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EXPRESION DE PROTEINAS Y DETERMINACION DE CARBOHIDRATOS
EN MAIZ (Zea mays L.) EN CONDICIONES DE ESTRES HIDRICO

Sabina Velazquez Marquez, D.C.
Colegio de Postgraduados, 2014.

RESUMEN

La sequia es uno de los factores abidticos limitantes que causa reduccion en el
crecimiento, en la produccién de biomasa y en el rendimiento de cultivos. Las
variedades de maiz con cierta tolerancia a la sequia responden con cambios en
su fisiologia y metabolismo. Algunas de estas respuestas son disminucién en el
contenido relativo de agua, disminucidn del potencial osmoético, acumulacion de
solutos como la prolina y varios azucares, asi como también alteraciones en el
contenido de proteinas. Las plantas de maiz tienen la capacidad de generar
ajustes que les permite adaptarse y sobrevivir a ciertos niveles de déficit de
agua. El objetivo del trabajo fue analizar el efecto del déficit de agua en la
acumulacién de solutos y en los cambios de proteinas en dos materiales de
maiz VS-22 (tolerante) y AMCCG-2 (susceptible). El estudio se realiz6 a nivel
de elongacion del apice de la radicula, a las 24, 48 y 72 h, y con tres
potenciales de agua del sustrato (-0.03, -1.0 y -1.5 MPa). A nivel de planta, los
analisis se realizaron a las 7 semanas después de tratamiento de sequia, con
un déficit de agua gradual del 50% iniciado a los 6 dias después de la
emergencia. Los resultados obtenidos en el apice de la radicula de VS-22
demostraron que los diferentes niveles de déficit de agua del sustrato
produjeron incrementos en la acumulacion de solutos; como prolina, azucares
totales y especificos como glucosa, fructosa y sacarosa, ademas se detecto la
acumulacién del disacarido trehalosa, y se observd el mantenimiento de la
elongacion del apice de la radicula. Los valores anteriores fueron menores en
AMCCG-2. También se observaron cambios en el contenido y en el perfil de
proteinas solubles en ambos materiales de maiz. A nivel de planta, el déficit de
agua en VS-22 mostré disminucion en el contenido relativo de agua (CRA)
hasta de un 68 %, comparado con plantas de VS-22 en condiciones de riego, y
el potencial osmoético (ys) se redujo hasta -2.0 MPa, también se mostro
incremento en la acumulacion de solutos; prolina, glucosa, fructosa, sacarosa y

azucares totales, se evidencié la acumulacion de trehalosa, asi como cambios



en la acumulacion de almidoén y del perfil de proteinas. Estos resultados fueron
detectados en menor grado para AMCCG-2, la cual resulté mas afectada por el
déficit hidrico suministrado. Se encontraron relaciones significativas entre
acumulacién de los diferentes solutos y cambios en los perfiles de proteinas,
cuando las plantas fueron sometidas a déficit hidrico. También se observaron
cambios significativos en la densidad de RUBISCO. Estos resultados pueden
ser indicadores de ajuste osmotico en las plantas de la variedad VS-22 y como

consecuencia mantener la turgencia celular durante periodos de falta de agua.

Palabras clave: Relaciones hidricas, acumulaciéon de solutos, maiz, RUBISCO,

proteinas solubles.



PROTEIN EXPRESSION AND DETERMINATION OF CARBOHYDRATES IN
CORN (Zea mays L.) ON WATER STRESS CONDITIONS

Sabina Velazquez Marquez, D.Sc.
Colegio de Postgraduados, 2014.

ABSTRACT

Drought is one of the abiotic limiting factors in agriculture, causing a reduction
of crop growth, biomass production and yield. Maize varieties with some
tolerance to drought respond to water stress with changes in their physiology
and metabolism. Some of these responses are a decrease in the relative water
content and in the osmotic potential, the accumulation of solutes such as proline
and various sugars, as well as alterations in protein content. Maize plants have
the ability to generate adjustments that allow them to adapt and survive under
water shortage. The objective of this work was to analyze the effect of water
deficit on the accumulation of solutes and protein changes in two maize
varieties VS -22 (tolerant) and AMCCG-2 (susceptible). The study was
conducted at the level of the elongation of the radicle apex at 24, 48 and 72 h
by using different substrate water potentials (-0.03 , -1.0 and -1.5 MPa ), and at
plant level 7 weeks after emergence with gradual water supply deficit of 50%.
The results obtained in the apex of the radicle of VS- 22 showed that different
levels of substrate water deficit resulted in an increased accumulation of proline,
total and specific sugars such as glucose, fructose and sucrose. In addition, the
disaccharide trehalose accumulation was detected, and it was observed that
elongation of the radicle apex was maintained. The values for solute
accumulation were lower in AMCCG-2. Changes in proteins content and profile
in both maize cultivars were also observed. The investigation at plant level in
VS -22 subject to water deficit showed a decrease in the relative water content
(RWC) to 68 %, and of the osmotic potential (ys) to -2.0 MPa, and also an
increase in the accumulation of solutes: proline, glucose, fructose, sucrose and
total sugars. Trehalose accumulation was evident, as well as changes in the
accumulation of starch, and in the soluble protein profiles. The values for solute
accumulation were lower in AMCCG-2, which was affected more by the water
deficit. We found out that there were significant relationships between the
different solutes accumulation and the changes in protein profiles when plants

\



were under water stress. Significant changes were also observed in the
expression of RUBISCO. These results may be indicative of osmotic adjustment
in plants of the variety VS-22 allowing them to maintain cell turgor during

periods of water shortage.

Key words: Water relationships, solutes accumulation, RUBISCO, soluble

proteins.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL

Debido al aumento de la poblacién mundial y al ingreso econdmico per capita,
la demanda de alimentos también ha aumentado. La organizacion mundial de
la salud (OMS) estima que, para el afio 2030 la demanda de los productos
agricolas se incrementara en aproximadamente 60%. De este incremento un
porcentaje mayor al 85% se debera a los paises en desarrollo donde ocurrira el
mayor crecimiento poblacional (FAO, 2007). En el pasado, la produccién
agricola tuvo un aumentado a través de la incorporacién de nuevas tierras de
cultivo. Sin embargo, la disponibilidad de agua y de nuevas tierras es limitada,
ademas del incremento que ha tenido la competencia por el uso del suelo
debido a la demanda industrial, comercial y residencial (Hillel y Rosenz-Weing,

2002)

1.1 Importancia del maiz

El maiz es una graminea con el grano de mayor volumen de produccion a nivel
mundial, seguido del arroz y del trigo, cuya adaptabilidad permite su cultivo en
mas de 113 paises. Los tres principales productores por volumen de
produccion del grano son Estado Unidos, China y Brasil. Se destaca China por
el mayor dinamismo en su cosecha, con una Tasa Media Anual de Crecimiento
(TMAC) de 6.4%, entre el 2007 y el 2012. Por su parte, Estados Unidos
presentd una TMAC de 3.7%, dejando de lado la afectacion de la sequia
severa del 2012, su tendencia decreciente es constante. El promedio de
produccion de los ultimos tres afios en EU es 9.0% inferior a la produccién del

2007.


http://eleconomista.com.mx/columnas/agro-negocios/2013/02/11/produccion-maiz-mexico-mundo

En México 50 % de la produccién de maiz se obtiene de cinco estados de la
republica: Sinaloa, Estado de México, Jalisco, Chiapas y Michoacan (Mufioz,
2003), y es el principal cultivo, por su importancia en la ingesta alimenticia
diaria de la poblacion. No obstante, de los mas de 30 millones de toneladas
que se consumen anualmente, soélo 21.5 millones son producidos
nacionalmente. Es decir, somos deficitarios en cerca de 28.1% del consumo

nacional aparente.

Ademas, se considera que el maiz tiene una gran importancia socio-cultural,
por presencia en un sin numero de productos de nuestra vida cotidiana.
También se ha llevado a cabo el proceso de domesticacion y el mejoramiento
del maiz continua en el presente, ya que los agricultores indigenas y mestizos
del pais cultivan, seleccionan, guardan y usan su propia semilla de maiz afio
con ano. Principalmente, se desarrolla en temperaturas medias de entre 25 y
30 °C; sin embargo, puede resistir, por periodos cortos, temperaturas de hasta
8 °C. Se adapta a casi todos los tipos de suelo, siempre y cuando se pueda

satisfacer su alta demanda de agua y horas de sol (Edwars et al., 2004).

1.2 Tipos de estrés que afectan la producciéon de cultivos

Por otra parte, existen factores ambientales de estrés que causan dafo a los
cultivos y disminuyen su rendimiento considerablemente. En general, estos
pueden ser clasificados en fisicos, quimicos y bioticos, siendo los dos primeros
agrupados bajo el término de ‘estreses abidticos’. Entre los factores fisicos se
pueden mencionar el estrés por déficit o exceso de agua, temperaturas altas-
bajas y radiacion UV. Entre los factores quimicos son ampliamente estudiadas

la contaminacion atmosférica con metales pesados, toxinas, salinidad etc.



Finalmente, entre los factores bidticos pueden mencionarse la competencia, la
herbivora, la alelopatia y patégenos en general (Richards, et al., 2001; Araus,
et al., 2002).

Dentro de los estreses abidticos, son de amplia repercusion para el crecimiento
y productividad de las plantas el estrés hidrico (por déficit) y las bajas
temperaturas (frio). Se ha elegido el punto de estrés hidrico en la presente tesis
como tema de estudio, fundamentalmente por su relevancia en aspectos

ecofisiolégicos de las plantas y su impacto en la produccién agricola.

1.3. La sequia y el estrés hidrico

La sequia ha sido objeto de preocupacién en los principales lugares del mundo,
por su influencia en la produccion de alimentos asi como la degradacion de
recursos edaficos (Stockon, 1983). Cientificos han llegado a la conclusion que
las temperaturas estan en constante aumento y esto impactara sin duda en la
agricultura.

Afo tras ano, gran parte de los cultivos de la mayoria de los agricultores del
mundo se ven afectados por la sequia; en algunos casos las pérdidas son
enormes, incluso la falta de agua en poca medida puede reducir el rendimiento
y afectar la posibilidad de los agricultores de recuperar las inversiones hechas
en los cultivos. Es por este motivo, que generalmente los agricultores siembran
aquellos cultivos que mejor se adapten a la cantidad de agua disponible

(FAOSTAT, 2010)

Sin embargo, en muchas partes del mundo, se usa la agricultura irrigada para
aumentar los rendimientos. Internacionalmente; segun el Programa Medio

ambiental de Naciones Unidas, el uso del agua en la agricultura representa



cerca del 70% del consumo total. Los costos de irrigacion dependen mucho de
los precios de la energia y de la oferta de agua y han aumentado de manera
sostenida. En este caso, el desarrollo e introduccién de semillas hibridas que
requieren menos irrigacion podrian reducir los costos de produccién y la

competencia por el agua (Revisado en, Caballero, 2010).

En México, la sequia es el principal factor que limita la productividad de los
cultivos anuales. El dano que pueda ocasionar la falta de agua depende
particularmente de la etapa de desarrollo de la planta en la que ocurra; las
etapas mas criticas son la vegetativa y las cercanas a la floracién (Edmeades
et al., 1996, Edmeades, 2004). Cuando las plantas se encuentran en
condiciones de estrés hidrico pierden agua y su potencial disminuye. Esto
ocurre normalmente de forma simultanea a una disminucion del potencial de
turgencia y una disminuciéon del potencial osmotico (Blum, 2009). Sin embargo
las plantas que poseen ajuste osmatico la bajada del potencial no implica
necesariamente la perdida de la turgencia ya que estas plantas son capaces de
acumular de forma activa sustancias organicas que disminuyen el potencial de
solutos, y en consecuencia evitan el desarrollo normal de la fisiologia celular
(Parry et al., 2005).

El déficit hidrico es sin duda la condicion ambiental transitoria y extrema a la
que mas frecuente se ven sometidas las plantas, es por esto que a lo largo de
su historia evolutiva, las plantas han desarrollado multiples mecanismos de
defensa contra la desecacion (Barceld, 1992; Bray, 2002). Por ejemplo una
planta con un metabolismo fotosintético C4 como el maiz es intrinsecamente
mas eficiente en el uso hidrico, y transpira sélo la mitad que las del tipo C3

(Taiz y Zaiger, 2010), como arroz, trigo, soya y algodon. A pesar de esta



ventaja clave, la limitacion hidrica, afecta adversamente el crecimiento, el
desarrollo y el rendimiento del maiz durante las etapas reproductivas. En
general, la limitacién de agua provoca en las plantas un sindrome complejo
integrado por una serie de procesos algunos de los cuales son deletéreos y
otros adaptativos (Chaves et al., 2002; 2003), pero en general lo primero que
ocurre es una disminucidén en la presion de turgencia y el cierre estomatico
para reducir la pérdida de agua en el tejido. Un decremento en el potencial
hidrico interno, produce hojas enrolladas, lo que reduce la superficie expuesta,
disminuyendo la fotosintesis y finalmente el crecimiento. Visualmente, la
limitacion hidrica se manifiesta como una reduccién en la altura y rendimiento
en biomasa (Hsiao, 1973; Westgate et al., 2004).

Ademas la sequia incide directamente sobre la fotosintesis asi como sobre los
niveles de proteinas y expresion de la enzima Rubisco; y que pueden aumentar
o disminuir segun el tipo de estrés y genotipo de la planta (Revisado en
Verslues et al. 2011). Las proteinas solubles en las plantas tienen una funcién
importante en diversos mecanismos celulares importantes, como metabolitos,
iones de transporte y las respuestas a estrés abidtico y bidtico (Revisado en
Lopes et al., 2011).

El comportamiento de las plantas frente al estrés hidrico ha sido divido en:
escape, evitacién y tolerancia (Levitt, 1972; Turner, 1986) las cuales se
describen a continuacion:

Escape: las plantas ajustan su fenologia para cumplir su ciclo fuera de los
periodos de déficit hidrico

Evitacion: en este caso las plantas poseen mecanismos para evitar (o

postergar) la deshidratacion. Una estrategia es aumentar la capacidad de



absorcidon de agua gracias al incremento de la superficie radical o disminucion
de la resistencia hidraulica (Nilsen y Orcutt, 1996) siendo frecuente en plantas
conocidas como ‘derrochadoras de agua’. La estrategia inversa es la que
adoptan las plantas ‘ahorradoras’, que minimizan las pérdidas de agua por
diversas vias, tales como el cierre estomatico y la disminucion de la
transpiracion cuticular.

Tolerancia: este término se refiere a la capacidad de resistir en forma
reversible a la deshidratacion de los tejidos. Aunque el ejemplo extremo de esto
son las llamadas ‘plantas, poohiquidricas’ (Oliver, 1996), las plantas
‘mediterraneas’ como Rosmarinus o Melissa son capaces de soportar un alto

grado de deshidratacion de sus tejidos (Munné-Bosch y Alegre, 2000).

1.4. Respuestas de las plantas al estrés hidrico

Las plantas también pueden soportar la sequia evitando las deshidratacion del
tejido y manteniendo la turgencia celular y esto es posible debido a diversos
procesos fisioldgicos tales como cambios en la fluidez de la membrana, la
fotosintesis, cierre estomatico, acumulacién de solutos y la expansion celular
(Chavés et al., 2002, Serraj y Sinclair 2002).

Por lo tanto los cambios y ajustes tanto a nivel fisioldgico y bioquimico de las
plantas les permiten sobrevivir a la sequia. En la naturaleza las plantas estan
sujetas a respuestas diferentes dependiendo de la intensidad y la duracién de
déficit hidrico (Figura 1). En el caso de la pérdida de agua gradual pueden
escapar a la deshidratacién acortando su ciclo de vida u optimizar su recurso y
aclimatarse; para el caso de una deshidratacion rapida la planta reacciona

minimizando la pérdida de agua o presentando proteccion metabdlica (inducida



o constitutiva) contra los efectos del dafo por deshidratacion y el co-desarrollo
de estrés oxidativo. Rapido o lento la desecacion puede tener resultados
totalmente diferentes en términos fisiolégicos y bioquimicos o adaptacion (Mc

Donald y Davies 1996; Chaves et al., 2003).

Respuestas a largo plazo Respuestas a corto plazo

Baja humedad
Altas temperaturas
I Luz

* Reconocimiento de la sefial de laraiz

* Cierre estomatico
* Inhibicién del crecimiento * Disminucion de la asimilacion de C

del tallo * Sefializacion de multi-estrés
* Disminucién de areade * Repuestas de genes
transpiracion —

* Respuestas de genes
* Aclimatacion metabdlica
* Ajuste osmdtico

* Reconocimiento de la sefial de laraiz
* Respuesta de genes
* Inhibicién de crecimiento

Sefializacidn de transporte
* Cambios hidraulicos en el xilema

* Mantenencia de turgor * Asimilacién de transporte
* Crecimiento de la raiz

Déficit de agua

y sostenimiento —
* Incremento raiz/tallo compactacién del * Sefializacion celular a la sequia
* Incremento de la absorcién suelo * Respuestas de genes
de area * Ajuste osmotico
‘

Tomado de Chaves, 2003, modificado

Figura 1. Respuestas de la planta a estrés hidrico. Del lado izquierdo respuestas a largo plazo

o aclimatacion; lado derecho respuestas a corto plazo.

