor de 2 en 6 h, para después incrementar el nivel de expresion a un
valor mayor de 2 para las 24 h. La segunda, inicia con una expresion relativa
mayor de 2 a las 6 h, para después ser reducida a las 24 h. Otros genes de interés
son aquellos que fueron reprimidos en el cultivar Cotaxtla e inducidos en Tres
Rios, que de acuerdo a los resultados del Capitulo IV resulté sensible a salinidad
comparado con Cotaxtla. Estos genes son: 0s03g02800, 0Os08g33910,
Os01g66490, 0s01g15640, 0Os07g04560, 0s09g33490, 0s10g21560,
0s03g42630, 0s02g36880 y OsNAC6. Dichos genes resultan de gran
importancia, ya que en varios estudios para identificar genes con potencial para
incrementar la tolerancia al estrés abibtico, principalmente en plantas
transgénicas, los genes de interés tienden a estar reprimidos en un genotipo y
sobreexpresados en otro, por ejemplo los genes OsNAC5 (Song et al., 2011),
OsNAC10 (Jeong et al., 2010) y ONACO045 (Zheng et al., 2009), entre otros.

Por otro lado, también se encontraron genes que fueron inducidos
solamente en el cultivar Cotaxtla: Os03g56580, 0Os03g03540, 0Os03g21060,
0Os099g32040, 0s06g51070, 0Os04g35660, 0s11g04960, 0s10g21560,
0s08g10080, Os11g08210 y 0Os05g34830, en tanto que solo un gen fue inducido
anicamente en Cotaxtla (0s02934970).
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Figura 5. Perfil de expresion de genes NAC en hojas de dos cultivares de arroz

(Cotaxtla y Tres Rios), bajo condiciones de salinidad durante 6 y 24 h. La

expresion relativa de los genes fue determinada como la tasa de cambio con el

método

Z-AAC

(sin estrés).
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5.3.5. Patrén de expresion de genes NAC regulados por sequia

De acuerdo a los criterios definidos para el andlisis de la expresion relativa
de los genes de interés, de un total de 41 genes, 24 de ellos (58.5%) mostraron
ser expresados diferencialmente, ya sea 6 o 24 h después de la aplicacion de
18.5% de PEG, para inducir sequia; tanto en el cultivar Cotaxtla como Tres Rios.
El nivel de expresion relativa de cada uno de estos genes regulados por sequia se
presenta en la Figura 6.

Independientemente del tiempo de muestreo (6 h o 24 h), once genes
fueron inducidos por sequia, con una tasa de cambio = a 2, en el cultivar Cotaxtla
y ningun gen fue reprimido (tasa de cambio < a —2). En la cultivar Tres Rios, 17
genes fueron inducidos y 3 reprimidos (0s10g42130, 0Os079g04560 vy
0s01g59640). Otros seis genes fueron inducidos en ambos cultivares:
0s08g33910, Sin anotacion_1, 0s02g34970, Os11g08210, 1 0s05g34830 y
2 0s05g34830 (Figura 6).

De manera similar que bajo condiciones de salinidad, el patron de expresion
de los genes regulados por sequia consiste en un incremento paulatino en el nivel
de expresion de 6 a 26 h. Otros genes presentan una tasa de cambio = de 2 a las
6 h y posteriormente una reduccion en su nivel de expresion a las 24 h de haber
aplicado los tratamientos (< 2). Por el contrario, tres genes (0s10g42130,
0s07g04560 y 0Os01g59640) fueron reprimidos a las 6 h, y sélo el dltimo gen
mostro ser inducido a las 24 h, es decir; que los dos primeros genes no fueron
expresados diferencialmente.

Se identificaron tres genes (0Os03g60080, Os07g04560 y Os01g59640) con
mayor potencial para estar involucrados en las respuestas al estrés por sequia, ya
qgue fueron inducidos en el cultivar Cotaxtla (catalogada con mayor tolerancia que
el otro cultivar evaluado) y, al mismo tiempo, reprimidos en Tres Rios, que resulté

mas sensible a sequia en los estudios fisiologicos.
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Figura 6. Nivel de expresion de genes NAC en hojas de dos cultivares de arroz

(Cotaxtla y Tres Rios), bajo condiciones de sequia durante 6 y 24h. La expresion

relativa de los genes fue determinada como la tasa de cambio con el método 2

AN

5.3.6. Genes NAC con expresion diferencial en Cotaxtlay Tres Rios

C., normalizada con actina como gene de referencia y con el testigo (sin estrés).

Los factores de transcripcion NAC regulan varios procesos fisioldgicos,

incluyendo aquellos que responden a condiciones de estrés hidrico y estrés
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osmoético, como la sequia y salinidad (Olsen et al., 2005; Tran et al., 2010). Con la
finalidad de identificar el perfil de expresion de 41 genes NAC en hojas de arroz,
plantulas de arroz de 20 dias fueron sometidas a sequia y salinidad durante 6 y 24
h. Estos estudios de expresion se realizaron con la técnica de RT-PCR en tiempo
real.

De los resultados de la expresion relativa encontramos que, en el cultivar
Cotaxtla, un total de 18 genes fueron regulados por los tratamientos aplicados, de
los cuales 10 genes fueron diferencialmente expresados por sequia (Sin
anotaciéon_1, Sin anotacién_2, 0s10g42130, 0s06g51070, 0s11g04960,
0s129g07790, 0s12g29330, 0Os11g08210, 1 0Os05g34830 y 1 0s05g34830), 3
genes (0Os03g02800, 0Os03g42630 y OsNAC6) por salinidad y 5 genes
(Os02g56600, 0Os08g33910, 0Os07g04560, 0s02g34970 y 0s01g59640) por
ambos estreses. En la cultivar Tres Rios, un gen (0s02g34970) fue regulado por
sequia, nueve genes (0s03g03540, 0s01g66490, Os09g32040, Os09g33490,
0s04935660, 0s10g21560, Os12g07790, Os02g36880 y 0s02g36880) y 21 mas
tanto por sequia como por salinidad (Figura 7). Estos resultados indican que la
cultivar Tres Rios tuvo un mayor numero de genes que se superponen, es decir,
que estan regulados por sequia y salinidad. De los genes que fueron inducidos por
los dos tipos de estrés, cuatro de ellos (0s02g56600, 0s089g33910, Os07g04560 y

0s01g59640) estan regulados en ambos cultivares evaluados.

Cotaxtla (18) Tres Rios (31)

|\ Salinidad
(3)

Figura 7. Diagrama de Venn indicando el numero de genes regulados (inducidos

Salinidad

©)

y/o reprimidos) especificamente por sequia o salinidad, asi como por ambos

estreses durante 6 y 24 h en hojas de arroz de los cultivares Cotaxtla y Tres Rios.
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Resu

ltados

Los genes regulados por sequia y salinidad, en Cotaxtla, corresponden a

proteinas putativas o similares a las proteinas NAM (No apical meristem),

proteinas hipotéticas, y genes de las proteinas conocidas como OsNAC4, NAC2,
OsNAC1, OsNAC5 y OsNAC6 (Cuadro 3). Estos genes fueron diferencialmente

expresados ya sea por sequia y/o salinidad, a las 6 o 24 h de la aplicacion de

tratamientos.

Cuadro 3. Genes NAC regulados por sequia y salinidad, 6 y 24h después del

inicio del estrés, en hojas de arroz del cultivar Cotaxtla.