Entre los solutos que se acumulan en este ultimo mecanismo, se encuentran
los azucares que son moléculas de respuesta inmediata y son la principal
fuente de energia de las células (Koch, 1996). Entre todos los azucares, los
disacaridos como la sacarosa y la trehalosa se ha observado que su funcién
principal es de proteccion (Schiller, 2003) y permiten que se lleve a cabo un

ajuste osmatico; éste se define como la acumulacion activa de solutos en las



células vegetales provocando una reduccion del potencial osmatico lo cual

permite el mantenimiento de la absorcion de agua y de la presion de turgencia.

1.5. Cuantificacion del estrés hidrico

El estado hidrico de una planta (y la magnitud del estrés) puede ser evaluado
estimando el potencial hidrico (\Wa) y el contenido relativo de agua (CRA), es
decir, el contenido porcentual de agua en relacién al contenido de agua a
hidratacion maxima (Turner, 1988). Sin embargo, se ha sefalado que el grado
de estrés no puede ser definido per se por el estado hidrico de la planta. Por
ejemplo, el potencial hidrico puede ser en muchos casos una consecuencia y
no una causa del control de la apertura estomatica (Tardieu, 1997). Por otra
parte, es bien conocido el hecho que las plantas pueden reaccionar a estimulos
provenientes del suelo, aun antes que puedan detectarse cambios en el
potencial hidrico (y aun mas del CRA) de las hojas (Passioura, 1996). Ademas,
dado que existen importantes diferencias entre especies en el grado de
tolerancia al estrés, es complejo establecer parametros objetivos que definan al
estrés y su magnitud en forma general. Sin embargo, a pesar de las
limitaciones senaladas (Schulte, 1992), es claro que el potencial hidrico y CRA
son las formas mas objetivas de cuantificar el estatus hidrico y de hecho su uso
esta ampliamente extendido en la literatura, sélo con el fin de poder comparar
diferentes estudios, Hsiao (1973) definié tres grados de estrés hidrico:

Estrés leve: disminucién del potencial hidrico de algunos bares (décimas de
MPa) o del CRA en un 8-10 % comparado con plantas bien regadas bajo poca

demanda evaporativa.



Estrés moderado: disminuciéon mayor del potencial hidrico (aunque menor a
1.2- 1.5 MPa o una disminucién del CRA entre10 y 20%.

Estrés severo: disminucidn del potencial hidrico mayor a 15 bares (1.5 MPa) o
disminucién del CRA mayor a un 20%.

Esta escala, aunque de naturaleza arbitraria por las razones antes expuestas,

sera utilizada como referencia en el presente trabajo.

1.6. Acumulacién de solutos en respuesta al estrés hidrico

Existe un relacion entre el metabolismo del carbono, la acumulacion de solutos
y el efecto del déficit hidrico, esto se ha documentado en cereales como maiz,
trigo y arroz (Yang et al, 2003).

La acumulacion de estos solutos compatibles en los tejidos de la plantas, son
productos de la fotosintesis. La fotosintesis proceso vital que se coordina y
regula a través de los mismos azucares producidos (Koch 1996, Sheen,1996),
el metabolismo y la distribucion de los azucares es un proceso muy dinamico y
complejo debido a que varian con la fase de desarrollo (Young-Hee, 2006) y
tipo de estrés abidtico y bidtico.

La acumulacion de solutos durante el estrés hidrico comprende azucares tales
como glucosa, fructosa, sacarosa, trehalosa y sorbitol; ademas de azucares
alcohol manitol y sorbitol, aminoacidos Prolina y aminas como betaina, glicina y
poliamidas que se acumulan bajo estrés por sequia como osmolitos para
mantener la turgencia celular y para estabilizar proteinas de la célula mediante

el mecanismo de ajuste osmatico (Prioul, 2006).



1.7. Ajuste osmético

El ajuste osmdtico consiste en una disminucion del potencial osmotico en los
tejidos vegetales, lo que permite la entrada de agua e impide la disminucién de
la turgencia; se origina a través de la biosintesis de osmolitos organicos de bajo
peso molecular y por el aumento de iones (Cushman, 2001).

La acumulacion de iones durante el ajuste osmatico ocurre principalmente en la
vacuola, mientras que en el citoplasma se acumulan solutos compatibles que
no afectan negativamente la funcionalidad de macromoléculas celulares (Taiz y
Zeiger, 2010). Estos solutos son moléculas organicas de bajo peso molecular
(osmolitos) como el aminoacido prolina, alcoholes-azucar como el sorbitol y el
manitol y una amina cuaternaria llamada glicina-betaina (Yancey et al., 2005)
La prolina libre se acumula en el citoplasma, y tiene varias funciones de
proteccion; se ha sugerido que la acumulacion de este soluto permite a las
plantas mantener una mejor turgencia, ademas de constituir una fuente de
energia y nitrégeno util para la planta (Fukuoka y Yamada 1984).

Por lo expuesto, el objetivo general fue analizar los efectos del estrés hidrico
durante la imposicidén progresiva de déficit hidrico, evaluando las respuestas de
dos variedades de maiz VS-22 (tolerante) y AMCCG-2 (Susceptible) desde el
punto de vista fisioldgico, asi como cambios bioquimicos.

La tesis se encuentra dividida en sietes capitulos. El primer capitulo incluye una
introduccién general que da un panorama amplio acerca del trabajo de
investigacion. El segundo capitulo aborda temas acerca de los procedimientos
y materiales que se utilizaron para cumplir con los objetivos de este trabajo. En
el tercer capitulo se analiza el efecto del déficit de agua en el crecimiento inicial

y/o longitudinal de la raiz de dos variedades de maiz (VS-22 Y AMCCG-2). Se
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utilizaron semillas recién germinadas que se colocaron en vermiculita ajustada
a diferentes potenciales de agua (-0.03, -1.0 y -1.5 MPa) a diferentes tiempos
(24, 48 y 72 h). Se evalud la elongacion de la radicula, potenciales de agua,
osmotico y de turgencia; la acumulacion de azucares (glucosa, fructosa,
sacarosa, trehalosa) almiddn, trehalosa y el aminoacido prolina. En el cuarto
capitulo, se determin6 el efecto que tiene la reduccion gradual del agua del
suelo en la planta y se determinardn: el contenido relativo de agua, potencial
osmotico, acumulacion de solutos glucosa, fructosa, sacarosa, trehalosa,
prolina y almidon en hojas de maiz de siete semanas de tratamiento por déficit
de agua. Dada la importancia de las proteinas en los procesos de regulacion de
los efectos de déficit hidrico en el tejido vegetal, se abordé en un quinto
capitulo la acumulacion de proteinas solubles en radiculas y hojas de maiz.

En general la cantidad de proteina tiene pocas modificaciones con el estrés
sugiriendo que la disminucion de la actividad puede estar relacionada a los
cambios a nivel de activacion de la enzima RUBISCO, que es la principal
enzima que participa en la fotosintesis. Ademas de lo ya descrito se da una
explicacion global en relacién a los cambios fisiolégicos y bioquimicos sufridos
por la planta y esto se trata en el capitulo 6.

Los resultados mostraron que las plantas de la variedad tolerante (VS-22),
tienen una capacidad mayor para la acumulacion de solutos y un menor efecto
en la expresion de RUBISCO durante los periodos de estrés. Lo anterior
podria ser util como un marcador para la seleccion de variedades tolerantes al

déficit hidrico.
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CAPITULO 2
MATERIALES Y METODOS
El trabajo de investigacion se realizé en los invernaderos del Colegio de

Postgraduados y en el laboratorio de Bioquimica del Postgrado en Botanica.

2.1 Caracteristicas del material vegetal

Se utilizaron dos variedades de maiz: VS-22, variedad sintética obtenida por el
INIFAP, mediante seleccién a condiciones ambientales en donde el agua fue la
limitante principal y AMCCG-2, hibrido de doble cruza desarrollado en el
Colegio de Postgraduados, para calidad de grano en procesos industriales
(nixtamalizacion), por lo que se presume que no posee tolerancia a condiciones
de déficit de agua. Ambas variedades son recomendadas para los Valles altos
del Centro de México (Puebla, Tlaxcala, Veracruz, México e Hidalgo). Son de
ciclo intermedio (150 d), tienen indice alto de cosecha y muestran tolerancia a

algunas enfermedades virales (Aquiles Carballo, 2013, comunicacién personal).

2.2 Tratamientos y mediciones

2.2.1 Experimento I: Crecimiento de radiculas de maiz con déficit de agua,
en charolas germinadoras y en condiciones de oscuridad

Se utiliz6 como sustrato vermiculita grado 1, lavada con abundante agua y se
secO en una estufa a 115°C por 72 h. posteriormente se pesaron 100 g de
vermiculita que se colocaron en bolsas de plastico a las que se le agregé 10,
12.5 y 100 mL de agua destilada, se sellaron y se incubaron por 48 h para
homogenizar el contenido de humedad. Transcurrido este tiempo se determiné

el potencial de agua (Wa) de la vermiculita para cada uno de los volumenes de
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agua adicionado, incubando una muestra de éstas en camaras psicrometricas
(Wescor C-52 Inc Utha, USA) por 4 h, y conectadas a un microvoltimetro de
punto de rocio (Wescor HR-33T Inc Utha, USA). Los valores de W, fueron -1.5.
-1.0 y - 0.03 MPa, respectivamente.

Se seleccionaron semillas de forma y tamano homogéneo que se desinfectaron
con hipoclorito de sodio comercial (Clorox) al 10%, durante 15 min. Las
semillas fueron germinadas en charolas con una cama de algodén y con una
inclinacién de 35° por 48 h, a una temperatura de 25+1 °C y en condiciones de
oscuridad (Ellis et al., 1985), este fue un tiempo suficiente para que la radicula
principal alcanzara un longitud de 35 a 40 mm en promedio. En ese momento,
la radicula de cada plantula se marco con tinta china a 2.0 mm desde el apice.
Posteriormente las plantulas fueron trasplantadas en tubos de polivinilo (PVC)
de 40 mm de diametro interno y 100 mm de longitud, contenian vermiculita
grado 1, las plantulas fueron sometidas a tres potenciales de agua (W¥a); -0.03
MPa (testigo). -1.0 (déficit de agua intermedio) y -1.5 (déficit de agua severo).
Cada tubo fue sellado en sus extremos con polietileno negro y atado con una
banda elastica, con el fin de mantener constante el WA de la vermiculita; se
mantuvieron en crecimiento por 24, 48 y 72 h en la oscuridad a una
temperatura de 25 + 1 °C.

Transcurrido el tiempo correspondiente se desarmoé el sistema de tubos PVC y
las radiculas fueron recolectadas, y se cuantifico el desplazamiento de los
segmentos a partir de 2 mm marcados previamente. Los segmentos se
colectaron y se almacenaron a -36 °C para estudios posteriores. Se utilizé un
diseno experimental completamente al azar con un arreglo factorial de

tratamientos, en el que los factores y los niveles fueron: las variedades (VS-22
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y AMCCG-2), los potenciales (-0.03, -1.0 y -1.5 MPa), y el tiempo de
crecimiento (24, 48, 72 h). Las unidades experimentales fueron grupos de 6
plantulas con 10 repeticiones de dos experimentos independientes. Se
realizaron analisis estadisticos en SAS (version 9.0) y una comparacion de
medias con la prueba de Tukey (P<0.05).

2.2.2. Experimento llI: Crecimiento de plantas de maiz con déficit de agua,
en condiciones de invernadero

El experimento se estableci6 en los invernaderos del Colegio de
Postgraduados Campus Montecillo, México (19° 29'N y 98° 45’ O, 2250 msnm)
durante el periodo de verano 2012, con una temperatura de 25 y 16 °C
(dia/noche) y una humedad relativa de 56 y 76% (dia/noche). Se usaron
semillas de dos variedades de maiz con diferencias en su nivel de tolerancia a
la sequia. VS-22 como tolerante a sequia, tiene un patrimonio genético de 25
lineas recombinadas a partir de Michoacan 21 y ha sido probada en
condiciones de sequia a nivel de campo, y AMCCG-2 considerada como
susceptible debido a que fue desarrollada bajo condiciones de riego. Las
semillas fueron lavadas con agua y esterilizadas en una solucién de hipoclorito
de sodio (15% v/v) |, posteriormente se germinaron en charolas de plastico por
72 h a 25°C, y las plantulas fueron trasplantadas en macetas de plastico de 4L
de capacidad; el sustrato fue una mezcla esterilizada de suelo de hojarasca y
peat moss en una proporcion (2:1). Después del trasplante (una planta por
maceta) las macetas se mantuvieron cercanas a capacidad de campo (CC), y
fueron cubiertas con plastico sujetado con bandas elasticas para evitar la
pérdida de agua por evaporacion. A los seis dias después de la emergencia

(DDE) se iniciaron los tratamientos de suspension de agua. Se aplicaron dos
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tratamientos de humedad: las plantas testigo estuvieron en riego constante y
cercano a CC del sustrato. Las plantas con el tratamiento de déficit de agua
consistieron en la adicion del 50 % de agua utilizada por la planta durante las
mediciones, con base en el peso total de la maceta. El régimen de riego se
aplicé tres veces por semana, durante siete semanas. La distribucion de las

macetas fue al azahar cada vez que se aplico el riego.

2.3. Andlisis estadistico

Se utilizd un disefio experimental completamente al azar con arreglo factorial
de tratamientos, en los que los factores y los niveles fueron: las variedades
(VS-22 y AMCCG-2) y el Wa del sustrato. Para el caso de las hojas fue el
mismo disefio so6lo con dos tratamientos riego y sequia, las unidades
experimentales fueron grupos de 10 plantas de maiz y con 10 réplicas dando
un total de 40 plantas por tratamiento. Se realizaron analisis estadisticos en
SAS (versidon 9.0) y una comparacion de medias con la prueba de Tukey

(P<0.05).

2.4. Contenido relativo de agua (CRA)

Se determiné el CRA de las radiculas (capitulo 3) o de la 62 hoja (capitulo 4) de
maiz (segun fuera el caso), Se tomaron muestras de 60 radiculas de plantulas
y/o una fraccion de muestra de 10 hojas de maiz por cada repeticion e
inmediatamente se determind el peso fresco (PF), se sumergieron en agua
destilada aproximadamente por 24 h y se obtuvo el peso turgido (PT). Las

muestras se colocaron en estufa por 72 h a 70 °C hasta alcanzar un peso
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constante y se determiné el peso seco (PS). Con estos datos se calculdé el CRA
de acuerdo a Kramer (2003).

CRA = (PF-PS)/ (PT-PS) X100

2.5 Potencial de agua (¥a), osmético (¥o) y de turgencia (¥r)
En el experimento 1 se cortaron pequefias secciones de radicula del
desplazamiento de los 2 mm marcados. En el experimento Il se hizo un
extracto de hoja de maiz. Estas secciones de radicula o de extracto de hoja se
colocaron en camaras psicrométricas (Wescor C-52 Inc, Utha, USA) y se
incubaron por 3 h. Transcurrido el tiempo se determin6 el Wa. EIl potencial
osmoético (Vo) se determind en las mismas muestras de tejido, después de
haber sido congeladas en nitrégeno liquido, e incubados nuevamente en las
camaras psicométricas. El potencial de turgencia (¥1) se calculé de la
diferencia entre el Wa y Yo.
El ¥, del segmento de hoja de maiz se puso en jeringas estériles y se le extrajo
la savia, posteriormente se colocaron 10 yL en un osmometro de punto de
congelacion modelo Wescor C-52 Inc, Utha, USA y el célculo fue de acuerdo a
la ecuacion:

Y, =CRT
Donde C es la concentracion de solutos en milliosmols, R es la constante de

los gases y T es la temperatura absoluta del tejido, (°K).

2.6. Extraccion y determinacion de azucares
Para la determinacién de los diferentes solutos en la elongacion de la radicula

elongada o en la 62 hoja de maiz, se realiz6 el protocolo siguiente:
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Los azucares se extrajeron con 4 a 6 incubaciones sucesivas de 10 minutos
con etanol al 80% a 70 °C, y las determinaciones se realizaron de acuerdo al
método de Scholes et al. (1996). Los extractos se evaporaron en estufa de aire
forzado a 50 °C, se disolvieron en 1 mL de agua destilada, se colocaron en
tubos eppendorf y se mantuvieron a -36 °C. Las determinaciones de glucosa,
fructosa y sacarosa se realizaron enzimaticamente por la adicion secuencial de
hexocinasa, fosfoglucosa-isomerasa e invertasa. Las absorbancias se
obtuvieron en un espectrofotometro lector de micro-placas (Multiskan Ascent,
Labsystem, Thermo). Los calculos se realizaron utilizando curvas estandares
de calibracion, preparadas previamente para cada uno de los azucares y se

expresaron en mg-g” de PF.

2.6.1 Obtencién de la curva estandar de calibracién de glucosa, fructosa y
sacarosa:
Se pesaron 15 mg de cada uno de los azucares (glucosa, fructosa y
sacarosa), los cuales se disolvieron en 6 mL de agua destilada para
obtener una solucién con una concentracioén de 2.5 mg-mL™.
A partir de esta solucidén se realizaron diluciones de 1/10, 1/20, 1/30,
1/40, 1/50, 1/60, 1/70, 1/90, 1/100, y por ultimo el blanco sin azucar (solo
agua destilada). De estas diluciones se tomaron10ul de cada uno y se
depositaron en los pozos de microplacas, la mezcla para la curva
estandar de calibracion y las muestras, por pozo se utilizaron 200 pL de
Hepes 100 mM pH 7.5 (Roche), 10 uL NAD 40 mM (Sigma), 10 uL ATP
100 mM pH 7.0 (Sigma) y 10 pL glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 0.05

U por 1 uL de amortiguador Hepes (Roche) para la determinacion de
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glucosa, se agregaron 10 uL de la enzima hexoquinasa (0.05 U por 1 uL
de amortiguador) y se dejo actuar durante 20 minutos, posteriormente se
tomo la lectura a una longitud de onda de 340 nm. Para la fructosa, se le
agregaron 10 yL de PPGI (fosfoglucosa isomerasa) 0.06 U por 1 yL de
amortiguador en el caso de sacarosa, se agregarén 10 L de la enzima
invertasa (0.8 U por 1 uL de amortiguador) se deja actuar durante 20
minutos y después se toma la lectura del espectrofotdmetro lector de

microplacas (Multiskan Ascent, Labsystem, marca Thermo, USA).

2.7 Determinacién de azucares totales

2.7.1 Método Antrona

Se pesaron 12.5 mg de glucosa y se disolvieron en 5 mL de agua (0 25 mg en
10 mL) para tener una concentracién de 2.5 mg mL ' o 2.5ug mL™". Esta
solucion se utiliz6 para obtener la curva de calibracion para determinar
azucares totales.

Las extracciones de azucares de VS-22 y AMCCG-2, se realizé de acuerdo a
Montreuil 1997. Se colocaron 300 ul de cada soluciéon estandar o muestra en
tubos de ensaye, y en otro tubo se agregé 300uL de agua (tubo blanco). A
todos los tubos se les agregaron 3 mL de la soluciéon de antrona fria y se
mezclaron durante 5 minutos en hielo, posteriormente los tubos se transfirieron
a un bano de agua a 100°C durante 10 minutos, para detener la reaccion los
tubos, se colocaron nuevamente en hielo (10 minutos), y por ultimo se midié la
absorbancia de cada tubo a 625 nm. Para calcular concentracion de azucares
totales de cada uno de las muestras problema se utilizé la curva de calibracion

elaborada previamente.
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2.8. Determinacion de Trehalosa

La cuantificacion de trehalosa se llevd a cabo de acuerdo al protocolo descrito
por Avonce et al. (2006). Se pesaron 200 mg de radicula congelada o de
muestra de hoja congelada en nitrogeno liquido y se pulverizaron en un
mortero, la muestras se re-suspendieron en un 1 mL de agua grado HPLC y se
transfirieron a tubos eppendorf de 1.5 mL, las muestras se incubaron a 95 °C
en un bafo seco y se centrifugaron a 14000 rpm por 5 min. Posteriormente, las
muestras se desionizaron en una columna de 1 mL, preparada con resinas
cationicas y anionicas y se filtraron en filtros millipore de 0.22 ym, (Figura 1).
Una vez colectada la muestra, se guardo a-20°C.

Las muestras se inyectaron en un HPLC (Waters) con un controlador 600, un
detector de indice de refraccion 2414 y un autosampler 717 (inyector
automatico). Se utilizd6 una columna supelcosil LC-NH2 de 25 cm x 4.6 mm.

Como fase movil se uso acetonitrilo-agua (75:25) a un flujo de 1 mL min
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Resina de intrecambio iénico H*
50X8-200 marca Dowex

Resina de intrecambio i6nico Ac
1X8-200 marca Dowex

Fibra de vidrio estéril

\
> Jeringa: Después de filtrada la
muestra, se ‘“inyecta” con el
émbolo a través de la unidad de
filtracion
J

| } Unidad de filtracion de 0.22um
\

hIS

Viales, se mide el volumen y se agrega
> un tanto igual de Acetonitrilo grado
HPLC filtrado.

\

Figura 1. Resume el proceso de preparacion de la columna para desionizar las muestras para

la determinacion de trehalosa.
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2.9 Determinacion de almidén

Extraccidon de almidon

Una vez extraidos los azucares solubles de radiculas y hojas, cada uno de los
residuos sélidos se congelaron y posteriormente se utilizaron para la
determinacion del contenido de almidon a través de la medicion de glucosa. Se
pesaron 200 mg de residuos sdlidos y se molieron por separado en un mortero
con nitrégeno liquido, se le adicion6 1 mL (1000 uL) de agua destilada y se
colocé en tubos eppendorf con tapa de doble seguridad, los cuales se metieron
a la autoclave durante 30 minutos a una temperatura de 121 °C; para la
digestion del almidén se tomo una alicuota de 100 pL de la muestra, a la que
se le adicion6 100 yL del amortiguador MES 500 mM con pH 4.5 (Sigma), 50
ML de a-amilasa (0.5 U de a-amilasa Sigma), por 1 yL de amortiguador MES y
50 yL de amiloglucdsidasa, y se incubaron a 37°C por 5 h.

El almidon se cuantificd a través de la medicion de glucosa como sustrato, en
un espectrofotometro marca (Jenway 6305) con una absorbancia de 340 nm.
Por cada muestra se utilizaron 400 pL de Hepes 100mM pH 7.5 (Roche), 40 pL
NAD 40 mM (Sigma), 40 yL ATP 100 mM pH 7.0 (Sigma) y 40 pL glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa 0.05 U por 1 yL de amortiguador Hepes (Roche), 40 pL
de la dilucion de la muestra y finalmente se agregaron 10 yL de la enzima
hexoquinasa 0.05 U por 1 yL de amortiguador Hepes (Roche) se dejo que la

enzima actuara durante 20 minutos y se tomo la lectura.

2.10 Determinacion de prolina
El contenido de prolina fue evaluado con el método colorimétrico descrito por
Bates et al. (1973), este método se fundamenta en la reaccién de la ninhidrina

con la prolina.
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2.10.1 Extraccion de prolina

Las determinaciones de prolina se hicieron utilizando 50 mg de material vegetal
de cada de una de las muestras:

Las radiculas de maiz (50 mg) o de hoja (50 mg) se trituraron, se mezclaron
con ninhidrina acida, sulfosalisilico al 3% y acido acético glacial en una
proporcion

1:1:1 (v/v).

e El tejido vegetal se molié con 5 mL de &cido sulfosalisilico al 3%, y se
filtra con papel Whatman N.4 (se embebe el papel con 1 mL de la

solucién acido sulfosalisico).

e Se tomaron 2 mL de muestra y se colocaron en tubos de ensaye
agregandoles 2mL de ninhidrina acida y 2 mL de acido acético glacial.
El blanco lleva o mismo en lugar de muestra, se adiciona agua
destilada. Cada tubo se agité en un vortex hasta que se obtuvo una

emulsion.

e Los tubos se cubrieron con unas canicas y se colocaron en una gradilla
a bafio maria a ebullicion durante 1 hora. Los tubos se sacaron y
sumergieron en agua fria hasta que las muestras se enfriaron
completamente (10 minutos), posteriormente se le agregaron 4 mLde
tolueno y se agitaron en el vortex. Se tomo la fase superior de color rojo
que se formd después de la agitacion y se paso a un tubo de ensaye y
se procedido a dar lectura con una absorbancia de 520 nm en un
espectro de UV/visible utilizando una curva de calibracion L-prolina

(Sigma)
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e La concentracion de prolina en el tejido se calculé con una curva de
calibracion de este aminoacido en una concentracion maxima de 1000

nmoles.

2.11 Determinacion y extraccion de proteinas

El contenido de proteinas solubles se determind en la 6a hoja de dos
variedades de maiz VS-22 y AMCCG-2. Se pesaron 300 mg de radicula y de
hojas de maiz las muestras se trituraron adicionando 3 volumenes de 300 pl de
amortiguador de extraccion (40 mM Tris H-CI, pH=8.5, 1 mM Flouroro de fenil
sulfonil y 15 mM de g-mercaptoetanol) .Esta mezcla se centrifugdé a 12,000g a
4°C por 10°, después se tomoO el sobrenadante, y de ahi se realizd la
determinacién de proteinas solubles usando el método de Bradford (1976).

La cuantificacion de proteinas se realizO con base a una curva patrén de
albumina sérica bovina, se pesaron 10 gramos de este reactivo y se disolvieron

en 5 mL de agua destilada con esto tenemos una solucion stock de 2mg/mL.

2.11.1 Separacién de proteinas en condiciones desnaturalizantes

La electroforesis en geles de poliacrilamida es uno de los métodos mas
utilizados para la purificacion, andlisis y caracterizacion de proteinas. La
técnica permite separar moléculas cargadas y hay diferencias en movilidad en
cuanto se les somete a la accion de un campo eléctrico.

En esta investigacion se prepararon minigeles de SDS-PAGE de 1mm de
grosor, y se separaron proteinas de radiculas y de hojas de maiz en
condiciones desnaturalizantes, con una unidad de electroforesis PROTEAN Il
(Diagnocell). El gel fue de tipo discontinuo, con un gel concentrador al 4% y un

gel separador al 12% Laemli (1970). Se cargaron en cada carril del gel 20 ug
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de proteina de radicula y de hoja de las variedades de maiz VS-22 y AMCCG-
2, también se prepard y separd en el gel la proteina (estandar) de RUBISCO
purificada de espinaca (0.5 pg en 20uL Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) y un kit
de proteinas (pretefiido) marcadoras de pesos moleculares conocidos. Para
cargar las muestras en los carriles se les adicioné un volumen variable de
mezcla de corrida (SDS 1 %, g-mercaptoetanol 1%, glicerol 10%, azul de
bromofenol 0.05%), de tal manera que el volumen final no excediera a 40ul.

La separaciéon de proteinas se realizd a 95 V por 4 h en un buffer de
electroforesis. Las proteinas separadas mediante SDS-PAGE se visualizaron
en el gel mediante el método de tincién azul coomassie.

2.11.2 Determinacion del peso molecular

Para la determinacion del PM se requiere la obtencién de la movilidad relativa
(Rm) del kit de proteinas marcadoras con pesos moleculares conocidos y que
fueron separadas simultdneamente con las diferentes muestras de proteinas

solubles sujetas a electroforesis en gel.

Rm = Distancia recorrida de una determinada proteina desde el origen del gel

Longitud total del gel o frente del colorante

El Rm de las proteinas de PM conocido se grafica vs el logyy de cada PM
especifico para cada proteina marcadora, y se obtiene una ecuacion por
regresion lineal.

La determinacién de los PM de las proteinas de las muestras se realiza por
comparacion de la movilidad relativa de estas proteinas vs proteinas
marcadoras de PM conocido, o bien por sustitucion de los valores de Rm de las
proteinas desconocidas en la ecuacion de regresion lineal obtenida con las

proteinas marcadoras.
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2.11.3 Inmunodeteccion de RUBISCO

Los geles con las proteinas separadas sin tedir fueron transferidos a
membranas de nylon cargadas positivamente de 0.2 ym (Mini Trans-Blots), con
una fuente de poder a 250 mA por 2h, y en un buffer de transferencia (25 mM
de Tris-HCI, 192 mM de glicina y 20% de metanol V/V) (Towbin et al., 1979).
Posteriormente el blot se seco al aire por 20 veinte minutos y se almaceno en
una bolsa ziplock a -20°C hasta la inmunodeteccion de la proteina RUBISCO.
Para la inmunodeteccion de RUBISCO el blot se colocé en una charola con
solucion de bloqueo (5 % de leche desengrasada (Sveltis) en 248 mM de Tris
pH 7.4; 150 mM de NaCl y 0.5% de Tween 20) por dos horas en agitacion
suave y constante, después se realizaron 3 minilavados de 8 minutos cada uno
con TBS-T, después de los lavados la membrana se incubo por dos horas con
el primer anticuerpo (anti-Rubisco subunidad grande) diluido 1/4500 (Abcam)
en TBS-T a temperatura ambiente, posteriormente, se realizaron 4 minilavados
de 8 minutos con TBS-T, la membrana fue incubada con el segundo anticuerpo
policlonal acoplado a peroxidasa (diluido 1/10,000 Abcam ) por dos horas a
temperatura ambiente en agitacion suave, e inmediatamente después se
realizaron 4 minilavados de 8 minutos. El procedimiento para el revelado de la
RUBISCO de maiz en la membrana de nylon se realizé por Diaminobencidina
(DAM Sigma) 1mg/10mLde PBS 20mM en presencia de peroxido de hidrégeno
al 30%, por 7 minutos. Una vez reveladas las bandas se precipitaron, se
enjuago tres veces con agua destilada por 5 minutos en agitacién suave y en
oscuridad.

Para el analisis de la bandas de las proteinas inmunodetectadas, los blots se

escanearon y se almacenaron como archivos electronicos. El patron de la
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masa molecular, RUBISCO y el estandar de RUBISCO (Sigma) se
determinaron utilizando la herramienta de medicién de densidad en Imagen J

(Imagine 1.34s; http://rsbnih.gov/ij). Los efectos de los tratamientos de sequia

versus riego fueron analizados comparando las densidades con su testigo
respectivo. Los SDS-PAGE y analisis de los blots se repitieron tres veces. Se

realizé un analisis estadistico de comparacion de medias de Tukey (P< 0.05).
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CAPIiTULO 3
EFECTO DEL ESTRE HIDRICO EN LA ELONGACION DE LA RADICULA Y
EN LA ACUMULACION DE SOLUTOS EN Zea mays L.

ABSTRACT
In this work we studied the effects of water deficit on the elongation of root tips of

maize seedlings and the solutes accumulation in the varieties VS-22 (tolerant) and
AMCCG-2 (susceptible). Three-millimeter long primary roots were labeled with black
ink in the first two mm and their growth was continued for 24, 48 and 72 h in PVC tubes
filled with vermiculite at three different water potentials (¥, -0.03, -1.0 and -1.5 MPa).
Root elongation, different sugar and proline accumulation were determined after the
incubation period. The Ww of the substrate affected the dynamics of the primary root
elongation in both varieties, in particular at the lower ¥,, (-1.5 MPa), inhibiting root
growth 70 % for VS-22 and 90% for AMCCG-2. Osmotic potential (¥,) was reduced
substantially in both varieties maintaining root tissue turgor; however, VS-22 had the
highest turgor (0.67 MPa) compared to 0.2 MPa registered in AMCCG-2. These results
suggest a capacity of osmotic adjustment in both varieties. The presence of sugars
accumulation was evidenced from the first 24 h of radicle growth. Their concentration
was higher for VS-22 compared with AMCCG-2 and the lower the Y¥,,, the higher the
sugar accumulation. The presence of trehalosa was evidenced, showing significant
accumulation differences, with values of 89.9 yg/mL PF and 28.6ug/mL PF in VS-22
and AMCCG-2, respectively. Starch accumulation also showed significant differences
between the primary roots of these two maize varieties, with a lower level in VS-22.
The proline concentration also increased as the severity of water deficit was higher in
both varieties. At 72 h the amount of proline in VS-22 was almost two-fold higher (16.2
umoles g™) than in AMCCG-2 (5.19 umoles g'). The accumulation of solutes in the
primary root growth zone may be an indicator of osmotic adjustment, to maintain turgor

and therefore the growth of seedlings.
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3.1. INTRODUCCION

El déficit hidrico afecta el crecimiento vegetativo de los cultivos y puede reducir
su productividad hasta 70% (Boyer, 1982; Edmeades, 1993; Jensen, 1995;).
Sin embargo, cuando las plantas perciben déficit hidrico se activan
mecanismos de adaptacion a nivel fisioldgico, metabdlico y genético (Chaves,
2004). Entre las principales adaptaciones se encuentran el mantenimiento de la
turgencia celular, cambios en la fluidez y modificacion de la membrana,
reduccion de la actividad fotosintética, cambios en el metabolismo del carbono
y en la acumulaciéon de solutos (Chaves et al., 2004). Dependiendo de la
capacidad adaptativa que tenga la especie para tolerar sequia sera la magnitud
del cambio en las adaptaciones mencionadas (Atikson et al., 2000; Baud et al.,
2004; Massonnet et al., 2007).

En el cultivo de maiz se han seleccionado variedades que toleran condiciones
moderadas de sequia, esta tolerancia es con base a la capacidad de realizar
cambios fisioldgicos y metabdlicos (Skirycz et al., 2010; Cramer, 2011). La raiz
es el 6rgano primario sensor de déficit de agua en el suelo, y en plantulas de
maiz se ha podido observar que el apice de la raiz continua creciendo aun en
potenciales de agua del sustrato hasta de -1.6 MPa (Sharp y Davies, 1979;
Westgate, 1985; Sharp y Hsiao, 1988), y esta es una caracteristica de
adaptacion a condiciones limitantes de agua, la cual es crucial para la
formacion de la parte aérea de la planta (Sharp y Davies 1979; Westgate, 1985;
Hsiao 2000; Mineo, 2010). Se ha observado en maiz que la zona de elongacion
de la radicula expuesta a condiciones de déficit de agua presenta capacidad de
ajuste osmatico, con un incremento del 45% en la concentracién de prolina

(Sharp et al., 1990; Voetberg y Sharp, 1991).
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Aunque existen estudios fisioldgicos en relacion a la elongacién de la radicula
de plantas de maiz en condiciones de estrés hidrico, es muy importante
continuar con la identificacion y obtencidn de germoplasma de maiz que
presente caracteristicas fisiologicas y bioquimicas clave ante esta condicidon
adversa. Se espera que los materiales considerados como tolerantes a sequia
puedan tener una mejor eficiencia de uso de agua y acumulacion de solutos,
que les permita continuar creciendo ante el agobio de agua. Por lo anterior, el
objetivo del presente estudio fue determinar el efecto de la disminucion de
humedad del sustrato en el crecimiento longitudinal de la radicula, y la
acumulacién de solutos, en dos variedades de maiz contrastantes en su

respuesta al déficit hidrico VS-22 y AMCCG-2.
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3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Material Vegetal

Se utilizaron dos variedades de maiz: VS-22, material seleccionado para
condiciones ambientales en donde el agua fue la limitante principal y AMCCG-
2, material seleccionado para calidad de grano en procesos industriales
(nixtamalizacion), por lo que se presume que no posee tolerancia a condiciones
de déficit de agua.