- S 6h 24h
Identificador Nomenclatura® Descripcion
Sequia  salinidad sequia Salinidad
0s02g56600 ONACO032 No apical meristem (NAM) protein, Inducido  inducido
putative
0s03g02800 ONACO054 No apical meristem (NAM) protein, Reprimido
putative
0s08g33910 ONACO063 Similar to NAM (no apical meristem)- reprimido inducido
like protein
Sin anotacion_1 No apical meristem (NAM) protein, inducido
putative
0s10g42130 ONAC121 putative NAM (no apical meristem) inducido
protein
0Os07g04560 ONACO096 hypothetical protein inducido  reprimido inducido Inducido
0s06g51070 ONACO095 NAM (no apical meristem)-like inducido
protein [imported] - Arabidopsis
0s02g34970 ONACO028 hypothetical protein inducido inducido inducido Inducido
0s01g59640 ONACO035 No apical meristem (NAM) protein, inducido inducido Reprimido
putative
0511904960 ONAC125 Putative OsNAC4 protein inducido
Sin anotacion_2 No apical meristem (NAM) protein, inducido
putative
0s12g07790 ONAC135 hypothetical protein inducido
0s12929330 ONAC139 Similar to NAC domain protein NAC2 inducido
0s03g42630 ONACO006 putative OsNAC1 protein reprimido
0s11g08210 OsNACS5/ - . inducido inducido
ONACO09 OsNACS protein [imported)] - rice
(1)_050593483 1 ONACO088 OsNACS protein [imported] - rice inducido inducido
(2)_050593483 2 _ONACO088 OsNACS protein [imported] — rice inducido
OsNACG6 reprimido

El Locus Identificador fue adoptado de la base de datos TIGR. * Casi todos los genes

fueron obtenidos de Caldana et al. (2007), a excepcion de OsNAC6 de Nakashima et al.
(2007). 8 Tomado de Fang et al. (2008)
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Para el caso del cultivar Tres Rios, un gran niumero de genes que fueron
regulados por sequia o salinidad pertenecen a proteinas putativas NAM, otras a
proteinas hipotéticas, proteinas NAC similares a los dominios NACly NAC2,
algunas mas son las llamadas OsNAC1, OsNAC4, OsNAC6, dos genes que
codifican proteinas OsSNAC2 y cuatro genes para OsNACS5. Por otro lado, genes
como 0s08g33910, 0s11g08210 (OsNAC5), 2 0s05g34830 (OsNAC5) vy
OsNACS6 fueron inducidos por sequia y salinidad a las 6 y 24h del muestreo. El
gen 0s01g59640 fue reprimido por ambos estreses a las 6 h, para luego ser
inducidos a las 24 h.

El gen OsNACS5 ya ha sido caracterizado como inducido por salinidad en las
hojas bandera y paniculas de plantas de arroz cultivar IR75862, cuya regulacion
es dependiente de ABA (Sperotto et al., 2009). También ha sido reportado que
OsNACS esta involucrado en las respuestas y adaptacion de plantas de arroz a la
sequia, salinidad y frio (Takasaki et al., 2010). Por su parte, Song et al. (2011)
encontraron que la represion de este gen en arroz reduce la tolerancia a la sequia,
salinidad y frio; mientras, que la sobreexpresion en Arabidopsis y arroz incrementa
la tolerancia a estos estreses.

Otro gen NAC, OsNAC6/SNAC2 fue inducido por estrés abidtico y
tratamiento con acido jasmonico, y la sobreexpresion de este gen resultd en un
incremento en la tolerancia del arroz a la sequia, salinidad y frio (Ohnishi et al.,
2005), asi como al estrés bidtico (Nakashima et al., 2007). Ademas, estimula una
mejor germinacion y tasa de crecimiento, bajo condiciones de alta salinidad,;
incremento la tolerancia a tratamientos con PEG y mayor sensibilidad al ABA (Hu
et al., 2008).

Ademas, se ha encontrado que el gen OsNAC2/ONAC004 puede controlar
el nimero de macollos en arroz. La sobreexpresion de OsNAC2 promueve el
amacollamiento, lo que mejora la estructura de la planta para una mejor eficiencia
en el uso de la luz y un mayor potencial para la produccion de biomasa (Mao et al.,
2007).
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Cuadro 4. Genes NAC regulados por sequia y salinidad, 6 y 24 h bajo estrés, en

hojas de arroz del cultivar Tres Rios.

Identificador  Nomenclatura® Descripcion* 24h
Sequia  salinidad sequia  Salinidad
0s03g56580 ONACO066 putative NAC domain protein Inducido  inducido Inducido
0s02g56600 ONAC032 No apical meristem (NAM) protein, inducido  Inducido
putative
0s03g03540 ONACO056 No apical meristem (NAM) protein, Inducido
putative
0s03g02800 ONACO054 No apical meristem (NAM) protein, inducido  Inducido
putative
0s03g21060 ONACO058 No apical meristem (NAM) protein, inducido inducido  Inducido
putative
0s08g33910 ONACO063 Similar to NAM (no apical Inducido  inducido inducido  Inducido
meristem)-like protein
Sin anotacion_1 No apical meristem (NAM) protein, inducido  Inducido
putative
0Os03g60080 SNAC1/ putative NAC-domain protein inducido  inducido  reprimido
ONACO002
0s10g42130 ONAC121 putative NAM (no apical meristem)  reprimido Inducido
protein
0s01g66490 ONACO075 No apical meristem (NAM) protein, inducido
putative
0Os01g15640 OsNACS8/ No apical meristem (NAM) protein,  inducido inducido
ONACO074 putative
0s07g04560 ONACO096 hypothetical protein reprimido  inducido
0s09g32040 ONACO042 Similar to nam-like protein 7 inducido Inducido
0s06g51070 ONACO095 NAM (no apical meristem)-like inducido inducido Inducido
protein [imported] — Arabidopsis
0s09g33490 ONACO001 Similar to NAC domain protein inducido
NAC2
0s02g34970 ONACO028 hypothetical protein inducido
0s04g35660 ONACO079 No apical meristem (NAM) protein, inducido inducido
putative
0s01g59640 ONACO035 No apical meristem (NAM) protein,  reprimido reprimido inducido  inducido
putative
0s11g04960 ONAC125 Putative OsNAC4 protein inducido inducido  inducido
0s10g21560 ONACO061 putative transcription factor inducido inducido
0s12g07790 ONAC135 hypothetical protein inducido
0s08g10080 ONAC104 Similar to NAC domain protein inducido  inducido
NAC1
0s12g29330 ONAC139 Similar to NAC domain protein inducido  inducido inducido
NAC2
0s02g36880 OsNAC1/ OsNACL1 protein inducido inducido
ONACO027
0Os049g38720 OsNAC2/ OsNAC?2 protein inducido  inducido
ONACO004
0s11g08210 OsNACS5/ OsNACS protein [imported] - rice inducido inducido inducido  inducido
ONACO009
1 0Os05g3483 1_ONACO088 OsNACS protein [imported] - rice inducido inducido  inducido
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6h 24h
Identificador Nomenclatura§

Descripcion*
Sequia  salinidad sequia  Salinidad

0
2_0s05g3483 2_ONACO088 OsNACS protein [imported] - rice inducido inducido inducido  inducido
0

OsNAC5? inducido  Inducido

OsNACE6” inducido  Inducido  inducido  inducido

El Locus Identificador fue adoptado de la base de datos TIGR. * Casi todos los genes
fueron obtenidos de Caldana et al. (2007), a excepcion de OsNAC5?, el cual fue obtenido
de Sperotto et al. (2009) y OsNAC6" de Nakashima et al. (2007). ® Tomado de Fang et al.
(2008).

5.3.7. Efecto del estrés osmético en el crecimiento de plantas de arroz

El crecimiento de plantas de arroz fue evaluado seis dias después de la
aplicacion del estrés osmoético provocado por sequia (18.5% PEG) y salinidad (100
mM NacCl). Para esto, se determind la altura de vastago y raiz (Figura 8) en
plantas de arroz de los cultivares Cotaxtla y Tres Rios de 20 dias de crecimiento
en condiciones hidroponicas. Para la altura de vastago, no se obtuvieron
diferencias significativas en el testigo. Sin embargo, bajo condiciones de estrés se
obtuvieron reducciones significativas en ambos cultivares.

En el testigo, la longitud de raiz en el cultivar Tres Rios tuvo las raices mas
grandes que Cotaxtla. Bajo condiciones de estrés y con respecto al testigo,
Cotaxtla no presentd reducciones significativas, contrario a lo obtenido en Tres
Rios donde la longitud de raiz fue afectada negativamente tanto por sequia como
por salinidad.

La reduccion en el crecimiento, bajo condiciones de salinidad se debe
principalmente a la toxicidad citosdlica del Na* que compite con el K* por los
principales sitios de unidn en procesos metabdlicos clave que incluyen reacciones
enzimaticas, sintesis de proteinas y funciones de los ribosomas (Shabala y Cuin,
2008). En lo que se refiere a la sequia, los principales dafios que afectan el
crecimiento son el estrés osmatico, que conduce a la deshidratacion celular, y
déficit hidrico con una disminucion del potencial hidrico en los tejidos vegetales
(Hadiarto y Tran, 2011).
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Figura 8. Altura de vastago y longitud de raiz de plantulas de arroz cultivares
Cotaxtla y Tres Rios crecidas bajo condiciones de sequia y salinidad durante 6
dias. Medias con letras distintas en cada subfigura, son estadisticamente
diferentes (Tukey, 0.05). Barras sobre las columnas indican desviacion estandar.

5.3.8. Contenido de acido abscisico y clorofila

La sintesis de ABA es una de las respuestas mas rapidas de las plantas al
estrés abiodtico, ya que esta involucrada en procesos de desarrollo y regulacion de
respuestas adaptativas a sequia y alta salinidad (Hadiarto y Tran, 2011).
Asimismo, se ha encontrado que bajo estrés por sequia, se incrementa el nivel
endoégeno de ABA (Du et al., 2010). Esto concuerda los datos obtenidos en esta
investigacion, ya que, bajo condiciones de sequia, encontramos un incremento
significativo en el contenido de ABA en ambos cultivares evaluados (Figura 9). Sin
embargo, bajo condiciones de salinidad, sélo Tres Rios tuvo un aumento en la
sintesis de ABA, comparado con el testigo.

Ademas, la expresion de varios genes regulados por sequia y salinidad son
controlados por ABA a nivel transcripcional, es decir que la expresion de estos
genes es dependiente de ABA. En este sentido, el mayor contenido de ABA fue
obtenido en el cultivar Tres Rios bajo condiciones de salinidad (Figura 9), lo que
resulta interesante ya que este cultivar tuvo el mayor nimero de genes (30)
inducidos bajo las mismas condiciones (Figura 4). Estos hallazgos indican que

algunos o varios genes pueden tener una expresion dependiente de ABA, lo cual
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se podria averiguar analizando los promotores de esos genes e identificando los
elementos que actlan en cis, lo que nos daria un mejor entendimiento del papel

del ABA en la regulacion de los genes.
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Figura 9. Contenido de ABA y clorofila en hojas de arroz cultivares Cotaxtla yTres
Rios, bajo condiciones de estrés por sequia y salinidad durante 48 h. ps = peso
seco. Medias con letras distintas en cada subfigura, son estadisticamente

diferentes (Tukey, 0.05). Barras sobre las columnas indican desviacion estandar.

Por otro lado, se sabe que la senescencia es un proceso que ocurre de una
manera dependiente de la edad; sin embargo, el inicio y el progreso de este
proceso puede estar influenciado por una cultivar de hormonas y condiciones de
estrés (Sperotto et al., 2009), entre las cuales destacan la sequia y salinidad.
Ademas, la senescencia se caracteriza por la degradacion de clorofila y
desintegraciéon de cloroplastos (Balazadez et al., 2008). En este sentido, se
determind el contenido de clorofila total (Figura 9), encontrando que el cultivar
Cotaxtla tuvo un incremento significativo bajo la exposicion de sequia por 48 h,
mientras que en condiciones de salinidad se obtuvo una reduccion
estadisticamente significativa. Contrario a esto, Tres Rios no present6 cambios en

el contenido de clorofila, bajo condiciones de estrés. Paradojicamente, se ha
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reportado al ABA como un inductor de la senescencia (Criado et al., 2007);
mientras que en los resultados de esta investigacion no se encontré dicha
relacion, ya que Tres Rios tuvo el mayor contenido de ABA y no presenté cambios
en el contenido de Clorofila. Esto tampoco se obervo en la cultivar Cotaxtla, donde
no hubo cambios en el contenido de ABA, pero si reduccion en el contenido de
clorofila, con respecto al testigo, lo cual indica que en Cotaxtla, el proceso de
degradacion de clorofila es una consecuencia comun del estrés por salinidad, pero
independiente de ABA. Ademas, podria indicar que algunos factores de
transcripcion de la familia NAC pueden ser genes asociados a la senescencia,

pero cuya expresion sea independiente de ABA.

5.4. CONCLUSIONES

En esta investigacion se presenta el analisis del perfil de expresion de 41
genes de factores de transcripcion de la familia NAC, bajo condiciones de sequia y
salinidad en hojas de arroz de dos cultivares mexicanos (Cotaxtla y Tres Rios). Se
identificaron 10 genes potenciales (0s03g02800, 0s08g33910, 0s01g66490,
Os01g15640, 0Os07g04560, 0s09g33490, 0s10g21560, 0s03g42630,
0s02g36880 y OsNACSG) para ser involucrados en las respuestas a salinidad y tres
genes (Os03g60080, Os07g04560 y Os01g59640) para sequia, ya que tuvieron un
patrén de expresion contrastante en los dos cultivares evaluados.

Bajo condiciones de salinidad, Cotaxtla presenta degradacion de clorofila y
un menor contenido de ABA, lo cual significa que es un proceso independiente de
ABA. Mientras que en Tres Rios, se obtuvo un mayor contenido de ABA, pero sin
cambios en la clorofila, confirmando lo obtenido en Cotaxtla, senescencia inducida
por salinidad independiente de ABA.

Los hallazgos aqui reportados proveen informacion atil sobre genes NAC en
arroz, asociados con la respuesta al estrés osmotico, que pueden ser utilizados
para la generacion de plantas con mayor tolerancia al estrés por sequia y
salinidad, lo que representa una estrategia biotecnolégoca para enfrentar los
efectos del cambio climético que estan afectando severamente a la agricultura en

México.
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CAPITULO VI.

CARACTERIZACION FUNCIONAL Y FENOTIPICA DEL FACTOR DE CHOQUE
TERMICO (0s02g13800) EN ARROZ BAJO ESTRES SALINO

Soledad Garcia-Morales, Camila Caldana, Libia I. Trejo-Téllez, Fernando C.

Gomez-Merino, E. Braulio Herrera-Cabrera y David Espinosa-Victoria

RESUMEN

La salinidad induce respuestas fisiolégicas y moleculares en plantas, que
incluyen cambios fisiolégicos, bioquimicos, metabdlicos y de expresidn genética;
ésta Ultima, regulada por factores de transcripcion. Con el uso del arroz como
modelo, en esta investigacion se analizo la expresion del gen Os02g13800, con la
técnica de RT-PCR en tiempo real, en la raiz del mutante hsfl-1 (heat shock
transcription factor 1) y cultivar Nipponbare tipo silvestre de arroz. También, se
evaluo el efecto de NaCl en el crecimiento de plantulas y morfologia de raiz de
ambos genotipos. La mutacién fue hecha en plantas del cultivar Nipponbare
(Oryza sativa ssp. japonica) con una insercion de T-DNA aproximadamente 30 pb
corriente arriba del codén de terminacion de la traduccion del gen factor de choque
térmico 0s02g13800 (heat shock factor 1-1, hsfl-1). Las semillas fueron
esterilizadas y sembradas en medio MS con cada uno de los tratamientos (0, 50 y
100 mM NacCl). Las plantulas crecieron en ambiente controlado (16 h luz, 140 pmol
m? st 24 °C y 70% HR). Cinco dias después de la germinacién se realizaron
cortes transversales de la radicula y siete dias después se determiné la longitud
de vastago y raiz, peso fresco y seco. Se confirmdé una reduccion del 98% en la
expresion de 0s02g13800 en raices del mutante hsfl-1 comparado con el tipo
silvestre; ademas, mediante RT-PCR en tiempo real se confirmaron siete genes
como putativos blanco de 0s02g13800, de los 12 genes blanco identificados por
microarreglos. Por otro lado, en los genotipos mutante hsfl-1 y Nipponbare tipo
silvestre, el crecimiento de vastago y raiz fue reducido al incrementar la
concentracion de NaCl; la misma respuesta se obtuvo en el peso fresco y seco.