Estado de México y recomendadas para los Valles altos del Centro de México
(Puebla, Tlaxcala, Veracruz, México e Hidalgo). Son de ciclo intermedio (150
d), tienen indice alto de cosecha y muestran tolerancia a algunas

enfermedades virales (Aquiles Carballo, 2013, comunicacién personal).

3.2.2 Tratamientos y Mediciones

Se utiliz6 como sustrato vermiculita grado 1, lavada con abundante agua y se
secO en una estufa a 115 °C por 72 h. Posteriormente se pesaron 100 g de
vermiculita y se colocaron en bolsas de plastico y se les agrego 10, 12.5y 100
mL de agua destilada, se sellaron y se incubaron por 48 h para homogenizar el
contenido de humedad. Transcurrido este tiempo se determiné el potencial de
agua (Wa) de la vermiculita para cada uno de los volumenes de agua
adicionado, incubando una muestra de éstas en camaras psicomeétricas
(Wescor C-52 Inc, Utha, USA) por 4 h, y conectadas a un microvoltimetro de
punto de rocio (Wescor HR-33T Inc, Utha, USA). Los valores de Wa obtenidos

fueron -1.5, -1.0 y -0.03 MPa, respectivamente.
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Se seleccionaron semillas de forma y tamafio homogéneo y se desinfectaron
con hipoclorito de sodio comercial (Clorox®) al 10 %, durante 15 min. Las
semillas fueron germinadas en charolas con una cama de algodon y con una
inclinacién de 35° por 48 h, a una temperatura de 25+1 °C y en condiciones de
oscuridad (Ellis et al., 1985), este fue un tiempo suficiente para que la radicula
principal alcanzara una longitud de 35 a 40 mm en promedio. En ese momento,
la radicula de cada plantula se marcé con tinta china a 2.0 mm desde el apice.
Posteriormente las plantulas fueron trasplantadas en tubos de cloruro de
polivinilo (PVC) de 40 mm de diametro interno y 100 mm de longitud, contenian
vermiculita grado 1, las plantulas fueron sometidas a tres potenciales de agua
(Wa); -0.03 MPa (testigo), -1.0 (déficit de agua intermedio) y -1.5 MPa (déficit de
agua severo). Cada tubo fue sellado en sus extremos con polietileno negro y
ajustado con una banda elastica, con el fin de mantener constante (en lo
posible) el W de la vermiculita, y se mantuvieron en crecimiento por 24,48 y 72
h en la oscuridad a una temperatura de 25 + 1 °C.

Transcurrido el tiempo correspondiente se desarmoé el sistema de tubos PVC y
las radiculas fueron recolectadas, y se cuantifico el desplazamiento de los
segmentos de 2 mm marcados previamente. Los segmentos se colectaron y se
almacenaron a -36 °C para estudios posteriores. Se utiliz6 un disefio
experimental completamente al azar con un arreglo factorial de tratamientos, en
el que los factores y los niveles fueron: las variedades (VS-22 y AMCCG-2), los
potenciales (-0.03, -1.0 y -1.5 MPa), y el tiempo de crecimiento (24, 48, 72 h).
Las unidades experimentales fueron grupos de 6 plantulas con 10 repeticiones

de dos experimentos independientes. Se realizaron analisis estadisticos en
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SAS (version 9.0) y una comparacion de medias con la prueba de Tukey

(P<0.05).

3.2.3 Contenido relativo de agua (CRA)

Se determinod el CRA de las radiculas en cada uno de los Wa del sustrato Se
tomaron muestras de 60 radiculas de plantulas de maiz por cada repeticion e
inmediatamente se determiné el peso fresco (PF), se sumergieron en agua
destilada aproximadamente por 24 h y se obtuvo el peso turgido (PT). Las
muestras se colocaron en estufa por 72 h a 70 °C hasta alcanzar un peso
constante y se determiné el peso seco (PS). Con estos datos se calculé el CRA

de acuerdo a Kramer (2003).

CRA = (PF-PS)/ (PT-PS) X100

3.2.4 Potencial de agua (¥a), osmético (¥o) y de turgencia (¥r1) de la
radicula

Se cortaron pequefas secciones de radicula del desplazamiento de los 2 mm
marcados. Estas secciones se colocaron en camaras psicrométricas (Wescon
C-52 Inc, Utha, USA) y se incubaron por 3 h. Transcurrido el tiempo se
determiné el Wa. El potencial osmoético (Wo) se determind en las mismas
muestras de tejido, después de haber sido congeladas en nitrogeno liquido, e
incubados nuevamente en las camaras psicométricas. El potencial de turgencia

(W7) se calculé de la diferencia entre el Wa y Yo.
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3.2.5 Determinacion de solutos
Para la determinacién de los diferentes solutos en la radicula, se utilizé también

el desplazamiento de los 2 mm marcados desde el apice de la radicula.

Los azucares de los apices (50mg) se extrajeron con 4 a 6 incubaciones
sucesivas de 10 minutos con etanol al 80% a 70 °C, y las determinaciones se
realizaron de acuerdo al método de Scholes et al. (1996). Los extractos se
evaporaron a 50 °C, se disolvieron en 1 mL de agua destilada, se colocaron en
tubos eppendorf y se mantuvieron a -38 °C. Las determinaciones de la glucosa,
fructosa y sacarosa se realizaron enzimaticamente por la adicion secuencial de
hexocinasa, fosfoglucosa-isomerasa e invertasa. Las absorbancias se
obtuvieron en un espectrofotometro lector de micro-placas (Multiskan Ascent,
Labsystem, Thermo). Los célculos se realizaron utilizando curvas estandares
de calibracion, preparadas previamente para cada uno de los azucares y se

expresaron en mg-g” de PF.

3.2.6 Determinacion de Trehalosa

La cuantificacion de trehalosa se llevd a cabo de acuerdo al protocolo descrito
por Avonce et al.,, (2006). Se pesaron 200 mg de radicula congelada en
nitrégeno liquido y se pulverizaron en un mortero, la muestras se re-
suspendieron en un 1 mL de agua grado HPLC y se transfirieron a tubos
eppendorf de 1.5 mL, las muestras se incubaron a 95 °C en un bafio seco y se
centrifugaron a 14000 rpm por 5 min. Posteriormente, las muestras se
desionizaron en una columna de 1 mL preparada con resinas catidnicas y
anionicas y se filtraron en filtros millipore de 0.22 um. Las muestras se

inyectaron en un HPLC (Waters) con un controlador 600, un detector de indice
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de refraccion 2414 y un autosampler 717 (inyector automatico). Se utilizé una
columna supelcosil LC-NH2 de 25 cm x 4.6 mm. Como Fase movil se usoé

acetonitrilo-agua (75:25) a un flujo de 1 mL min™.

3.2.7. Determinacién de prolina

El contenido de prolina fue evaluado con el método colorimétrico descrito por
Bates et al. (1973), este método se fundamenta en la reaccion de la ninhidrina
con la prolina. Las radiculas de maiz (50 mg) se trituraron, se mezclaron con
ninhidrina acida, acido sulfosalicilico al 3% y acido acético glacial en una
proporcion 1:1:1 (v/v). Las muestras se incubaron en bafio maria a 100 °C por
1 h, la reaccién se detuvo con hielo y el cromoéforo se extrajo afiadiendo 4 mL
de tolueno. La concentracién de prolina en el tejido se calcul6 utilizando una
curva de calibracion de este aminoacido, en una concentracion maxima de

1000 nmols.
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 Longitud de la radicula (cm)

En la Figura 1 se observa que el sustrato con un WA de -0.03 MPa (testigo) y
después de 72 h de incubacion se obtuvo la elongacidon maxima de los 2 mm
marcados desde el apice de la radicula, los valores fueron de 12.4 y 12.1 cm
en VS-22 y AMCCG-2, respectivamente. Conforme el W del sustrato
disminuyé a -1.0 y -1.5 MPa, la elongacién de los apices se redujo
gradualmente hasta alcanzar 3.5 cm en VS-22 y 1.2 cm en AMCGG-2 a -1.5
MPa y después de 72 h de incubacion. Fue interesante notar que no hubo
inhibicion completa en el crecimiento (Figura. 1 y Figura. 2) en las dos
variedades de maiz estudiadas, y la reduccion de la elongacién fue mas
drastica para las radiculas de la variedad AMCCG-2 (1.2 cm). Estos resultados
mostraron diferencias significativas (P< 0.05) en ambas variedades, y en

funcién de los diferentes Wa del sustrato.
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Figura 1. Elongacion del apice de la radicula de dos variedades de maiz crecidas en diferentes
potenciales hidricos (W,) del sustrato (-0.03, -1.0 y -1.5 MPa) y con diferentes tiempos de

incubacion (24, 48 y 72 h). Los puntos son el promedio + E.E. (n =10).

El sustrato con W4 de -1.5 MPa provocé una reduccién en la elongacion de la
radicula del 70% para VS-22, mientras que para AMCCG-2 la afectacion fue de
un 90%, a las de 72 h de incubacion. A pesar de la reduccion en la elongacion
longitudinal del apice de la radicula, se mantuvo el crecimiento de la misma
(Figura 1 y Figura 2). Ademas, se observo que el apice radicular mostré un
aspecto delgado y sin crecimientos de raices secundarias cuando fueron

sometidas a -1.0 y -1.5 MPa (Figuras 2 Ay B).
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Figura 2. Elongacién de la radicula de maiz (A) VS-22, (B) AMCCG-2 en diferentes potenciales
hidricos (W,) del sustrato (-0.03, -1.0 y -1.5 MPa) y con diferentes tiempos de incubacion (24,

48y 72 h).

3.3.2 CRA y Relaciones hidricas

En la Figura 3 se observa que el CRA mostré porcentajes de 95 y 90%, para
VS-22 y AMCCG-2, respectivamente, con el Wa -0.03 MPa; sin embargo, el ¥a
de -1.5 MPa disminuyé el CRA hasta el 30 % para VS-22 y el 45% para
AMCCG-2. Se observaron diferencias significativas (P< 0.05) en las

interacciones (Var* Wa* tiempo).

44



100 ~

a I \V/S-22
b R
D [ AMCCG-2
a
;\? 80 A
‘m’ b a
> 1 b
© —
g 60 -
o
=
©
o
° 40 A
°
c
2
5
O 20 A
0 T T T
-0.03 -1.0 -1.5

Potencial hidrico del sustrato (MPa)

Figura 3. Contenido relativo de agua en radicula de dos variedades de maiz crecidas en tres
potenciales de agua del sustrato (-0.03, -1.0 y -1.5 MPa), y con diferentes tiempos de
incubacion (24, 48 y 72 h). Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas (P<

0.05). Cada barra son el promedio + E.E (n =10).

En las Figuras. 4 A, By C se observd que cuando el Wa del sustrato fue el mas
alto (-0.03 MPa) y después de 72 h de incubacioén los Wa y de ¥, de los apices
de VS-22 fueron de -0.18 y -0.56 MPa, para AMCCG-2 fueron de -0.24, y de -
0.78 MPa. A medida que el Wa del sustrato disminuyé (-1.0 y -1.5 MPa) el Ya y
Y, de los apices se redujeron drasticamente, de tal manera que para el WYa en
el substrato de -1.5 MPa VS-22 registré un W4 en el tejido de -3.0 y un ¥, de -
3.7 MPa, mientras que para AMCCG-2 el W4 fue de -2.5 MPa y el de ¥, de -

2.79 MPa.
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Figura 4. Potencial hidrico (A), potencial osmético (B) y potencial de turgencia (C) de los apices
de las radiculas en dos variedades de maiz, crecidas en diferentes potenciales de agua (W¥a)
del sustrato (-0.03, -1.0 y -1.5 MPa) y a las 72 de incubacién. Letras diferentes indican

diferencias estadisticas significativas (Tukey 0.05). Las barras son el promedio + E.E (n =10).

Es importante observar que cuando el substrato tuvo el W4 -0.03 MPa, el
potencial de turgencia (¥1) fue estadisticamente similar en los dos materiales
de maiz, sin embargo cuando el W4 del substrato disminuyo hasta valores de -
1.5 MPa, la diferencia del mantenimiento en la turgencia entre los dos
materiales de maiz, fue muy clara. La variedad VS-22 presento los valores de
turgencia promedio de 0.67 MPa, comparado con un valor de turgencia de

0.16 MPa para el material AMCCG-2 (Figura 4C).

3.3.3 Determinacion y acumulacion de solutos

Las Figuras 5A, 5B y 5C muestran que con un W4 del sustrato de -0.03 MPa se
detectd la presencia de glucosa, fructosa y sacarosa en los apices de las
radiculas de las variedades de maiz VS-22 y AMCCG-2, después de 24, 48 y

72 h de incubaciéon, la acumulacion de estos solutos se incrementd
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sustancialmente cuando la radicula fue sometida a WA de -1.0 y -1.5 MPa.
Estos incrementos fueron mas altos a medida que el Wa del sustrato fue mas
severo hasta de -1.5 MPa, y después de 72 h de incubacion. La acumulacién
de estos tres azucares mostraron diferencia estadistica significativa (P<0.05) a
través del tiempo, y estas diferencias fueron mas evidentes a las 72 h de

incubacion, con un déficit de agua mas severo (-1.5 MPa).
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Figura 5. Acumulacién de glucosa (A), fructosa (B) y sacarosa (C), (mg-g™'PF) en los apices de
las radiculas de dos variedades de maiz, crecidas en diferentes potenciales de agua (W¥,) del
sustrato (-0.03, -1.0 y -1.5 MPa) y con diferentes tiempos de incubacion (24, 48 y 72 h). Letras
diferentes indican diferencias estadisticas significativas (Tukey 0.05). Cada punto son el

promedio + E.E (n=10).
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En general, se observd que después de 24 h de incubacién los azucares
glucosa, fructosa y sacarosa fueron detectados y éstos se incrementaron
linealmente cuando el déficit de agua del sustrato fue mas severo (-1.5 MPa), y
después de 72 h de incubacion. En estas condiciones la variedad VS-22
presentd mayor acumulaciéon de estos azlcares; glucosa (14.9 mg g PF),
fructosa (10.3 mg g’ PF) y sacarosa (15.8 mg g~ PF), comparada con la
variedad AMCCG-2, que mostré una acumulacion menor en estos compuestos;
para glucosa (12.1 mg g™ PF), fructosa (7.3 mg g PF) y sacarosa (5.8 mg g™
PF).

La acumulacion notable de otro importante osmolito fue la trehalosa. En la
Figura 6 se observd la ausencia total de este disacarido cuando el Wa del
sustrato fue de -0.03 MPa, en ambas variedades de maiz. La presencia de la
trehalosa en el apice de la radicula se evidencio cuando el Wa del sustrato se
redujo a -1.0 MPa, en particular, la variedad VS-22 fue la que registré la
presencia mayor de trehalosa (26.9 ugmL™" PF) desde las primeras 24 h de
incubacion y se incrementd sustancialmente a las 72 h, alcanzando valores de
89.9 ugmL™ PF, mientras que la variedad AMCGG-2 evidencio su presencia
hasta las 48 h (21 pygmL' PF) de tratamiento y no mostré incrementos

sustanciales a las 72 h (28.6 ugmL™ PF).
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Figura 6. Acumulacion de trehalosa (ug/mL'1) en los apices de las radiculas en dos variedades
de maiz, crecidas en diferentes potenciales de agua (¥,) del sustrato (-0.03, -1.0 y -1.5 MPa) y
con diferentes tiempos de incubacion (24, 48 y 72 h). Letras diferentes indican diferencias

estadisticas significativas (Tukey 0.05). Cada punto son el promedio + E.E (n =10).

La Figura 7 Muestra la presencia de almidén en los apices de la raiz de la
variedad VS-22 y de la variedad AMCCG-2 cuando el potencial de agua del
sustrato fue de -0.03 MPa y después de 24 h de incubacién, y a medida que el
tiempo de incubacién avanzd hasta 72 h, se observd que la elongacion del
apice aumento y la acumulacién de almidén disminuyd. Esta misma tendencia
de disminucion del almidon, aunque de manera mas drastica se observo
cuando el potencial de agua fue de -1.5 MPa, y a las 72 h de incubacion, para

ambas variedades de maiz.
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Figura 7. Concentracion de almidon (mg g'1 PF) en los apices de las radiculas en dos
variedades de maiz, crecidas con diferentes potenciales de agua (W¥,) del sustrato (-0.03, -1.0 y
-1.5 MPa) y con diferentes tiempos de incubacion (24, 48 y 72 h). Letras diferentes indican

diferencias estadisticas significativas (Tukey 0.05). Cada punto son el promedio + E.E (n =10).

En el YA de -1.0 MPa a las 48 h se detectdé un incremento del 70 % en la
acumulacién de almidon para VS-22, sin embargo, a las 72 h disminuyd
significativamente posiblemente por el déficit hidrico mas severo, mientras que

en la variedad susceptible solo disminuyo un 30%.

3.3.4 Determinacion de prolina

En el Cuadro 1, se observa la presencia de prolina en los apices de la radicula
en las dos variedades de maiz, en los diferentes tiempos de incubacion (24, 48
y 72 h) y con un Wx del sustrato de -0.03 MPa. Cuando el Wa del sustrato se
redujo a -1.5 MPa los valores en la acumulacién de prolina se incrementaron
notablemente. Esta acumulacion fue mas evidente en la variedad VS-22 a las

72 h de crecimiento, la prolina se incrementé hasta un 86 % comparado con los
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valores observados con un WA de -0.03 MPa, mientras que el incremento de
prolina para AMCCG-2 fue de solo cinco veces mas (72 %). La proporcion
diferencial en la acumulacion de este aminoacido entre variedades fue de 3:1
para VS-22 y AMCCG-2, respectivamente, a las 72 h La concentracién de
prolina mostré diferencias significativas entre variedades, entre los diferentes
Ya (-0.03, -1.0 y -1.5 MPa), asi como, en los tiempos de muestreos evaluados

(24, 48 y 72 h).

Cuadro 1. Acumulacién de prolina (umol g'1 PF) de los apices de las radiculas en dos
variedades de maiz, crecidas en diferentes potenciales de agua (¥,) del sustrato (-0.03,-1.0y -
1.5 MPa) y con diferentes tiempos de incubacion (24, 48 y 72 h). Letras diferentes indican

diferencias estadisticas significativas (Tukey 0.05). Cada punto es el promedio + E.E (n =10).

HORAS
Variedades Wa (MPa) 24 48 72
-0.03 0.09¢+0.12 1.38d+0.11 2.31 cd+ 0.32
VS-22 -1.0 1.7b+0.16  3.67c+0.26 4.40 bc +0.27
-1.5 6.177b+£0.80 7.30b+0.36 [16.2a+1.3
-0.03 0.76¢c £0.09 1.04d+0.1 1.32d+£0.3
AMCCG-2 -1.0 1.30cd £0.14 3.7¢+£0.40 427c+0.37
-1.5 0.54c+0.03 6.1b+0.42 5.19bc +0.90

Medias + con distinta letra indican diferencias estadisticamente significativas entre columnas

con P<0.05. EI E.E., n=10.
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3.4. DISCUSION

3.4.1 Longitud de la radicula

Los resultados obtenidos en esta investigacion demostraron que el apice de la
radicula de maiz mantuvo su elongacion continua por 72 h, aun en W del
sustrato de hasta -1.5 MPa. La reduccion del W4 en el sustrato provoco una
disminucién diferencial en el crecimiento longitudinal de la radicula entre las
dos variedades de maiz, en la variedad VS-22 éste se redujo hasta el 70 %
comparado con el Wp de -0.03 MPa, mientras que en AMCCG-2 la reduccién
del crecimiento longitudinal alcanzé un valor de 90%. Sin embargo, el
crecimiento se mantuvo y en ninguna de las dos variedades se presento la
inhibicion completa del crecimiento del apice. Al mismo tiempo, se observo que
la disminucién en la humedad del sustrato (-1.5 MPa) afecté la funcion celular
de la radicula provocando un ¥ promedio del tejido de -3.0 MPa, y aun en
estas condiciones se mantuvo el crecimiento longitudinal de manera discreta,
tal vez debido a que la zona de diferenciacién y elongacion celular se
encuentran cerca del apice, como fue reportado por Baskin (2000) y Baluska
(2001), indicando que se establece un gradiente de humedad continuo en el
tejido de la raiz (Sharp y Davies 1979).

Se ha propuesto que la raiz se diferencia en zona de diferenciacion (meristemo
apical), zona de elongacién y zona de terminacion (Wu y Cosgrove 2000;
Baluska, 2001; Baluska, 2010), y que presentan diferentes respuestas al
estrés. Verslues et al. (1990 y 1998) y Pritchard et al. (1993) observaron que
las paredes de la zona de transicion de la regidn de alargamiento y de los
apices radiculares del maiz son muy sensibles a la acidificacion, que estimula
la elongacion celular, y por lo tanto, sus células mantienen su crecimiento aun
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con déficit de agua severo. El incremento y mantenimiento de la elongacién de
la radicula en maiz VS-22 a W de -1,0 y -1.5 MPa en el substrato, puede
considerarse como un mecanismo adaptativo de tolerancia a la sequia,
evitando los efectos adversos que provoca el déficit hidrico.

El crecimiento continuo del sistema radicular en condiciones de escasez de
agua se considera como una caracteristica determinante para garantizar el
establecimiento y la supervivencia de las plantas, la raiz permite un anclaje
efectivo al sustrato y una penetracion en capas mas profundas del suelo en
donde puede encontrar agua, absorberla y moverla al tallo, para mantener el
crecimiento de la parte aérea de la planta (Sharp, 1999;y 2004 Siemens, 2004,

Baluska, 2010; Chaves, 2003; Chaves, 2004; Potocka et al., 2011).

3.4.2 Relaciones hidricas y acumulacioén de solutos

Se determiné el CRA en las variedades de maiz VS-22 y AMCCG-2 sometidas
a déficit hidricos del sustrato de -0.03, -1.0 y -1.5 MPa y con 72 h de
incubacion. La variedad VS-22 mostré una disminucion del CRA del 30%,
mientras que AMCCG-2 resulté mas afectada disminuyendo hasta un 35%,
estos valores porcentuales de déficit de agua de intermedio (-1.0 MPa) a
severo (-1.5 MPa), mantuvieron turgentes los apices de las raices y sin inhibir
Su crecimiento.

El WA en la radicula de las dos variedades de maiz utilizadas (VS-22 y
AMCCG-2) creciendo en un substrato con WA de -1.5 MPa por 72 h, provoco
una disminucion de hasta -3.0 y -24 MPa para VS-22 y AMCCG-2,
respectivamente. El Wo se redujo, y el valor fue menor en VS-22 (-3.7 MPa)

comparado con -2.7 MPa en la variedad AMCCG-2.
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Estos resultados fueron similares a los encontrados por Serraj y Sinclair (2002)
donde hubo una reduccion del Wo y se reflej6 en el incremento de la
acumulacion de solutos en el tejido radicular. En este trabajo se acumularon en
mayor o menor grado los monosacaridos glucosa y fructosa (Figura 5), los
disacaridos sacarosa (Figura 5) y trehalosa (Figura. 6), asi como, el almidén y
la prolina en los apices de la radicula de ambos materiales de maiz de VS-22 y
AMCCG-2. La deteccion de los azucares, en particular de la glucosa, fructosa y
sacarosa, asi como de la trehalosa en etapas muy tempranas del desarrollo de
las plantulas de maiz sometidas a déficit de agua, ha sido a la fecha poco
documentado, y los estudios realizados hasta el momento involucran azucares
totales, reductores, acido abcisico (ABA), prolina, etc. (Chavez, 2004). La
deteccidon de estos solutos en estas etapas del desarrollo de las plantulas no
son derivadas del proceso de fotosintesis, mas bien son resultado del érgano
de almacenamiento (endospermo), simultaneamente con la reduccion del Yo
mostrado por las variedades de maiz. En plantas superiores se ha reportado la
presencia y acumulaciéon de algunos de los solutos mencionados en
condiciones de déficit hidrico (Lannucci, 2004; Chavez, 2004), pero no han sido
evidenciados en etapas muy tempranas del desarrollo de la raiz, como se
muestra en este estudio.

La magnitud en la reduccion del W y del Wo en la radicula, generaron un
mantenimiento de turgencia en ambos materiales de maiz, siendo mayor en
VS-22 con un valor de 0.67 MPa, mientras que para AMCCG-2 fue de 0.16
MPa. Lo anterior sugiere que ambas variedades llevaron a cabo un ajuste
osmotico, con una mejor respuesta a la escasez de agua en la variedad VS-22

que fue seleccionada en ambientes limitantes de humedad.
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Los resultados obtenidos en esta investigacion mostraron que las plantas de
maiz VS-22 y AMCCG-2 presentaron diferencias varietales en la sensibilidad a
la disminucién del Wa del sustrato y en la acumulacion de solutos. La variedad
que es considerada tolerante a sequia VS-22 presenté una mayor acumulacién
de solutos comparada con AMCCG-2, ya que VS-22 acumulé 1.5 veces mas
glucosa, 2.9 veces mas fructosa y 4.1 veces mas sacarosa. El incremento de
azucares se ha observado en plantulas de maiz con déficit hidrico, como una
respuesta activa y relacionada con ajuste osmoético (Mineo et al., 2010). Esta
respuesta mostrada por la radicula de maiz, también ha sido observada en los
trabajos de Nayer y Reza (2008), en donde las raices del maiz 701 acumularon
casi el doble de azucares cuando el Wa fue de -1.76 MPa, los autores infirieron
que esta acumulacién se debioé a que la concentracion del almidon disminuyo
debido al desdoblamiento del mismo a moléculas de glucosa.

Por otro lado, se ha observado que en muchas especies de plantas como
Arabidopsis thaliana, Oryza sativa, Zea mays L, Solanum tuberosum, el
almidén se degrada y los productos finales se usan para la sintesis de
sacarosa, durante estrés hidrico (Smith et al., 2004; 2005), ademas la sacarosa
puede funcionar como una molécula de senalizacion del estrés en la regulacion
del metabolismo de las plantas (Koch et al.1996). Estos resultados apoyan la
idea de que el déficit hidrico induce en VS-22 una eficiente translocacion de
carbono hacia el apice de la radicula, lo que se podria considerar como una
estrategia adaptativa que le permite comportarse como una variedad tolerante
a sequia.

La trehalosa fue otro de los solutos que se detectdé cuando la radicula se

desarroll6 en el sustrato con WA de -1.0 y -1.5 MPa, este disacarido se
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incrementd notablemente en funcidn de los tiempos de tratamiento a las 24, 48
y 72 h, los valores registrados para VS-22 fueron hasta de 3.2 veces mas con
respecto a AMCCG-2. Es importante resaltar la deteccion de este soluto en
etapas muy tempranas del desarrollo de la raiz y en las condiciones
experimentales de esta investigacioén, y que a la fecha no ha sido reportada,
por lo que su funcidn aqui no esta bien definida, pero es probable que su
presencia contribuya al crecimiento del &apice radicular, asi como un
osmoprotector que contribuye al mantenimiento de la elongacion.

Se sabe que este azucar se acumula en grandes cantidades en organismos
altamente resistentes a la desecacion, como algunas plantas de resurreccion,
en tardigrados y levaduras (Zentella et al., 1999). La principal evidencia de la
presencia de la trehalosa en las plantas, proviene de los proyectos de
secuenciacion genomica de especies como Arabidopsis thaliana, Oryza sativa,
Zea mays u otros (Paul et al., 2008; Zhou et al., 2013). La trehalosa parece
estar asociada a los mecanismos de adaptacion de las plantas al estrés
abidtico, funcionando como un osmoprotector, y el intermediario trehalosa 6-
fosfato parece estar involucrado en la sefalizacién del estrés, asi como en la
regulacion del metabolismo del carbono y la fotosintesis (Paul et al., 2008;
lturriaga et al., 2009). Se han producido plantas transgénicas de Arabidopsis
thaliana y Oryza sativa que acumulan mas trehalosa, lo cual las vuelve mas
tolerantes a diferentes tipos de estrés abiotico, como la sequia, salinidad, frio y
choque térmico (Garg et al., 2002; Miranda et al., 2007).

Contrario a la acumulacién de los osmolitos descritos, nuestros estudios
mostraron la presencia de almidén, que no presentd incrementos notables, y

mas bien su concentracién se redujo hasta el 67.5% en VS.22 y hasta el 76%

57



para AMCCG-2, después de 72 h de incubacién, su reducciéon fue mas drastica
(61.1%) cuando el Wa fue de -1.5 MPa en VS-22. Posiblemente, la variedad
VS-22 mostré disminucién de almidén debido a cambios de codependencia
provocados por el ambiente adverso y que representan una respuesta
adaptativa como consecuencia de la degradacién del almidon del endospermo
como ha sido propuesto por autores como Smith et al. (2004); Smith et al.,
(2005); (Bieniawska) et al., 2007, que indican que en plantas con estrés
abidtico el almidon es degradado para la sintesis de sacarosa.

La acumulacion de prolina en la variedad tolerante VS-22 se acumulé en una
proporcion 3:1 con respecto a la variedad susceptible AMCCG-2, a las 72 h de
incubacion. Su acumulacién en plantas con déficit hidrico ha sido
documentado, como uno de los ajustes que realizan las plantas para disminuir
su Yo (Hare y Crees., 1998; Avendano et al., 2005) y mantener la turgencia en
condiciones de déficit de agua (Yancey et al., 2000), asociandose a la
prevencion de dafos en la estructura de la membrana (Saradhi, 1995; Hamilton
y Heckathorn, 2001; Mosert et al., 2006).

Los efectos de la acumulacién de prolina en la radicula primaria de las
plantulas de maiz participan en el ajuste osmético, y en el mantenimiento de la
elongacion de la radicula a Wa muy bajos (Sharp et al., 1990; Hare et al., 1999)
esto puede explicar por qué aun en un W, de -1.5 MPa la variedad de maiz VS-
22 continuo su elongacién hasta las 72 h.

Los mecanismos de tolerancia al estrés hidrico podrian estar asociados a la
acumulacién de solutos tales como azucares y prolina, lo cual se ha
especulado. La acumulacién de azucares solubles esta correlacionado con la

tolerancia a la sequia (Hoekstra, 2001); el contenido de prolina puede ser por si
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mismo de importancia principal en el proceso de adaptacién al estrés (Hare y
Cress 1997; Avendano et al., 2005), y que puede servir como un marcador de
seleccion para cultivares tolerantes, aun en plantulas de muy corta edad (72 h).
El crecimiento de las radiculas en condiciones de estrés y el incremento de los
solutos como glucosa, fructosa, sacarosa, trehalosa y prolina demostraron que
la tolerancia a la sequia esta basada en la capacidad de ajuste que tengan las
variedades de maiz estudiadas. Estos estudios pueden servir como base para
la elaboracion de marcadores bioquimicos para seleccidon y mejoramiento

genético de maiz.
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CAPITULO 4

EFECTO DE ESTRES HIDRICO EN LA CONCENTRACION DE SOLUTOS,
EN HOJAS DE DOS VARIEDADES MAIZ VS-22 Y AMCCG-2.

RESUMEN

La sequia es uno de los factores abidticos mas importantes que causa
reduccion en el crecimiento, en la produccion de biomasa y en el rendimiento
de cultivos. Las variedades de maiz con cierta tolerancia a la sequia responden
y genera ajustes que les permite adaptarse y sobrevivir al déficit de agua con
cambios en su fisiologia y metabolismo. Algunas de estas respuestas son
disminuciéon en el contenido relativo de agua, disminucion del potencial
osmotico, acumulacién de solutos como la prolina y varios azucares, asi como
también alteraciones en el contenido de proteinas. Con base a lo anterior el
objetivo del trabajo fue analizar el efecto del déficit de agua en la acumulacion
de solutos en dos materiales de maiz VS-22 (tolerante) y el hibrido AMCCG-2
(sensible). El estudio se realizd en hojas de maiz a las 7 semanas después de
la emergencia, con un déficit de agua gradual del 50%. El déficit de agua en
VS-22 provoco disminucion en el contenido relativo de agua (CRA) hasta un
70 % y un potencial osmoético (W¥,) de -2.0 MPa, comparado con plantas testigo
de VS-22 con un CRA de 98% y un PO de -0.64 MPa. Las plantas de AMCCG-
2 con déficit de agua mostraron un CRA del 70. % y un PO de -1.52 MPa. Se
evidencio incremento en la acumulacion de solutos: prolina, azucares totales,
glucosa, fructosa y sacarosa, asi como también la acumulacién de trehalosa, y
cambios en la acumulacion de almidon. Se encontraron relaciones significativas
entre los parametros hidricos y acumulacion de los diferentes solutos en las
plantas sometidas a déficit hidrico. Estos resultados pueden ser indicadores de
ajuste osmatico en las plantas de la variedad VS-22, las cuales demostraron

mantener la turgencia celular durante el periodo de falta de agua.
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4.1. INTRODUCCION

La sequia es una de las causas de estrés ambiental mas importante que afecta
la productividad a agricola en todo el mundo (Boyer 1982, Araus et al., 2002;
Chavez 2002). Existen mecanismos fisiologicos involucrados en las respuestas
celulares de la planta al déficit hidrico, por lo que existe un interés considerable
en implementar programas de mejoramiento que traten de incrementar la
tolerancia al estrés abidtico, las cuales han tenido cierto éxito, pero estan
limitadas por la naturaleza multigénica del maiz (Umezawa et al., 2004; 2006).
Los cambios fisiolégicos y bioquimicos que ocurren en respuesta al estrés por
sequia son diferentes en cada especie de planta. Algunas de las respuestas
mas importantes son la acumulacién de solutos, aqui se incluyen los azucares
que son moléculas de respuesta inmediata y son la principal fuente de energia
de las células, la versatilidad estructural de los carbohidratos ofrece la
posibilidad de una comunicacién sistematica o glicosilada (Koch, 1996). Al
acumularse como polisacaridos éstos sirven como almacén de energia a largo
plazo.