Las diferencias fueron encontradas en el desarrollo de aerénquima en la raiz. El
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mutante hsfl-1 presentd mayor porcentaje de aerénquima que el tipo silvestre
Nipponbare. Esto puede indicar que hsfl-1 es mas tolerante a salinidad, ya que el

aeréngquima aumenta la exclusion de Na, evitando su transporte al vastago.

Palabras clave: Oryza sativa, factor de transcripcion, insercion T-DNA, salinidad,

aeréngquima

6.1. INTRODUCCION

La salinidad es uno de los principales factores que limitan la productividad
de los cultivos. Aproximadamente 20% de la tierra cultivable en el mundo y cerca
de la mitad de las areas bajo irrigacion estan afectadas por salinidad (Zhu, 2001).
Durante la respuesta y adaptacion de las plantas a diversos estreses, muchos
genes son inducidos, asi como la acumulacion de una gran cultivar de proteinas
funcionales relacionadas con la resistencia al estrés (Seki et al., 2002; Shinozaki
et al., 2003). Como un estimulador de la expresion génica, los factores de
transcripcion (FT) juegan un papel importante en la regulacion de muchos
aspectos de la biologia de las plantas, lo que incluye crecimiento, desarrollo y
respuesta al estrés biético y abidtico (Gao et al., 2006).

La expresion de los genes relacionados con el estrés abibtico es
ampliamente regulada por factores de transcripcion especificos. Los factores de
transcripcion son proteinas que intensifican o reprimen la expresion de los genes a
través de su union a secuencias especificas del acido desoxirribonucleico en los
promotores de sus genes blanco (Riechmann et al., 2000). Los genes que
codifican FT representan una fraccion considerable del genoma de todos los
organismos eucariontes, incluyendo plantas superiores. Analisis del genoma del
arroz indican que aproximadamente 2.6% de los genes identificados codifican
factores de transcripcion (Yu et al., 2002).

Factores de transcripcion, miembros de las familias APETALA2 (AP2),
bZIP, zinc finger, MYB, NAC y HSF han mostrado tener funciones en respuesta al
estrés (Kikuchi et al., 2003). La familia de factores de transcripcion de choque

térmico, HSF (Heat Shock Factors, factor de choque térmico), estd compuesta de
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modulos funcionales que indican el complejo de regulacion de esta familia de
factores de transcripcion, a niveles intra- e intermoleculares. La expresion de los
genes de choque térmico es crucial para la supervivencia de las células expuestas
a estimulos extracelulares, pero también durante la fisiologia celular normal
(Pirkkala et al., 2001).

En todos los organismos, la respuesta al choque térmico esté regulada a
nivel transcripcional por los HSF, los cuales son activados por estrés que
conducen a una union especifica con los elementos de choque térmico (Heat
Shock Element, HSE) en el promotor y posteriormente la transcripcion de estos
genes. Todos los HSF contienen un dominio de unién al DNA, un dominio
oligomerizado, una secuencia de localizacién nuclear y en muchos casos una
secuencia de exportacion nuclear (Nover et al., 2001). EI dominio de union al DNA,
en HSF de plantas, esta codificado en dos partes separadas por un intron, el cual
esta insertado inmediatamente corriente arriba de la parte que codifica para el
motivo de unién al DNA H2-T-H3 (hélice-giro-hélice), este motivo permite el
reconocimiento especifico y la unién con el HSE palindromico, 5’ AGAANnTTCT-3"
en el promotor de los genes blanco (Schulthsiss et al., 1996). La posicion del
intrén es idéntica en todos los HSF, pero el tamafio es altamente variable entre
diferentes genes Hsf en plantas (Nover et al., 2001).

La mayoria de los HSF, conocidos en plantas, pueden ser clasificados
como grupo A o B y subgrupos, como se ha hecho en Lycopersicon esculentum,
Oryza sativa, Zea mays, Pisum sativum, Nicotiana tabacum, Medicago sativa y
Glycine max. Los HSF de la clase C muestran variacion en la secuencia del
dominio de unién al DNA. (Nover et al., 2001).

En arroz se han reportado 68 miembros de la familia HSF (Pérez-Rodriguez
et al., 2010). Los HSF son activadores transcripcionales de las proteinas de
choque térmico, y a su vez éstas estan involucradas en respuestas a varios
estreses abioticos como calor, sequia, salinidad y frio (Hu et al., 2009).

Por otro lado, la transferencia de DNA (T-DNA) es el segmento de DNA del
plasmido inductor de tumor que esta presente en la bacteria patogénica

Agrobacterium tumefaciens gque es transferido a las células vegetales e insertado
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dentro del DNA de la planta como parte de un proceso de infeccion. Esta
propiedad ha sido explotada por insercion al azar del T-DNA dentro del genoma de
la planta. Dependiendo donde se insert6 el T-DNA en el gen y otros factores como
la redundancia de los genes, la accion del gen es usualmente interrumpida, lo que
se conoce como genes knock-out. Ya que se conoce la secuencia del DNA
fordneo (T-DNA), con el uso de primers especificos, una adecuada PCR vy la
secuenciacion de los productos amplificados se puede identificar la localizacion
gendmica de donde se insert6 el T-DNA (Chopra, 2005; Shikazono et al., 2005).
Por lo que, la generacion de mutantes con insercion T-DNA juega un papel
importante en la gendmica funcional (Li et al., 2006), ya que de esta manera se
puede identificar su funcion.

Por otro lado, el arroz es uno los cultivos mas importantes en el mundo y
una especie modelo monocotiledénea para muchas investigaciones moleculares.
En general, el arroz muestras variabilidad en el nivel de sensibilidad al estrés
salino en los estados de desarrollo de su ciclo de vida. Es considerado
relativamente tolerante durante la germinacién; mientras que durante el
crecimiento, las etapas de plantula joven y etapa temprana de reproduccién son
consideradas mas sensibles a la salinidad (Singh et al., 2008). Bajo condiciones
de salinidad, el arroz ha desarrollado diferentes estrategias y mecanismos para
resistirla, tales adaptaciones pueden ser anatémicas y fisiolégicas.

Para investigar la funcién del factor de choque térmico Os02g13800, se
utilizé un mutante (hsfl-1) que lleva una insercion T-DNA en el segundo exén de
este gen, la respuesta de las plantas fue analizada bajo condiciones de salinidad.
Por lo que, el objetivo de este trabajo fue analizar la expresién del gen
0s02g13800, con la técnica de RT-PCR en tiempo real, en la raiz del mutante
hsfl-1 (heat shock transcription factor 1) y cultivar Nipponbare tipo silvestre de
arroz. Ademas de evaluar el efecto de NaCl en el crecimiento de plantulas y

morfologia de raiz de ambos genotipos.
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6.2. MATERIALES Y METODOS
6.2.1. Material vegetal

Se utilizaron dos genotipos de arroz, el tipo silvestre Nipponbare (Oryza
sativa L. subsp. japonica) y el mutante hsfl-1 (heat shock transcription factor 1).
La mutacion fue realizada en plantas del cultivar Nipponbare con una insercion de
T-DNA en el segundo exdn, aproximadamente 30 pb corriente arriba del codén de
terminacion de la traduccion del gen factor de choque térmico 0s029g13800 (heat

shock factor), tal como se puede observar en la Figura 1.
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Figura 1. Estructura del gen factor de choque térmico Os02g13800 (heat shock
factor).

Estructura predicha del gen factor de choque térmico Os02g13800, obtenida de la
plataforma del Instituto de Investigaciones Gendmicas (The Institute of Genomic Research
or TIGR: http://rice.tigr.org) v5. Los rectangulos verdes representan los exones, la linea
delgada entre los dos rectangulos indica un intrén, los rectangulos anaranjados
representan las regiones no traducidas (UTR). Los codones de inicio y final de la
traduccién estan indicados con triangulos rojos. La flecha negra del lado derecho indica la
orientacion de la secuencia en el cromosoma. La posicion de la insercion de T-DNA en el
gen 0s02g13800 se muestra arriba, cerca del codén de final en el segundo exén. En la
izquierda de la figura, corriente arriba del sitio predicho como inicio de la traduccion
(ATG), se indica los elementos que acttan en cis en el promotor del gen.

6.2.2. Condiciones de crecimiento, aplicacion de tratamientos y variables

evaluadas

Para el andlisis de expresion del gen 0s02g13800 se usaron plantas
crecidas en hidroponia. Antes de la germinacion, las semillas de arroz fueron
descascaradas, después fueron tratadas con agua estéril a 60 °C por 15 min,
posteriormente las semillas fueron colocadas en doble capa de pape filtro himedo
para la germinacion. Durante la germinacion las semillas fueron conservadas a
28°C, en oscuridad, durante 4 d y después fueron transferidas a una camara de
crecimiento (12 h luz a 600 HE m?s™, 26 °C; 12 h oscuridad a 22°C y humedad
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relativa del 70%). Cinco dias después de la germinacion, las plantulas fueron
transferidas a hidroponia en recipientes de 10 L de solucion nutritiva (Yang et al.,
1994). Dos semanas después del trasplante, se agregd el tratamiento salino
aplicando 50 o 100 mM de NaCl. Las plantas testigo crecieron en forma paralela.
Las raices fueron colectadas después de 30 min, 3, 6 y 24 h de exposicion al
NaCl, la muestras fueron almacenadas a -80 °C.

Para el andlisis fenotipico se usaron plantulas crecidas en placas con agar.
Las semillas, sin cascara, de los dos genotipos fueron esterilizadas con etanol al
70% por 5 min y desinfectadas con una solucién de hipoclorito de sodio al 3% mas
una gota de Tween 20, durante 30 min, para después ser lavadas con agua estéril
cinco veces y secadas en papel filtro. Las embriones secos fueron colocados en
placas cuadradas con medio MS, suplementado con 3% (p/v) de sacarosa y
solidificado con 0.8% de agar. Para la germinacion, las placas fueron sometidas a
oscuridad durante dos dias a 28 °C. Dos dias después de la siembra, las plantulas
fueron trasplantadas a cajas cuadradas de petri con medio MS y 0, 50 y 100 mM
de NaCl (concentracion final). Después, fueron transferidas a un cuarto de cultivo
de tejidos bajo condiciones controladas (16 h luz a 140 umol m?s™, 22 °C, 8 h de
oscuridad y humedad relativa del 70%). Siete dias después de la siembra y cinco
dias bajo estrés salino, se determiné la longitud de vastago y raiz, y peso de la
materia fresca. Las muestras fueron secadas a 72 °C por 48 h, para

posteriormente determinar el peso seco.

6.2.3. Extraccién de RNA y digestion de DNA

Las raices de tres réplicas biolégicas fueron agrupadas para la extraccion
de RNA total, que se llevo a cabo usando el kit de extraccibn RNeasy Plant Mini kit
(Qiagen) de acuerdo las instrucciones del fabricante. La cantidad y calidad de
RNA fue determinada por mediciones fotométricas a 230, 260 y 280 nm
(NanoDrop ND-100 UV-Vis spectrophotometer, NanoDrop Technologies); la
integridad del RNA fue supervisada en gel de agarosa al 1% (p/v).

La digestién del DNA se llevo a cabo en 15 puL de RNA total (2 pug) con 1 uL
de DNAse (Ambion) y 2 uL de buffer DNAse 10X (Ambion); la reaccion se realizo
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durante 30 min a 37 °C, posteriormente se agregaron 1.8 puL de buffer de
inactivacion y se mantuvo a temperatura ambiente por 2 min, después se
centrifugd a 14 000 rpm por 1.5 min. La contaminacion con DNA fue probada, por
PCR en tiempo real, usando la secuencia del intron: gen 0s01g01840 (forward 5’-
TAGAGAGTTCGATCTTGCGCG-3’ and reverse 5-
CGGCCCATTCAATGAAGTCTT-3").

6.2.4. Sintesis de cDNA

El cDNA fue sintetizado de 2 ug de RNA total (después de la digestion de
DNA) usando la transcriptasa reversa Superscript TMIII (Invitrogen). La calidad del
cDNA fue evaluado por RT-PCR en tiempo real usando primers de genes de
referencia (genes de mantenimiento o housekeeping), B-tubulina (forward 5°-
GGAGTCACATGCTGCCTAAGGTT-3" y reverse 5-
TCACTGCCAGCTTACGGAGG-3") y factor de elongacion-la (forward 5°-
GTCATTGGCCACGTCGACTC-3  y reverse 5-TGTTCATCTCAGCGGCTTCC-3").

6.2.5. Condiciones parala RT-PCR en tiempo real

La RT-PCR en tiempo real o cuantitativa se realizé con el sistema de
deteccion de secuencias ABI Prism 79000HT (Applied Biosystems) en un volumen
total de reacciéon de 5 pL (0.5 puL de cDNA, 2.0 uL de mezcla de primers 0.5 uM
cada uno y 2.5 uL de mezcla de reaccion SYBR Green de Applied Biosystem). La
reaccion de RT-PCR en tiempo real se realiz6 siguiendo el perfil térmico
recomendado por el fabricante: 50 °C por 2 min, 95 °C por 10 min, 40 ciclos de 95
°C por 15 sy 60 °C por 1 min. Después de los 40 ciclos, la especificidad de las
amplificaciones fue probada por calentamiento de 60 a 95 °C con una rampa de
velocidad de 1.9 °C min™, lo que resulté en la curva de fusion.

El analisis de datos se realiz6 usando el programa SDS 2.2.1 (Applied
Biosystems). La expresion de los factores de transcripcion fue normalizada,
restando el valor de Ct de los FT menos el Ct de los genes de referencia (ACt =

C del gen de interés — CT gen de referencia). Ct (threshold cycle) es el nimero de ciclos en el
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cual la fluorescencia del SYBR Green (ARn), en la PCR, alcanza un valor arbitrario

durante la fase exponencial de la amplificacion del DNA (Czechwski et al., 2004).

6.2.6. Analisis microscoépico

Para los estudios microscopicos, se utilizo la radicula de plantulas de siete
dias de edad (dias después de la germinacion) de los dos genotipos de arroz. Las
plantulas fueron germinadas en medio MS sin NaCl y dos dias después fueron
trasplantadas a placas con 50 y 100 mM de NaCl por 5 d. La raices fueron
cortadas en segmentos de 10 mm vy posteriormente fijadas en 4% de
paraformaldehido y 2.5% de glutaraldehido en amortiguador fosfato salino (PBS)
10X, pH 7.2, por 2 h en vacio y después toda la noche a 4 °C. Después de la
fijacion, los segmentos de raices fueron lavados tres veces con PBS 1X durante
15 min y después fueron gradualmente deshidratados con soluciones crecientes
de etanol (del 30 al 100%). Posteriormente las raices fueron embebidas en
Technovit ® 7100 y metacrilato de glicol y colocadas en moldes, de acuerdo a las
instrucciones del fabricante.

Las secciones transversales (3 um de grosor) fueron cortadas con el
micrétomo rotatorio (Leica RM 2265) y tefiidas con calcofltor blanco al 0.01%
(diluido 1:10 con PBS). Las secciones fueron observadas bajo luz UV en el
microscopio Olympus BX 51. El didmetro de la seccion transversal y el area del

aerénguima se estimo usando el programa Cell*P (Olympus).