El maiz presenta la via fotosintética C4, es un proceso que se lleva a cabo por
la ruta de Hatch y Slack (C4) donde intervienen principalmente dos enzimas de
carboxilacién la fosfoenol piruvato carboxilasa (PEPcasa) y la Ribulosa 1,5
bifosfato carboxilasa/oxigenase (RUBISCO). El paso inicial es la fijacién de
carbono inorganico por PEPCasa, seguido por el movimiento del producto de
cuatro carbonos acidos a un compartimento interior donde se localiza
RUBISCO (Hatch, 1976; Kanay y Edwars, 1999). Esta ultima inicia el

metabolismo fotosintético del carbono, determinando la tasa a la cual el CO,
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sera incorporado en azucar fosfato a través de la carboxilacién de la enzima
RUBISCO (Lo6pez et al., 2007).

Uno de los productos de la fotosintesis es la glucosa, ademas de su
importancia como fuente principal de carbono, para muchos organismos es una
molécula reguladora, clave en el control de la fisiologia celular, metabolismo,
ciclo celular, desarrollo y expresion génica. En plantas superiores los azucares
incluida la glucosa modulan diferentes procesos, que van desde la germinacion
de la semilla hasta la ultima etapa de la senescencia. El papel de los azucares
como reguladores se ha estudiado en mayor profundidad en organismos
celulares que deben enfrentarse a situaciones adversas, lo cual obliga al
reajuste continuo del metabolismo segun la disponibilidad de nutrientes
(Schuller, 2003). También se ha postulado la acumulacién de otros solutos
compatibles como prolina. La acumulacion de este compuesto en la planta
generaliza la respuesta al estrés ambiental, incluyendo bajos potenciales de
agua, tiene una funcién como agente osmoético en particular debido a su ion
hibrido, altamente hidrofilico ademas se puede acumular en altas
concentraciones en el citoplasma sin interferir con la estructura celular del
metabolismo (Yancey et.al., 1982).

Entre los azucares, los disacaridos como la sacarosa y la trehalosa ademas de
ser fuentes de energia en forma de moléculas estables, también pueden
funcionar como compuestos protectores. Esta comunicacidén es necesaria para
la coordinacion del metabolismo con el desarrollo y presiones ambientales y

depende de la transferencia de informacion. (Schuller, 2003; Jhonstan, 2005).
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Particularmente se ha observado que la trehalosa tiene una funcion importante
en las sefales metabdlicas y en la tolerancia a la sequia (Holstrdm et al.,
1996).

La regiones aridas y semiaridos de México enfrentan el problema de la escasez
de agua, sin embargo, el cambio climatico y las manipulaciones
antropocéntricas ha provocado que estas regiones comiencen a ser
vulnerables a la sequia, debido a esto es importante y prioritario evaluar
caracteres fisioldgicos y bioquimicos en variedades disponibles que han sido
sujetas a estudios de mejoramiento para tolerancia a sequia. Es por eso que el
objetivo del presente trabajo fue evaluar los efectos del estrés hidrico en la
acumulacioén de prolina y carbohidratos solubles en plantas de las variedades

de maiz VS-22 y AMCCG-2.
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4.2. MATERIALES Y METODOS

El experimento se establecidé en los invernaderos del Colegio de
Postgraduados Campus Montecillo, México (19° 29'N y 98° 45’ O, 2250 msnm)
durante el periodo de verano 2012, con una temperatura de 25 y 16 °C
(dia/noche) y una humedad relativa de 56 y 76% (dia/noche). Se usaron
semillas de dos variedades de maiz con diferencias en su nivel de tolerancia a
la sequia: VS-22 como tolerante a sequia, la cual tiene un fondo genético de 16
cruzas y ha sido probada en condiciones de sequia a nivel de campo y
AMCCG-2 considerada como susceptible debido a que su obtencion se hizo
bajo condiciones de riego. Las semillas fueron lavadas con agua y sumergidas
en una solucion de hipoclorito de sodio (15% v/v) para la esterilizacion
superficial, posteriormente las semillas se germinaron en charolas de plastico
por 72 h a 25°C, y las plantulas fueron trasplantadas en macetas de plastico de
4 Lts de capacidad, el sustrato fue una mezcla esterilizada de suelo de
hojarasca peat moss, en una proporcion (2:1). Después del trasplante las
macetas se mantuvieron cercanas a capacidad de campo (CC). A los seis dias
después de la emergencia (DDE) se iniciaron los tratamientos de déficit de
agua. Se aplicaron dos tratamientos de humedad: en el primero las plantas
estuvieron en riego constante y cercano a CC del sustrato, y el tratamiento de
déficit hidrico que consistio en la reduccion gradual del 50% de la humedad del
suelo perdida por transpiracion, la determinacion del déficit estuvo basada en el
peso total de la maceta y agua transpirada por planta. El riego y la reduccion de
agua se realizaron cada tercer dia; el tratamiento fue aplicado durante siete

semanas
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4.2.1 Muestras de hojas para determinaciones fisiolégicas y bioquimicas
Siete semanas después del tratamiento de déficit hidrico se recolectaron
muestras de la sexta hoja (liguladas totalmente expandidas).
Los segmentos medios de cada hoja fueron colectadas para los siguientes
analisis: 2cm para contenido relativo de agua (CRA) y 8 cm para potencial
osmotico (o), prolina, azucares y trehalosa. Las muestras para ¥,, azucares,
prolina y trehalosa se congelaron inmediatamente en nitrogeno liquido y se
almacenaron a -20°C hasta su procesamiento.
4.2.2 Contenido relativo de agua (CRA)
El CRA fue medido para determinar el estado de hidratacion de la planta. Se
utilizé la sexta hoja complemente expandida y usando un sacabocado de 1cm
de diametro, se cortaron tres discos por cada hoja y se usaron 30 plantas en
cada tratamiento. Primeramente se midi6 el peso fresco (PF) de cada disco de
la hoja e inmediatamente fueron embebidas en agua destilada durante 24 h en
cajas Petri, después de este tiempo se determind el peso turgido (PT)
eliminado el exceso de agua en papel secante, por ultimo se pusieron a secar
en bolsas de papel en una estufa a 60°C hasta que adquirieron peso constante.
Con estos datos se calcul6 el CRA usando la siguiente formula:

CRA (%) = (PF-PS)/ (PT-PS) X100
4.2.3 Determinacion del potencial osmético (V)
El ¥, del segmento de hoja de maiz se puso en jeringas y se le extrajo la savia
posteriormente se colocaron 10 yL en un osmometro de punto de congelacion
modelo Wescor C-52 Inc, Utha, USA y el calculo fue de acuerdo a la ecuacion:

¥, =CRT
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Donde C es la concentracion de solutos en milliosmols, R es la constante de

los gases y T es la temperatura absoluta del tejido, (K).

4.2.4 Determinacion de prolina

Para la determinacion de prolina se utilizd6 el método establecido por Bates
(1973) Se hicieron utilizando 100 mg de material vegetal de cada de una de las
muestras, las cuales se molieron con 2,5 mL de acido sulfosalicilico al 3%; el
compuesto se filtré con papel Watman #1. El sobrenadante se utilizd para
realizar las determinaciones tratandolas con ninhidrina acida y tolueno, lo cual
hace una separacion de fases. La fase superior de color rojo que se formo
después de la agitacion, se separé en otro tubo de ensaye y se procedié a dar
lectura con una absorbancia de 520 nm en un espectrofotometro de UV/visible
(Jenway 6305); el contenido de prolina fue expresado por pymoles de peso

fresco.

4.2.5 Cuantificacion de azucares solubles: glucosa, fructosa y sacarosa

Los azucares solubles en hojas de plantas de maiz fueron extraidos con 4 a 5
lavados sucesivos de 10 minutos en etanol (80%, v/v, 70°C). Los extractos se
evaporaron a 50°C y se disolvieron en 1mL en agua destilada, y se
determinaron enzimaticamente como describe Scholes et al. (1996). Las
determinaciones de la glucosa, fructosa y sacarosa se realizaron
enzimaticamente por la adicidon secuencial de hexocinasa, fosfoglucosa-
isomerasa e invertasa. Las absorbancias se obtuvieron en un
espectrofotometro lector de micro-placas (Multiskan Ascent, Labsystem,

Thermo). Los calculos se realizaron utilizando curvas estandares de
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calibracion, preparadas previamente para cada uno de los azucares y se

expresaron en mg-g” de PF.

4.2.6 Cuantificacion de almidén

El contenido de almiddn se determiné usando el método enzimatico de Scholes
(1996) a través de la medicion de la glucosa. Una vez extraidos los azucares
solubles de hoja, cada uno de los residuos solidos se congelaron y se molieron
por separado en un mortero con nitrégeno liquido, se le adicion6 1 mL de agua
destilada y se metieron a la autoclave por 45 minutos a una temperatura de
121 °C. Para la digestion del almidon se tomoé una alicuota de 100 pL de la
muestra, a la que se le adicion6é 100 pL del amortiguador compuesto por MES
500 mM con pH 4.5 (Sigma), 50 yL de a-amilasa (0.5 U de a-amilasa Sigma), y
50 pL de amiliglucosido, una vez realizada la digestion se procedi6 a leer en el

espectrofotometro a 340nm.

4.2.7. Cuantificacion de azucares totales

Los azucares totales se determinaron por el método colorimétrico de antrona,
de acuerdo a Montreuil et al. (1997), con modificaciones para un micro-método.
Se pesaron 100 mg de hoja, y se realizaron 5 extracciones sucesivas con 5 mL
de etanol al 80% en bafo maria con temperatura de 70°C, los extractos se
concentraron por evaporacion en una estufa a 50°C y se re-suspendieron en 1
mL de agua destilada.

De las extracciones de los azucares de VS-22 y AMCCG-2 que se utilizd para
la determinacién de azucares totales, se colocaron 600 uL de agua destilada en

tubos de ensaye de cada solucién estandar o muestra y 600uL de agua para el
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blanco, se agregaron 3 mL de la solucion de antrona en frio en cada tubo
ensaye y se agitaron por 5 minutos en hielo, posteriormente los tubos se
transfirieron a un bano de agua de 100°C durante 10 minutos, para detener la
reaccion se coloraron en hielo (10 minutos) y por ultimo se midi6 la absorbancia

de cada tubo a 625 nm.

4.2.8. Determinacion de Trehalosa

Se utilizaron 200mg de peso fresco de hoja de maiz y se molieron hasta
pulverizar, posteriormente se agregdé un 1mL de agua grado HPLC y la mezcla
de transfirié a un tubo eppendorf de 1.5mL, se calentdé la muestra a 95°C en
bafo seco y se centrifugd a 14000 rpm por 5’. Posteriormente, las muestras se
desionizaron en una columna de 1 mL preparada con resinas catidnicas y
anionicas y se filtraron en filtros millipore de 0.22 upm. Las muestras se
inyectaron en un HPLC (Waters) con un controlador 600, un detector de indice
de refraccion 2414 y un autosampler 717 (inyector automatico). Se utilizé6 una
columna supelcosil LC-NH2 de 25 cm x 4.6 mm. Como Fase movil se usé

acetonitrilo-agua (75:25) a un flujo de 1 mL min™.

4.2.9 Diseino experimental y analisis estadistico

Se utiliz6 un disefio experimental completamente al azar con un arreglo
factorial de tratamientos, con 10 repeticiones donde los factores fueron las
variedades y los niveles de déficit de humedad, la unidad experimental consto
de seis plantas. Se realiz6 un analisis de varianza, cuando se encontraron
diferencias estadisticas se hizo un analisis de comparacion de medias de

Tukey con un P<0.05.
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La relacidon entre la acumulacion de los diferentes solutos y los parametros
fisiologicos se analizd mediante la correlacion de Pearson y utilizando el

paquete SAS 2009.
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4.3. RESULTADOS

4.3.1 Variables fisiologicas

El contenido relativo de agua (CRA) de la hoja, se ha usado como un indicador
del estatus de agua de la planta (Sinclair y Ludlow, 1985).

Durante el periodo de siete semanas las plantas bien irrigadas (testigo)
tuvieron un CRA del 98y 96% en ambas variedades (Figura 1), por el contrario;
las plantas sometidas a déficit de agua presentaron una disminucién
significativa (P< 0.05) del CRA de hasta 30% en ambas variedades indicando
que estuvieron en estrés. En plantas bien irrigadas el ¥, mostré valores entre
—0.64 MPa para VS-22 y -0.7 MPa en AMCCG-2 (Figura 1 A), indicando una
escasa acumulacion de solutos en estas plantas. Sin embargo el ¥, de las
plantas de maiz VS-22 y AMCCG-2 se vio significativamente influenciada por el
déficit hidrico (P<0.05), asi los ¥, se redujeron hasta -2.0 MPa para VS-22 y -
1.52 MPa para AMCCG-2 estos valores indican una diferencia de ¥, de 23%

entre VS-22 y AMCCG-2 (Figura 1B).

76



100 1~ a a
90 +
< 804
< b b
S 70 - =
=) T
®
3 60 A
o
2 50+
K]
o
o 401
ke
S 30 A
5
O 204
10 A
0 - T T
Riego Déficit hidrico Riego Déficit hidrico
B VS-22 AMCCG-2
0,0
_ 051
o
d
2 c
Q
Qo
3 104
1S
[
o
©
©
E 1,5 T+
& b
2,0 1 T
a
T T T T
Riego Déficit hidrico Riego Déficit hidrico
VS-22 AMCCG-2

Figura 1. Contenido relativo de agua A (CRA) y potencial osmético (B) en hojas de dos
variedades de maiz (VS-22 y AMCCG-2) con diferente déficit de agua Letras distintas indican

diferencias estadisticas significativas P< 0.05. Cada barra es el promedio + E.E (n =10).

Por otro lado en plantas mantenidas cercanas a CC, el ¥, se mantuvo en
valores de —0.64 MPa para VS-22 y -0.7 MPA en AMCCG-2 (Figura 1B) a lo
largo del experimento. Sin embargo el ¥, de las plantas de maiz VS-22 y
AMCCG-2 se vio significativamente influenciada por el déficit hidrico (P<0.05),

asi el ¥, disminuyo hasta -2.0 MPa en VS-22 y -1.52 MPa en AMCCG-2
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(Figura 1B), al comparar estos valores la diferencia fue de 23% entre VS-22 y
AMCCG-2.

El efecto de déficit hidrico en el ¥, fue negativo para ambas variedades. Un
analisis de correlacion entre CRA y ¥, mostré una correlacion positiva entre

estas dos variables (Figura. 2).
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Figura 2. Relacion entre el CRA vy el potencial osmético en hojas de 30 plantas de maiz por

variedad (VS-22 y AMCCG-2), y con diferente déficit de agua.

La correlacion de CRA y ¥, bajo estrés es el resultado de la regulacion
reciproca de ambas variables; se evidencia que conforme disminuye el ¥, se
reduce el porcentaje del CRA en las hojas de maiz cuando el déficit hidrico es
mas severo hasta de -1.5 MPa del sustrato. Por el contrario, los PO son bajos
cuando el porcentaje del CRA es cercano a CC en las plantas de maiz.

En las figuras 3A, B y C se observa el efecto del déficit hidrico en hojas de

maiz de las variedades VS-22 y AMCCG-2, y su incremento de solutos, en

78



particular de la glucosa, fructosa y sacarosa, los tres azucares muestran

correlacion positiva con la reducciéon de los .
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Figura 3. Efecto de la sequia en el contenido de aziucares solubles en hojas de maiz y
correlaciéon entre el PO y la acumulacion de glucosa (A), fructosa (B) y sacarosa (C) en hojas
de maiz con diferente estrés hidrico En la figura D se observa la acumulacion de azicares en
las variedades de maiz. Las columnas muestran la acumulacion de azucares (glucosa,
fructosa y sacarosa) de siete semanas de tratamiento de déficit hidrico. Donde muestran las
barras de error y las medias correspondientes representan el £ EE (n = 10).

Entre mayor es la acumulacion de azucares los valores de los ¥, son mas
reducidos, tanto en VS-22 como en AMCCG-2. La acumulacién de la glucosa
es mayor comparada con la acumulacion de fructosa y sacarosa, posiblemente
por ser la glucosa un requerimiento de energia basica para el crecimiento de
las plantas. La acumulacion y la distribucién de azucares solubles en la lamina

foliar de VS-22 y AMCCG-2 fueron variables. Mientras que las plantas de maiz
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bien irrigadas (testigo) mostraron valores de V¥, alto y escasa acumulacion de
los azucares mencionados.

La variedad VS-22 acumulé mayor cantidad de azucares solubles en
condicione de estrés hidrico, y la glucosa fue el monosacarido con mayor
concentracion (10.4 mg.g”' PF) seguido de la fructosa (7 mg.g" PF) y por
tltimo el disacarido sacarosa (7.44 mg.g™' PF). La respuesta de AMCCG-2 en
la acumulacién de solutos fue menor por efecto del déficit de agua, se
obtuvieron valores menores de glucosa de 5.6 mg.g™ PF, seguido de fructosa
con 3.51 mg.g” PF y sacarosa con 3.16 mg.g™' PF.