6.2.7. Analisis estadistico

Para el andlisis de los caracteres evaluados, las cajas petri del estudio
microscopico fueron colocadas bajo un disefio completamente al azar en un
arreglo factorial 2 x 3 (genotipo x concentraciéon de NaCl), resultando seis
tratamientos con seis repeticiones cada uno. Una caja de petri con 10 plantulas
fue considerada como una unidad experimental. Se hizo un analisis de varianza y
comparacion de medias mediante la prueba de Tukey con un nivel de significancia
del 95%, con apoyo del programa estadistico SAS ver. 9.0 (SAS, 1990).
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6.3. RESULTADOS Y DISCUSION

El factor de choque térmico Os02g13800 fue seleccionado como gen
candidato en base a los resultados obtenidos de un experimento de RT-PCR en
tiempo real con 2500 factores de transcripcion en dos cultivares de arroz (subsp.
indica) bajo condiciones de estrés salino. Estos analisis revelaron que
0s02g13800 fue altamente inducido por salinidad (100 mM NacCl) tanto en el
cultivar sensible, DR2 (30 min, 3, 6 y 24h después de la aplicacién de
tratamientos) como en el tolerante Cham (3 y 6h después del estrés) (Caldana,
2007).

Con la finalidad de confirmar y comparar la expresion del gen Os02g13800
en el mutantes hsfl-1y en el tipo silvestre de arroz, las plantas fueron crecidas en
hidroponia por 14 dias. Las raices fueron muestreadas a 0, 30 min, 1y 3 h
después de la aplicacion de 50 mM de NacCl.

Para la caracterizacién funcional del gen 0s02g13800, se utilizd una linea
con una insercion T-DNA (a la que se le denomind mutante hshl-1), dicha
insercion se localiza aproximadamente 30 pb corriente arriba del codon de
terminacion de la traduccion en el cultivar Nipponbare (O. sativa subsp. japonica).
Analisis previos de esta linea indican un incremento en la tolerancia a la salinidad.

El factor de choque térmico 0s02g13800 codifica una regidn que
comprende 897 pb y codifica una proteina de 298 aminoacidos. El dominio
conservado de union al DNA mas la region adyacente HR-A/B caracteristico de la
familia HSF se localiza en la posicion 13 a 177 en la porcion N-terminal. Debido a
que las proteinas HSF se clasifican de acuerdo a las caracteristicas de su
conector flexible y a la region de oligomerizacion (HR-A/B), la proteina
0s02g13800 pertenece al grupo C, el cual contiene siete residuos de aminoacidos
entre las partes A y B (Kotak et al., 2004).
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6.3.1. Analisis de la expresion del gen 0s02g13800 en el tipo silvestre
Nipponbare y el mutante hsfl-1

En un trabajo previo, la expresion de Os02g13800 se redujo en el mutante
hsfl-1 (Caldana, 2007). Para confirmar este resultado se realiz6 un andlisis de RT-
PCR en tiempo real. El nivel de expresiéon de 0s02g13800 fue normalizado con el
gen de referencia B-tubulina, con la expresion ACt = Cr (gen 0s02g13800) — CT (8-tubulina)-
El tipo silvestre Nipponbare con la expresion relativa superior (menor valor ACry)
fue usado como estandar. Entonces, el nivel relativo de mRNA fue calculado con

- AC_(tipo sivestre)]l - ga optuvo una drastica

la siguiente ecuacién 100*21AC (mutante)
reduccion del 98% en la expresion de Os02g13800 en raices del mutante hsfl-1
comparado con el tipo silvestre (Figura 2). Estos resultados confirman los
obtenidos en el trabajo previo, donde la reduccion en el nivel de transcriptos fue el

mismo (98%) en condiciones similares.

100 +

80 -

60 -

40 ~

Nivel relativo de mRNA

20 -

Nipponbare  hsfl1-1 (mutante)
Figura 2. Nivel de expresién del gen 0s02g13800 en el tipo silvestre Nipponbare y
mutante hsfl-1.

El nivel de transcriptos del gen 0Os02g13800 fue normalizado con el gen de
referencia B-tubulina, usando la formula AC+ = Cy (0s02g13800) — Ct (B-tubulina).
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6.3.2. Patron de expresion del gen 0s02g13800 en el tipo silvestre

Nipponbare

La expresion de 0s02g13800 fue analizada usado la técnica de RT-PCR en
tiempo real en raices del tipo silvestre Nipponbare bajo condiciones de salinidad
(50 mM NacCl), el control (sin la aplicacion de sal se crecio y muestred al mismo
tiempo); los muestreo se llevaron a cabo a 30 min, 1 y 3 h después de la
aplicacion de tratamientos. Como se puede ver en la Figura 3, inicialmente el gen
0s02g13800 fue inducido a los 30 min y después fue reprimido a las 3 y 6 h del
estrés, esto en Nipponbare.

En el primer punto de muestreo (30 min), el nivel de expresion obtenido fue
muy bajo y éste no puede ser considerado como inducido. Los resultados
obtenidos después de 1 y 3 h muestran una tendencia similar en el patron de
expresion del gen 0s02g13800, el nivel de expresion fue reprimido en raices de
Nipponbare.

0.6

Log,(Fold change)

-0.8 -

-1.0

0.5 1
Time (h)

w

Figura 3. Cambios en la expresion del gen 0s02g13800 en el tipo silvestre
Nipponbare, bajo por 50 mM de NacCl.

Se empleo la técnica de RT-PCR en tiempo real para el analisis de expresion del
gen 0s02g13800 después de someter raices de Nipponbare a 50 mM de NaCl. El
nivel de expresion fue normalizado con el gen de referencia (factor de elongacion
1d) y la tasa de cambio (Fold Change) fue calculada usando la expresion 224,
donde AAC+ representa ACr estrés salino — ACT tesiigo- Para obtener el resultado se
transformé a escala log,.
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6.3.3. Confirmacién de los genes blanco de Os02g13800

Con la finalidad de identificar los genes putativo blanco del gen
0s02g13800, se realizé un perfil comparativo de expresion usando raices del
mutante hsfl-1 y del tipo silvestre Nipponbare bajo condiciones de estrés salino
(50 mM NaCl) y sin estrés (testigo). Datos obtenidos de un microarreglo
(Affymetrix Gene Chip) revelaron 14 genes putativos blanco de 0Os02g13800,
incluyendo proteinas de choque térmico (heat chock protein), proteinas LEA y
proteinas inducidas por estrés hidrico, las cuales fueron inducidas por estrés
salino en el tipo silvestre Nipponbare, pero no reguladas en el mutante hsfl-1.

En este trabajo, verificamos el nivel de expresion de 12 de los 14
candidatos putativo usando RT-PCR en tiempo real. Para lo cual, plantas de
ambos genotipos fueron crecidas bajo 50 mM de NaCl y sin sal (testigo) durante
30 min, 1y 3 h.

Los resultados obtenidos de la tasa de cambio en la expresion de los 12
genes putativos blanco, de 0s02g13800, identificada en el tipo silvestre
Nipponbare por RT-PCR en tiempo real después de 3 h de la aplicacion de 50 mM
NaCl, fueron comparados con el cambio transcripcional observado por el
microarreglo Affymetrix (Cuadro 1).

Para identificar los genes putativos blanco de 0s02g13800, en un trabajo
previo, los genes regulados en Nipponbare por estrés salino fueron comparados
con los genes inducidos en el mutante hsfl-1. Considerando la ausencia de un
gen funcional (0s02g13800) en el mutante (también confirmado en este trabajo,
Figura 2), sus genes blanco no pueden ser inducidos por estrés salino en hsfl-1,
pero estos genes deberian ser regulados en Nipponbare. Un gen fue considerado
putativo blanco de Os02g13800 cuando su cambio transcripcional, bajo estrés
salino, fue superior 2 veces en Nipponbare. Siguiendo este criterio de seleccion,
en este estudio, se confirmaron siete genes como putativos blanco de

0s02g13800, de los 12 genes blanco (datos en gris, Cuadro 1).

116



Capitulo VI Resultados

Cuadro 1. Comparacion de los genes putativos blanco de 0s02g13800 medidos
por microarreglo basado en hibridacién (Affymetrix Gene Chip) y RT-PCR
en tiempo real. La expresion de los genes blanco seleccionados fueron

analizados en raices de plantas de Nipponbare estresadas con 50 mM NacCl

por 3 h.
Locus Affimetrix RT-PCRen
identifier tiempo real Descripcion
logz(FCh)  loga(FCh)

0s05946480 2.7 5.3 late embryogenesis abundant protein, group 3
0s01g50910 2.0 3.8 late embryogenesis abundant protein, group 3
0s109g18820 3.9 5.9 dirigent-like protein
0s12914580 2.1 0.4 tetraspanin family protein
0s04901740 2.5 5.6 heat shock protein 82
0Os11g37970 2.4 -2.9 winl precursor, putative
0s12943440 2.9 -0.2 thaumatin-like protein precursor, putative
0s02g36190 2.4 0.3 Cytochrome P450 71D7, puatative
0s12908260 3.2 1.0 pyruvate dehydrogenase E1 component, alpha subunit
0s03912890 2.2 -1.1 branched-chain-amino-acid aminotransferase 5
0Os03g60580 2.7 2.3 actin-depolimerizig factor 4
0s03g10090 3.1 3.9 polyol transporter protein 4

El experimento con Affymetrix fue realizado por Caldana (2007). Para andlisis del
nivel de expresion, usando RT-PCR en tiempo real, se us6 B-tubulina para
normalizar los datos obtenidos.

6.3.4. Analisis fenotipico

Para analizar la funcion in vivo del gen Os02g13800 bajo condiciones de
estrés, el mutante hsfl-1, generado de plantas del tipo silvestre Nipponbare, tiene
una insercion T-DNA 30 pb corriente arriba del codon de terminacion. Para lo cual,
semillas de ambos genotipos fueron sembradas en agar sin NaCl (control), dos
dias después, cuando aparecio la punta del coledptilo, las semillas germinadas
fueron transferidas a medio fresco con 50 mM y 100 mM de NaCl. Plantulas con

cinco dias bajo estrés salino fueron analizadas.
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6.3.4.1. Fenotipo de las plantulas del mutante hsfl-1 y el tipo silvestre
Nipponbare

Como se muestras en la Figura 4, sin la aplicacion de NaCl (testigo), se
observa mayor crecimiento de vastago y raiz en el mutante hsfl-1 comparado con
el tipo silvestre Nipponbare. Sin embargo, se observo un pequefo incremento en
el crecimiento de vastago y raiz de hsfl-1 con 50 mM de NaCl. Las diferencias
mas significativas entre hsfl-1 y Nipponbare fueron observadas cuando las
plantulas fueron sometidas a estrés salino con 100 mM de NaCl. Es de
destacarse, que bajo condiciones de salinidad, Nipponbare presenta mas raices
laterales que el mutante, esto puede deberse a la mutacion del tipo knockout (en
este caso, la insercion de T-DNA) que condujo a cambios significativos en el
fenotipo del mutante (Charng et al., 2007). Asi, las plantas del mutante hsfl-1, sin
expresion del gen 0s02g13800, muestran diferencias fenotipicas con respecto al

tipo silvestre, provocado por estrés salino.

hsf1-1 hsf1-1
Control A » # 100 mM NaCl

MY

Nipponbare ‘ Nipponbare Nipponbare
Control y 50 mM NacCl 100 mM Nacl

Figura 4. Efecto del estrés salino (0, 50 y 100 mM NaCl) en el crecimiento de

plantulas del mutante hsfl-1y el tipo silvestre Nipponbare.
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6.3.4.2. Crecimiento de plantulas del mutante y del tipo silvestre bajo
estrés salino

Concentraciones crecientes de NaCl redujeron el crecimiento de plantulas
tanto del tipo silvestre como del mutante hsfl-1. Al incrementar la concentracion
de la sal, la longitud de vastago y raiz disminuyen (Figura 5), en todos los casos
las reducciones fueron estadisticamente significativas (p < 0.05). Por ejemplo, con
100 mM de NaCl hubo una reduccion de 33 y 37% en el vastago de hsfl-1y
Nipponbare, respectivamente. Por su parte, en la raiz se tuvieron reducciones del
40% en el mutante hsfl-1 y del 44% en el tipo silvestre Nipponbare, en todos los
casos con respecto al control. De acuerdo a los resultados obtenidos, el
crecimiento de la raiz fue méas afectado que el crecimiento del vastago, esto
debido a que la raiz estd expuesta directamente al medio salino (Krishnamurthy et
al., 2009).

3.5 6.0
a B hsfl-1 a B hsfl-1
~ 307 Nipponbare 5.0 Nipponbare
E b b ~ b
= 25 g b
° I c = 4.0 - I
& c N
:%‘ 2.0 1 I © c c
o d 8 30 - it
T 15 - I = d
° = I
= > 2.0 -
o 1.0 - o
< 4
S
0.5 - 1.0
0.0 0.0
Testigo 50 mM 100 mM Testigo 50 mM 100 mM
Concentracion de NaCl Concentraciéon de NaCl

Figura 5. Efecto de NaCl en la longitud de vastago y raiz de plantas del mutante
hsfl-1 y Nipponbare tipo silvestre, cinco dias de aplicacion de tratamientos.
Medias con letras distintas en cada subfigura, son estadisticamente diferentes

(Tukey, 0.05). Barras sobre las columnas indican desviacion estandar.
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6.3.4.3. Peso de la materia frescay seca de dos genotipos

De manera general, el mutante hsfl-1 tuvo mayor acumulacién en el peso
de la materia fresca y seca, tanto de vastago como de raiz, bajo todos los
tratamientos evaluados (Figura 6). Para el caso del peso de la materia fresca, en
vastago, el mutante hsfl-1 present6 reducciones significativas (p < 0.05) con la
aplicacion de 50 mM de NaCl, tales reducciones fueron del 16%. Resultados
similares se obtuvieron en el tipo silvestre, bajo las mismas condiciones. Con la
aplicacion de 100 mM de NaCl, las reducciones en el peso de la materia fresca de
vastago fueron, alrededor, del 25% en ambos genotipos, comparado con el
testigo. En el caso de la raiz, con la aplicacion de 50 mM NaCl, el mutante
incrementd ligeramente su peso de la materia fresca (6%), mientras que el tipo
silvestre redujo su peso fresco de raiz, no obstante, en ninguno de los dos casos
hubo diferencias significativas. Al agregar 100 mM NaCl en el medio de
crecimiento, el mutante tuvo una reduccion del 16% en el peso fresco de la raiz,
por su lado el tipo silvestre presentd reduccion del 21%, en todos los casos con
respecto al testigo.

En el peso de la materia seca (Figura 6), el mutantes hsfl-1 presentd
reducciones significativas (p < 0.05) en el vastago, al aplicar 50 y 100 mM de
NacCl, las reducciones fueron del 8 y 10%, respectivamente. Mientras que en el
tipo silvestre, el peso seco del vastago tuvo una reducciéon del 8% con 50 mM,;
esta reduccion se duplicé (16%) con la aplicacion de 100 mM NaCl. En el caso del
peso seco de la raiz, ambos genotipos mostraron disminuciones cuando se aplicé
100 mM NaCl en la solucién hidropdnica, con respecto al testigo; dicho
decremento en el peso seco de la raiz fue superior al 25% tanto en el mutante
como en el tipo silvestre. Estas reducciones en el peso de la materia seca son el
resultado por un lado, de una reduccion en la tasa de crecimiento de las hojas y la
inhibicion en el desarrollo de macollos debido a la presencia de sales en el medio
de crecimiento; y por otro lado, por la acumulacién de Na® en la planta,
principalmente en la lamina foliar (Munns y Tester, 2008). El peso de la materia
seca de la raiz fue el mas afectado (mostr6 mayor reduccién), debido a que la raiz

estd en contacto directo con las sales (Figura 4) afectado la division y la
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elongacion celular y como consecuencia reduccion del crecimiento (Figura 5) y de

la acumulacion de biomasa (Figura 6).
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Figura 6. Efectos de diferentes concentraciones de NaCl en el peso de la materia

fresca y seca de vastago y raiz en plantas del mutante hsfl-1 y tipo silvestre

Nipponbare, cinco dias de aplicacion de tratamientos.