En la Figura 3D se muestra la acumulacion de los tres azucares identificados;
glucosa, fructosa y sacarosa a las siete semanas (DE) de déficit hidrico. En
esta condicion es interesante resaltar que la concentracion de sacarosa en hoja
de VS-22 fue de 6.2 mg.g' PF versus 3.1 mg.g' PF en AMCCG-2,
representando un incremento de 35% para VS-22, la cual es una variedad
tolerante a la sequia que acumula mayor cantidad de solutos; mientras que
AMCCG-2 se incrementd solo un 12%, posiblemente debido a que es una
variedad susceptible a la escasez de agua. Esta respuesta sugiere que las
especies vegetales, e incluso variedades (como en este caso) tienen una
respuesta diferente en cuanto a la acumulacion de diversos osmolitos aun
cuando las condiciones ambientales de desarrollo sean similares.

En la Figura 4 se observan incrementos distintos en la acumulacién de
azucares totales en las variedades VS-22 y AMCCG-2 sujetas a déficit de
agua. En las plantas testigo los azucares totales registraron valores mas bajos

en ambas variedades.
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Figura 4. Efecto de déficit hidrico en la acumulacién de azucares totales (mg.g'1 PF) en hojas
de maiz de dos variedades de maiz VS-22 y AMCCG-2 en estrés hidrico (riego, sequia). Las

columnas representan el promedio de 10 repeticiones

La Figura 5 muestra que el déficit de agua produjo alteraciones en la
acumulaciéon de almidén en las variedades de maiz VS-22 y AMCCG-2. La
concentracion de almidéon disminuyé hasta 6.2 mg.g-1 PF en VS-22 y 54
mg.g-1 PF en AMCCG- 2; mientras que la concentracion de este polisacarido
de reserva en plantas en condiciones de riego present6 valores de 10.7 mg.g-1

PF en VS-22 y 9.9 mg.g-1 PF para AMCCG-2.
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Figura 5. Efecto del déficit hidrico en la acumulacién de almidén (mg.g-1 PF) en hojas de dos
variedades de maiz VS-22 y AMCCG-2. Las columnas representan el promedio de 10

repeticiones.

La obtencion de valores bajos de almidon en plantas sometidas a estrés hidrico
puede deberse a la demanda intensiva de los productos de hidrolisis (solutos)
del polisacarido que requieren estas plantas sometidas a déficit de agua, sobre
todo en la variedad VS-22.

En la Figura 6 se evidencia la presencia y la acumulacién de la trehalosa en las
variedades de maiz VS-22 y AMCCG-2 en condiciones de estrés hidrico y con
riego cercano a capacidad de campo. El déficit de agua en VS22 provoco
incrementos en los valores de este disacarido hasta de 29 ug/mL™" PF, mientras
que en las plantas de la misma variedad mantenidas en riego la acumulacién
de la trehalosa mostré valores (7.1ug/mL™ PF) muy bajos, indicando un

incremento de 24% de trehalosa en las plantas con déficit hidrico.
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Figura 6. Efecto del estrés hidrico en la acumulacién de trehalosa (pg/mL'1) en las variedades
de maiz VS-22 y AMCCG-2 con estrés hidrico. Columnas negras riego y blancas sequia .Las
columnas muestran las barras de error y las medias correspondientes representan el £ EE (n =

10).

A pesar de que la variedad AMCCG-2 estuvo sometida al mismo grado de
sequia que VS-22, la acumulacion de trehalosa fue escasa (6.3 pg/mL™" PF),
valores similares (6.2 pg/mL"'PF) se encontraron cuando las plantas de
AMCCG-2 se mantuvieron en riego. Los valores de trehalosa aqui reportados
en plantas tolerantes a sequia como lo es VS-22, pueden indicar sintesis del
disacarido ante condiciones de estrés por agua.

En el cuadro 1 se presentan los cambios en la acumulacion de prolina en hojas
de ambas variedades de maiz sometidas a dos diferentes tratamientos de
humedad. En condiciones de déficit hidrico la variedad VS-22 presentd una
concentracion de prolina de 22.3umoles g'1 PF, mientras que en riego los
valores fueron de 3.0 pmoles g”' PF. AMCGG-2 registr6 valores de 6.7 pmoles

g'1 PF en sequiay 2.1 umoles g'1 PF en condiciones de riego.
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Cuadro 1. Acumulacion de prolina (umoles g'1 PF) en hojas de maiz de las variedades VS-22
y AMCCG-2 con diferente déficit de agua.

Variedad Tratamiento Prolina

VS-22 Riego 3.0c

Estrés hidrico

AMCCG-2 Riego
Estrés hidrico

2.1d

DHS (TUKEY 0.05) 0.16

Los valores representan las medias + E.E (n=10). Las letras entre columnas indican
diferencias estadisticamente significativas con P < 0.05)

Los resultados de prolina indican que el déficit hidrico causo un incremento de
7.4 veces mas de este compuesto comparado con el testigo de riego en la
variedad VS-22, mientras que en la variedad AMCCG-2 el incremento fue 3.2

veces.
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4.4. DISCUSION

Los resultados indican que las plantas de maiz de las variedades VS-22 y
AMCCG-2 crecidas en macetas y con diferente disponibilidad de agua,
mostraron disminucion del CRA hasta del 28 y 30 %; indicando que los valores
porcentuales disminuyeron a medida que aumento el déficit de agua a las seis
semanas DE; resultados similares por Moussa (2008), quien reportd que el
CRA de plantas de maiz esta en funcion de la disponibilidad de agua. La
reduccion del CRA hasta del 30 % evidenciaron de manera confiable que las
plantas se encontraban en estrés hidrico, segun lo indicado por Turner, (1988).
La sobrevivencia de las plantas de maiz y el mantenimiento de su crecimiento
radica en su capacidad de ajustes fisiolégicos y bioquimicos, o bien en su
eficiencia de uso de agua ante esta condicién de escasez de agua.

Una correlacién positiva entre el CRA, potencial osmético indica que el
incremento en la transformacién del aumento en la acumulacion de solutos con
un comportamiento de sigmoidea a exponencial, y con una disminucion del ¥,
en ambas variedades, aunque esta respuesta de incremento en la acumulacién
de solutos fue menor en AMCCG-2. Esto nos sugiere un buen estado de
hidratacion de la planta debido a la acumulacién de solutos y quiza un
aumento en la tolerancia a la sequia.

En general, se considera que la acumulacion se solutos es un indicador de
ajuste osmotico. Estos resultados son similares a los encontrados por Blum
(1996) quien encontrod al igual que en el presente trabajo una reduccion del Yo
y un incremento en la acumulacion de solutos, como se muestra en la Figura 3.
La acumulacion de azucares en las plantas como respuesta al estrés hidrico

estd ampliamente documentada en la literatura y se considera que esta
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acumulacion de solutos puede llevar a cabo el proceso del mecanismo de
ajuste osmotico, y por consiguiente a la sobrevivencia de las plantas. Cuando
se cuantifico la acumulacidén de hexosas en extracto crudo de hojas de maiz, se
detectd incremento gradual de glucosa, fructosa y sacarosa en ambas
variedades con tratamiento de déficit hidrico. Se demostré que la variedad VS-
22 presentd mayor capacidad para acumular glucosa (57%), fructosa (20%) y
sacarosa (49.6%) en comparacion con AMCCG-2 que mostré acumulaciones
menores de estos azucares, ante la misma condicién de déficit hidrico. Estos
resultados concuerdan con los reportados por Nayer (2008), quien sefalo que
durante el proceso de estrés hidrico en plantas de maiz la acumulaciéon de
moléculas de hexosas se incrementa esto quizas se deba a el proceso de
fotosintesis y la degradacién del almidén.

Estos resultados concuerdan con los encontrados en la presente investigacion
ya que se observo un incremento de glucosa y fructuosa. Mahajan y Tuteja
(2005) indican que la acumulacion de azucares en hojas de haba en
condiciones de estrés hidrico, se debe a un incremento en la actividad de la
enzima invertasa. En cultivares de manzana se ha observado que hay una
conversién de estas hexosas simples y otros azucares como sacarosa y
almidén en azucares alcohol (Wang et al., 1996). La funcién de estos polioles
es principalmente retener las moléculas de agua permitiendo un mantenimiento
de la turgencia celular en tejidos y de esta forma evitar la pérdida de agua
(Wang et al., 1995).

La acumulacion de estos azucares solubles en las dos variedades estudiadas
sugiere que pueden tener un efecto protector sobre las células. Esto ha sido

estudiado también por Valentovi¢ (2006); y Dekankova et al (2004); quienes
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encontraron incremento en la acumulacién de azucares en todos los 6rganos
de maiz. El déficit hidrico provoco altos niveles de azucares en las variedades
estudiadas (Figura 3) y entre estos la mayor acumulacion fue para la glucosa
en VS-22, comparado con AMCCG-2. La glucosa es el principal monosacarido
del proceso de fotosintesis; y esto a su vez puede ser usado para ajustar la
demanda de la planta para realizar ajuste osmotico y estabilizacion de la
membrana; al parecer esta acumulacién fue mas eficiente para la variedad
tolerante VS-22, ya que los aminoacidos y los azucares solubles estan
considerados solutos organicos involucrados en el ajuste osmético (Ullah et al.,
1993; Saneoka et al., 1995; Lacerda et al., 2001).

Los niveles altos de glucosa y fructosa en condiciones de déficit hidrico son
indicadores de un metabolismo incrementado de la sacarosa, probablemente
dirigido a la sintesis de almidon. Estos resultados indicaron que la acumulacion
preferente de glucosa en hojas de maiz VS-22 y AMCCG-2, son
significativamente mas altos que los de fructosa, y esto quizas se deba a la
actividad de la sacarosa invertasa que fue mas eficiente Cuellar, (2008)
observo que cuando las plantas de frijol se someten a estrés hidrico durante la
etapa de preantesis y llenado de grano, se acumula mas fructosa y esto se
debe a que la sacarosa se degrada preferentemente por la sacarosa sintasa;
este mecanismo también se ha observado en Arabidopsis thaliana
(Kleczkowski; 2003) A la fecha, existe poca informacion sobre las diferencias
de las actividades de ambas enzimas en respuesta al déficit hidrico.

En las variedades VS-22 y AMCCG-2 se encontré una alta acumulacién de
fructosa, esto quizas se deba como un mecanismo de proteccion como

respuesta al déficit hidrico (Santarius, 1973). Se ha sugerido que los fructanos
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hidrolizados podrian disminuir el potencial hidrico del liquido intracelular y
permitir la continua expansion foliar durante los periodos de sequia
(Darbyshire, 1978).

Se ha encontrado que la planta Festuca novas sintetiza fructanos durante
déficit hidrico prolongando, lo cual podria evidenciar que los fructanos actuan
indirectamente al proporcionar carbono y energia para la sintesis de otros
protectores e incrementar la presion osmatica. Las moléculas de fructosa
podrian acumularse durante el crecimiento de planta y también cuando
experimentan estrés de frio o déficit hidrico ligero (David, 2009), esto se debe a
la alta concentracién de sacarosa que es el resultado de la baja demanda
respiratoria en oOrganos receptores bajo estrés. La enzima clave de la
biosintesis de fructanos, 1-SST, es inducida por un alto contenido de sacarosa
que se acumula en la hojas de gramineas (Woodson, 1987)

Los datos obtenidos en estos experimentos en relacion a la acumulacion de
azucares sugieren que la presencia de sacarosa y sus derivados representan
las principales formas de carbono fotosintéticamente asimilado de las plantas.
La sacarosa sintetizada en hojas verdes se exporta via floema para
proporcionar recursos de carbono y energia a los 6rganos no fotosintéticos. La
sacarosa no soélo funciona como un metabolito de transporte, contribuye
también a la fuerza osmatica para la translocacion via floema (flujo de masas) y
sirve como senal para activar o reprimir genes especificos de tejidos.(Farrar et
al. 2000; Foyer et al. 2003)

Los resultados aqui mostrados indican que la concentracion de almidon
durante el déficit hidrico en ambas variedades de maiz (Figura 5) Disminuyd

hasta un 56.5% en VS-22 y un 63 % para AMCCG-2, mientras que en el

88



tratamiento de riego la concentracion no disminuyo, y se mantuvo en niveles
constantes 11.2 mg.g-1 PF. Lo anterior ya se ha reportado por otros autores,
presentando la tendencia de disminucién en condiciones de déficit hidrico, la
interpretacion que se la ha dado es el resultado de la competencia con el
disacarido sacarosa (Smith et al., 2004), ya que un déficit hidrico moderado en
maiz causo una reduccion en el cociente de particién almidon/sacarosa lo que
indica que la sintesis de almidon es mas inhibida que la sintesis de sacarosa
(Smith et al., 2005).

La reduccion en la fijacion de carbono y la inhibicion de la actividad fotosintética
por sequia también altera el equilibrio metabdlico de los carbohidratos. Para las
plantas, la regulacion basada en los carbohidratos representa un mecanismo
valioso para ajustarse al cambio ambiental (Koch, 1996). Se ha reportado que
un incremento en los transcritos de B-amilasas bajo sequia sugiere que cuando
los niveles de fotosintesis caen, los carbohidratos almacenados como almidon
pudieran ser movilizados de los cloroplastos. Esto podria explicar el incremento
en los niveles de glucosa observados para VS-22 y AMCCG-2, siendo el mas
afectado la variedad susceptible en la acumulacion de almidoén, esto quiza se
deba a que no se esta sintetizando moléculas de glucosa.

La acumulacién de Prolina se evidencio de manera contundente en plantas que
crecieron en condiciones de déficit hidrico durante siete semanas, este
compuesto se acumulé en un 85 % en VS-22 versus 22.5 % en plantas con
riego, AMCCG-2 acumulé el 65% de Prolina versus 22.5% en riego, estas
diferencias fueron significativas (P<0,05) entre variedades y tratamientos. Lo
anterior puede indicar que la acumulacion alta de Prolina en plantas con estrés

de agua produce una movilizacion mas eficiente de este aminoacido, lo cual es
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importante para mitigar agobio por déficit de agua y mantener el potencial de
turgencia, para que las células puedan mantenerse creciendo. Se sabe que la
prolina es uno de los aminoacidos que estda ampliamente involucrado en la
respuesta a diferentes estreses ambientales particularmente salinidad y déficit
hidrico (Trovato et al., 2008).

El aumento de azucares y aminoacidos en plantas con déficit hidrico estan
considerados como los principales constituyentes de ajuste osmético, lo que
presumiblemente resulta de una diferencia en la tasa de fijacion de carbono y la
tasa de exportacion (Turner et al., 1980; Yoshiba et al., 1997; Mundree et al.,
2002; Chaves, 2004), aunque las bases de las diferencias entre cultivares aun
no esta claro.

También hay otras moléculas organicas como betaina y glicina, que participan
en la estabilizacion de las membranas y enzimas durante la condicién de
estrés. Se ha descrito que la acumulaciéon de este aminoacido (Prolina) en
condiciones de estrés, se presenta como una respuesta adaptativa y es comun
en varios organismos tan diversos como eurobacterias, algas, invertebrados
hasta protozoos (Delaunay y Verma 1993).

En condiciones de riego la acumulacion de trehalosa en VS-22 y AMCCG-2
estuvo presente en concentraciones muy bajas, porque en la naturaleza una
acumulacién de trehalosa actua como mecanismo de tolerancia a sequia, los
bajos niveles de esta azucar se debe a que no estan sintetizando trehalosa
debido a la baja funcionalidad de la enzima de la trehalasa (Gamez, et al.,
2004); sin embargo, el déficit hidrico en VS-22 provocé un incremento notable
del 74% de trehalosa, con respecto a AMCCG-2 (Figura 6). Esta respuesta ha

sido también observada por Deyanira (2012), pero en plantas modificadas en la
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biosintesis de trehalosa, aunque los hallazgos encontrados no fueron
significativos.

En el reino vegetal la mayoria de las especies vegetales no acumulan
cantidades considerables de trehalosa, a excepcion de las plantas de
resurreccion como Selaginella lepidophila, por ser altamente tolerables a
sequia por periodos prolongados, (Zentella et al., 1999). La trehalosa se
encuentra en algunas plantas en concentraciones milimolares, sin embargo en
los tratamientos con déficit hidrico, sobre todo en VS-22 la proporcién fue de
3:1 con respecto a las plantas en condiciones de riego, el aumento de trehalosa
fue significativo en ambas variedades estudiadas.

Otros estudios realizados han mostrado que la aplicacion exdgena de trehalosa
juega un papel importante en la fotosintesis, ya que su funcion es proteger el
aparato fotosintético (Zeid, 2009).