Medias con letras distintas en cada subfigura, son estadisticamente diferentes

(Tukey, 0.05). Barras sobre las columnas indican desviacion estandar.
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6.3.5. Morfologia de laraiz

Para identificar el efecto del estrés salino en la morfologia de raices del
mutante hsfl-1 y del tipo silvestre, las plantulas fueron expuestas a 0, 50 y 100
mM de NaCl durante cinco dias. Se realizaron cortes transversales en la raiz
principal, a 5 mm de la punta de la raiz. Las secciones transversales fueron

tefiidas con calcaflior al 0.01% y posteriormente fueron observadas bajo luz UV.

6.3.5.1. Secciones transversales de raices bajo estrés salino

Las secciones transversales de hsfl-1 y de Nipponbare se presentan en la
Figura 7. La estructura anatOmica de las secciones transversales no presenta
diferencias, sin la aplicacion de sal (testigo). La mayor diferencia entre ambos
genotipos fue encontrada en el cértex a 5 mm de la punta de la raiz. Las
secciones de las raices crecidas bajo 100 mM de NaCl (Figura 7 C y D) presentan
mas espacios aéreos tanto en hsfl-1 como en Nipponbare, comprado con el
testigo. Sin embargo, estas estructuras fueron mas abundantes en el mutante.
Estos espacios aéreos corresponden al aerénquima, usualmente formado en
raices maduras de muchos cereales (Ranathunge et al., 2003).

Aparentemente, el estrés osmoético induce la formacion prematura de
aerénquima, esta estructura permite que el oxigeno pase de las hojas a la raiz.
Estudios han mostrado que la tasa de difusiébn del oxigeno a las raices esta
correlacionado con la habilidad de tolerar una gran cultivar de condiciones
adversas durante el crecimiento (Ranathunge et al., 2003; Mostajeran y Rahimi-
Eichi, 2008).
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hsf1-1 hsf1-1 hsf1-1

Testigo 50 mM NacCl 100 mM NaCl

Nipponbare Nipponbare Nipponbare
Testigo 50 mM NacCl 100 mM NaCl

Figura 7. Secciones transversales de raices del mutante hsfl-1 y el tipo silvestre
Nipponbare, cinco dias de aplicacion de NacCl.

Las secciones fueron tomadas 5 mm de la punta de la raiz. Las flechas muestran
los espacios intercelulares que forman el aerénquima en el cértex.

6.3.5.2. Cuantificacion del diametro de la seccion transversal y del
aeréngquima

Para identificar las diferencias en la seccion transversal del mutante y del
tipo silvestre, se midi6 el didmetro de dichas secciones. El diametro de ambos
genotipos incrementa con la aplicacion de concentraciones crecientes de NacCl
(Figura 7). Sin embargo, no se obtuvieron diferencias estadisticas (p=0.05) entre el
mutante hsfl-1 y el tipo silvestre Nipponbare bajo las mismas condiciones de
estrés.

Por otro lado, con la finalidad de confirmar las diferencias en el desarrollo
del aerénquima en el cortex de ambos genotipos, el area de esta estructura fue
determinada en porcentaje del area total de la seccién transversal (Figura 7). Sin
la aplicacion de NaCl (testigo), los dos genotipos presentan un porcentaje muy

similar de aerénquima; sin embargo, con la aplicacion de 50 mM la formacion de
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aerénquima incrementd, aunque las diferencias no fueron estadisticamente
significativas entre los dos genotipos. Con 100 mM de NacCl, el desarrollo de esta

estructura fue superior (p<0.01) en el mutante hsfl-1.
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Figura 8. Efecto del estrés salino en el diametro de la seccion transversal de raiz y
formacion de aerénquima en el cértex del mutante hsfl-1 y el silvestre
Nipponbare.

Medias con letras distintas en cada subfigura, son estadisticamente diferentes

(Tukey, 0.05). Barras sobre las columnas indican desviacion estandar.

La formacion de aerénquima requiere la muerte de las células corticales en
la raiz, y este proceso es mediado a través de la muerte celular programada (Drew
et al., 2000). Este mecanismo juega un papel importante en la respuesta
adaptativa de la planta al medio ambiente. La muerte celular programada puede
ser observada en respuesta a ataques de patdgenos, y a varios estreses abioticos
como salinidad, frio, anegacion e hipoxia (Li et al., 2007; Shabala, 2009). En este
sentido, Liu et al. (2007) evaluaron dos ecotipos de arroz (IRAT109 e IR20) bajo
estrés osmatico (salinidad y sequia) y encontraron que la muerte celular inducida

por salinidad o sequia puede ser un mecanismo importante que contribuye a la
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tolerancia del estrés abidtico. Ademas, Saqib et al. (2005) encontraron que los
genotipos de trigo que desarrollaron mas aerénquima bajo condiciones de
salinidad y anegamiento (nivel reducido de oxigeno, similar al sistema de
produccion del arroz) fueron capaces de reducir la acumulacion de Na en sus
hojas, mantener mayores tasas fotosintéticas y crecimiento del vastago. Lo que
sugiere que la formacion de aerénquima en el mutante hsfl-1 puede ser un
mecanismo importante de tolerancia al estrés salino, comparado con Nipponbare.
Los resultados obtenidos del analisis de varianza muestran diferencias
altamente significativas (p < 0.01) entre los genotipos evaluados, en la mayoria de
las variables observadas, excepto el didmetro de la seccién transversal de las
raices (Cuadro 2), donde las diferencias fueron significativas (p < 0.05). Con
respecto a los diferentes tratamientos con NaCl, todas las determinaciones
resultaron altamente significativas. Sin embargo, de acuerdo a la interaccion
Genotipo x NaCl sélo el peso fresco de vastago y raiz, asi como la formacién de
aerénquima presentaron diferencias estadisticas significativas (p < 0.05). Lo que
indica que se obtuvieron diferencias significativas al separar los efectos por
genotipos y por los diferentes niveles de NaCl. No obstante, en la mayoria de las
variables evaluadas no se obtuvieron diferencias significativas en la interaccion
genotipo x NaCl, debido al efecto producido por la aplicacién conjunta de cada uno
de los niveles de los dos factores analizados (genotipo y NaCl). Lo que significa
gue el genotipo no tiene efectos sobre los diferentes niveles de NaCl y viceversa,

el efecto de estos dos factores es independiente.
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Cuadro 2. Andlisis de varianza de las variables de crecimiento, peso de la
materia, diametro y formacién de aerénquima de dos genotipos de arroz
(hsfl-1 y Nipponabre) crecidos bajo tres concentraciones de NaCl (0, 50 y

100 mM) durante cinco dias.

Fuente de variacion

Variables Genotipo NacCl Genotipo x NaCl
Grados de libertad 1 2 2
Altura de vastago ** ** ns
Longitud de raiz o o ns
Peso fresco de vastago o o *
Peso fresco de raiz * o o
Peso seco de vastago o o ns
Peso seco de raiz o o ns

Diametro de la seccidn
transversal * *k ns

Formacion de aerénquima * ** *

ns = no significativo; * = significativo al 5%; ** = altamente significativo al 1%

6.4. CONCLUSIONES

En funcién de los objetivos planteados en este trabajo, el mutante hsfl-1 present6
menor reduccién en crecimiento y menos efectos negativos en la acumulacion de
biomasa por efecto de la salinidad, y tuvo mayor formacion de aerénquima que el
tipo silvestre Nipponbare de arroz. Por lo anterior, el hsfl-1 es mas tolerante a
salinidad, ya que el aerénquima aumenta la exclusion de Na, evitando su
transporte al vastago, lo que le confiere resistencia al mutante. Mediante RT-PCR
en tiempo real, se confirmé que el mutante hsfl-1 tuvo una reduccion del 98% en
el nivel relativo de RNA del gen 0Os02g13800. También, se confirmaron siete
genes como putativos blanco de los 12 genes seleccionados mediante

microarreglos (Affymetrix Gene Chip).
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