Los resultados de este trabajo sugieren que la acumulacion de los diferentes
solutos cuantificados en plantas de maiz sometidas a déficit de agua, puede
estar involucrada en el mecanismo de ajuste osmotico, y en mayor grado y con
mejor respuesta a esta condicion abidtica en la variedad VS-22. Estos
mecanismos de adaptacion también se han observado en organismos
unicelulares y pluricelulares (Serraj y Sanclair, 2002); se ha visto que la
acumulacién de dichos solutos en su mayoria en el citoplasma pueden proteger
a las membranas celulares, proteinas y procesos metabdlicos, asi como
también preserva la estructura subcelular de los danos que puede causar en
determinado momento la deshidratacion de las células (Rodes, 1995 vy

Rathinasabapathi, 2000).
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Se encontro una diferencia clara en el mantenimiento del CRA, disminucion del
potencial osmético y acumulacion de solutos entre las dos variedades de maiz.
La variedad VS-22 fue la que mejor respuesta tuvo cuando se expuso a

condiciones de déficit hidrico
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CAPITULO 5
CARACTERIZACION DE PROTEINAS EN APICE DE RADICULA Y HOJA DE
MAIZ (Zea mays L.) EINMUNODETECCION DE RUBISCO.
RESUMEN

Se caracterizaron proteinas solubles del apice de la radicula y de la 6a hoja de
dos variedades de maiz con fenotipo contrastante. Las radiculas con 24 h de
germinacién se sometieron a estrés hidrico durante 24, 48 y 72 h, y para hoja
de plantas de maiz se estableci6 un experimento en condiciones de
invernadero, sometido a estrés hidrico y en condiciones de riego. Los
resultados indicaron una mayor acumulacion de proteinas solubles en las
plantas bien irrigadas (testigo) para ambas variedades evaluadas. Mientras que
las plantas sometidas a déficit hidrico mostraron menor acumulacion. Por otra
parte, la cuantificacidén de proteinas del apice de la radicula de maiz sujeta a un
potencial de agua del sustrato de -1.5 MPa mostré diferencias significativas (P2
0.05) al comparar VS-22 (4 mg.g") y AMCGG-2 (5.7mg.g”). En los anélisis
electroforéticos se detectaron 28 bandas del apice de radiculas de maiz en
ambas variedades, con variacion en la intensidad de bandas entre tratamientos
a-1.5 MPay a los 72 h, mientras que en hoja se encontraron 14 bandas tanto
en riego como en sequia, la variacion se reflejo en la intensidad de las bandas,
los geles mostraron bandas de 55 KDa y de 33 KDa que han sido reportadas
por otros autores en plantas de Phaseolus vulgaris, Zea mays .

Se inmunodetecto la Ribulosa 1,5 bifosfato carboxilasa/oxigenasa (RUBISCO,
55 KDa), que es una proteina crucial para la funciones biolégicas de las
plantas, sin embargo cuando las plantas de maiz se sometieron en condiciones

de déficit hidrico la proteina disminuy6é 20% en VS-22 y 35% en AMCCG-2,
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comparado con las plantas bien irrigadas (100%), y se evidencié que la

variedad susceptible fue la mas afectada por el déficit de agua.
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5.1. INTRODUCCION

La sequia es un factor importante de estrés ambiental que afecta al crecimiento
y desarrollo de las plantas y este repercute en la pérdida del rendimiento de los
cultivos en todo el mundo (Waraich et al., 2011). Las bases fisiolégicas y
moleculares de respuesta de las plantas a la sequia han sido objeto de
intensas investigaciones (Bartels y Suncar, 2005).

Una de las estrategias para contrarrestar los efectos del déficit hidrico en las
plantas refiere a sujetarse a un proceso de aclimataciéon. Este proceso puede
requerir cambios en el gen (Harb et al., 2010,) y en los perfiles de expresion de
proteinas, ya que pueden aumentar o disminuir segun el tipo de estrés y
genotipo de la planta (Bhushan et al.,, 2007). Las proteinas solubles en las
plantas juegan un papel importante en diversos mecanismos celulares, tales
como metabolitos, iones de transporte y las respuestas a estreses abioticos y
bidticos (Marmagne et al., 2004).

Por lo tanto el analisis de expresion de proteinas solubles es relevante para
nuestra comprension de varias funciones en la vida incluyendo mecanismos de
tolerancia al estrés. Sin embargo a pesar de décadas de extensa investigacion
el andlisis a gran escala de proteinas solubles sigue siendo una tarea dificil
(Rabilloud, 2004).

En este trabajo se utiliz6 SDS-PAGE en condiciones desnaturalizantes, para el
analisis de proteinas solubles aunque solo puede analizar un numero limitado
de proteinas en comparacion con otros métodos (Towbin, 1979; Wagner,
2008), se utilizé este método para la identificacion de proteinas en radiculas y

plantas de maiz (Zea mays L.), con diferentes condiciones de estrés hidrico.
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Las proteina son moléculas compuestas por cadenas de aminoacidos algunas
de sus propiedades es que son solubles en agua, se encuentran distribuidas en
toda la célula (Taiz y Zeiger, 2010). Las proteinas se han agrupado en varias
clasificaciones de acuerdo a su funcién y estructura.

La PEPCasa, es una enzima que se encuentra distribuida en las células
vegetales, bacterias fotosintéticas (Matsumura et al.,, 1999), algas vy
cianobacterias. Esta enzima se encarga de fijar las moléculas de carbono. En
plantas de maiz, se encarga de la descarboxilacion del aspartato y malato en
las células de haz vascular (Wingler, 1999; Wang et al., 2014).

Rubisco es la principal proteina de estroma en la mayoria de las plantas, es
oligomérica y se compone de ocho subunidades grandes y ocho pequenas.
Durante la fotosintesis su sitio catalitico situado en la subunidad grande se
combina con CO; con la ribulosa 1,5 bifosfato para formar glicerato 3 fosfatos,
esta se reduce a triosa fosfato con NADPH y ATP generado por la cadena
transportadora de electrones. Con el fin de catalizar la fijaciéon de CO, a tasa
elevadas, se necesitan grandes cantidades de RUBISCO para compensar la
velocidad catalitica (Bai et al., 2011).

En la actualidad los estudios se han centrado en la respuesta del maiz al déficit
de agua (Hu et al., 2010; 2011). Aunque el efecto de la sequia sobre la
expresion de la proteina en las plantas ha sido estudiado, aun se sabe poco
acerca de los cambios de las proteinas en plantas en condiciones de déficit
hidrico (Komatsu, 2008). El objetivo de este estudio fue determinar los cambios
diferenciales de las proteinas en radicula y hoja en respuesta al déficit hidrico

de dos variedades de maiz con fenotipo contrastante
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5.2. MATERIALES Y METODOS

5.2.1. Apice de la Radicula de maiz

Se utiliz6 como sustrato vermiculita grado 1, lavada con abundante agua y se
secO en una estufa a 115 °C por 72 h. Posteriormente se pesaron 100 g de
vermiculita y se colocaron en bolsas de plastico y se les agrego 10, 12.5y 100
mL de agua destilada, se sellaron y se incubaron por 48 h para homogenizar el
contenido de humedad. Transcurrido este tiempo se determiné el potencial de
agua (Wa) de la vermiculita para cada uno de los volumenes de agua
adicionado, incubando una muestra de éstas en camaras psicométricas
(Wescor C-52 Inc, Utha, USA) por 4 h, y conectadas a un microvoltimetro de
punto de rocio (Wescon HR-33T Inc, Utha, USA). Los valores de WA obtenidos
fueron -1.5, -1.0 y -0.03 MPa, respectivamente.

Se seleccionaron semillas de forma y tamafio homogéneo y se desinfectaron
con hipoclorito de sodio comercial (Clorox®) al 10 %, durante 15 min. Las
semillas fueron germinadas en charolas con una cama de algodén y con una
inclinacién de 35° por 48 h, a una temperatura de 25+1 °C y en condiciones de
oscuridad (Ellis et al., 1985), este fue un tiempo suficiente para que la radicula
principal alcanzara una longitud de 35 a 40 mm en promedio. En ese momento,
la radicula de cada plantula se marco con tinta china a 2.0 mm desde el apice.
Posteriormente las plantulas fueron trasplantadas en tubos de cloruro de
polivinilo (PVC) de 40 mm de diametro interno y 100 mm de longitud, contenian
vermiculita grado 1, las plantulas fueron sometidas a tres potenciales de agua
(Wa); -0.03 (testigo), -1.0 (déficit de agua intermedio) y -1.5 MPa (déficit de

agua severo). Cada tubo fue sellado en sus extremos con polietileno negro y
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ajustado con una banda elastica, con el fin de mantener constante (en lo
posible) el W de la vermiculita, y se mantuvieron en crecimiento por 24, 48 y 72
h en la oscuridad a una temperatura de 25 + 1 °C.

Transcurrido el tiempo correspondiente se desarmo el sistema de tubos PVC y
las radiculas fueron recolectadas, y se cuantifico el desplazamiento de los
segmentos de 2 mm marcados previamente. Los segmentos se colectaron y se
almacenaron a -36 °C para estudios posteriores.

Se utiliz6 un disefio experimental completamente al azar con un arreglo
factorial de tratamientos, en el que los factores y los niveles fueron: las
variedades (AMCCG-2 y VS-22), los potenciales (-0.03, -1.0 y -1.5 MPa), y el
tiempo de crecimiento (24, 48, 72 h). Las unidades experimentales fueron
grupos de 6 plantulas con 10 repeticiones de dos experimentos independientes.
Se realizaron analisis estadisticos en SAS (version 9.0) y una comparacion de

medias con la prueba de Tukey (P<0.05).

5.2.2 Plantas de maiz

Las semillas de maiz fueron germinadas en charolas de plastico por 48h a una
temperatura de 25+1°C con una inclinacion de 35° en condiciones de
oscuridad. Después de la germinacion las semillas fueron transferidas a
macetas de plastico de 4 litros de capacidad, el sustrato fue una mezcla de
suelo de hojarasca y peat moss, en una proporcién (2:1) esterilizado.

El experimento se realiz6 en condiciones de invernadero. Se aplicaron dos
tratamientos de humedad: riego (humedad constante en el sustrato) y sequia
(estrés gradual de riego); seis dias después de la emergencia el tratamiento de

sequia se aplicé durante siete semanas mediante la adicion del 50% de agua
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utilizada por la planta basados en el peso total de la maceta, este régimen fue
aplicado tres veces por semana durante siete semanas, y después del
tratamiento se recolectaron muestras de la 6% hoja ligulada y totalmente
expandida.

Los segmentos de la parte media de cada hoja fueron colectadas, congeladas

en nitrogeno liquido y se almacenaron a -80°C hasta su procesamiento.

5.2.3 Extraccion de proteinas

Se pesaron 300 mg de apice de radicula y de hojas de las variedades de maiz
AMCCG-2 y VS-22. Las muestras se trituraron en un mortero con buffer de
extraccion (40 mM Tris H-CI 40, pH=8.5, 1 mM Fluororo de fenil sulfonil y 15
mM de g-mercaptoetanol), los extractos se colocaron en tubos eppendorf y se
centrifugarén a 12,000 rpm a 4°C por 10 min, después se desech¢ la pastilla y
se colectd el sobrenadante, y de ahi se realizd la determinacion de proteinas

solubles usando el método de Bradford (1976).

5.2.4. Separacion de proteinas en condiciones desnaturalizantes

Las proteinas solubles extraidas de plantas de maiz fueron separadas en geles
discontinuos en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), se utilizd una
unidad de electroforesis PROTEAN Il (Diagnocell), usando gel concentrador al
4% vy el gel separador para proteinas al 12% (Laemli.1970). La separacion de
proteinas se realizdé a 95 V por 3.5 h en un buffer de electroforesis. Los geles
fueron tenidos con azul de coomasie Blue R-250 para visualizar la intensidad

relativa de las bandas. Se incluyé un kit de proteinas marcadoras (pretefiidas)
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de peso molecular (PM) conocido (Protein estandar Bio-rad), para conocer el

PM de las proteinas separadas en las muestras en experimentacion.

5.2.5 Inmunodeteccién

Para el inmunoblot, los geles de las proteinas separadas sin tedir fueron
electrotransferidas a membranas de nylon cargadas positivamente de 0.2 ym
(Mini Trans-Blots), se utilizé una fuente de poder a 250 mA por 2h en un buffer
de transferencia (25 mM de Tris-HCI, 192 mM de glicina y 20% de metanol V/V)
(Towbin et al., 1979).

Para la inmunodeteccion primero se bloqued la membrana embebida en una
solucion de bloqueo (5 % de leche desengrasada “Sveltis” en 248 mM de Tris
pH 7.4; 150 mM de NaCl y 0.5% de Tween 20) por dos horas en agitacion
suave constante. Posteriormente, a la membrana se le realizaron tres lavados
de 8 minutos con TBS-T y NaCl al 5%, después se incubo la membrana por
dos horas con el primer anticuerpo (anti-Rubisco, Anticonejo subunidad grande,
marca Abcam) diluido 1/4500 en TBS-T a temperatura ambiente y agitacion
suave y constante, después se realizaron tres minilavados de 8 minutos con
TBS-T, la membrana fue incubada con el segundo anticuerpo policlonal
acoplado a peroxidasa ( Anticonejo diluido 1/10,000, marca Abcam) se incubo
por dos horas a temperatura ambiente en agitacion suave. Después se
realizaron los lavados correspondientes. El procedimiento para la deteccion del
antigeno en la membrana de nylon se realizé por Diaminobencidina (DAM
Sigma) 1mg/10mLde PBS 20mM en presencia de peroxido de hidrogeno al
30%, por 7 minutos. Una vez reveladas las bandas se precipitaron y se lavaron

con agua destilada por 5 minutos en agitacién suave y en oscuridad.
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5.2.6 Analisis estadistico

Para el caso de los apices de las radiculas se utilizé un disefio experimental
completamente al azar con arreglo factorial de tratamientos, en los que los
factores y los niveles fueron: las variedades (AMCCG-2 y VS-22) y el Ya del
sustrato (-0.03, -1.0 y -1.5 MPa). Las unidades experimentales fueron grupos
de 40 a 60 radiculas y se realizaron 10 repeticiones. Para el caso de las hojas
fue el mismo disefio solo con dos tratamientos riego y sequia, las unidades
experimentales fueron grupos de 6 plantas de maiz y se realizaron 10 réplicas
Se realizaron analisis estadisticos en SAS (version 9.0) y una comparacion de
medias con la prueba de Tukey (P<0.05).

Para el analisis de la bandas, las membranas de nylon se escanearon y se
guardaron como archivos electronicos. El patron de la masa molecular, asi
como la RUBISCO y el estandar de RUBISCO (Sigma) se determinaron
utilizando la herramienta de medicion de densidad en Imagen J (Imagine 1.34s;

http://rsbnih.goV/ij). La masa molecular del estandar de RUBISCO se estimo

por analisis grafico a través de distancias de migracion de las proteinas
marcadores de PM conocidos. Los efectos de los tratamientos de sequia y de
riego fueron analizados comparando las respuestas con su respectivo control.
Los geles y analisis de inmunoblots se repitieron tres veces. Se realizé un

analisis estadistico de comparacion de medias de Tukey (P< 0.05)
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5.3. RESULTADOS

5.3.1. Cuantificacion de proteina

La cuantificacion de proteinas solubles en los apices de las radiculas y hojas de
maiz de VS-22 y AMCCG-2 indico6 diferencias significativas (P<0.05) entre los
tratamientos (Figura 1y Figura 2) de riego vs sequia. En la Figura1 se observa
una respuesta diferencial en el contenido de proteina soluble en los apices de
las radiculas de AMCCG-2 y VS-22, para los tres W del sustrato (-0.03,-1.0y -
1.5 MPa), a medida que el tiempo de tratamiento de sequia fue mas largo el
contenido de proteina resulté ser mas afectado (24, 48 y 72 h). En condiciones
de riego el WA de -0.03 MPa AMCCG-2 registro valores de 11.7 mg g~ PF,
mientras que VS-22 registro un valor de 10.4 mg g~ PF, que indica una

diferencia del 5 % menor en la variedad tolerante (VS-22).
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Figura 1.Efecto del déficit hidrico en el contenido de proteinas solubles (mg.g'1 PF) en el apice
de la radicula de dos variedades de maiz, crecidas en tres potenciales de agua del sustrato (-
0.03, -1.0 y -1.5 MPa), y con diferentes periodos de incubaciéon (24, 48 y 72 h). Letras
diferentes indican diferencias estadisticas significativas (P< 0.05). Cada barra es el promedio

de 10 repeticiones + E.E (n =10).

Cuando se aplico déficit de agua en el sustrato (Wa -1.0 MPa) los apices de las
radiculas de maiz de VS-22 con 72 h de incubacién redujeron un 11% el
contenido de proteina, mientras que AMCCG-2 disminuyé 30%. Cuando el
potencial de agua del sustrato fue mas severo de -1.5 MPa, el contenido de
proteina disminuyo 2.6 veces en AMCCG-2, y solo 1.3 veces en VS-22

comparados con los testigos (-0.03 MPa). Los resultados indicaron que el
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contenido de proteina soluble en apices de radiculas de VS-22 fue menos
afectado por los diferentes niveles de déficit de agua

En lo que respecta al contenido de proteinas solubles en hojas de maiz (Figura
2) en condiciones Optimas de riego, al igual que en el caso de apices de
radicula se obtuvo mayor acumulacion en la variedad AMCCG-2 (18.9 mg.g™

PF) versus VS-22 (16.4 mg.g™' PF)
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Riego Déficit hidrico Riego Déficit hidrico

VS-22 AMCCG-2

Figura 2. Efecto del déficit hidrico en el contenido de proteinas solubles (mg.g'1 PF) en hojas de
dos variedades de maiz, crecidas en riego y déficit hidrico. Letras diferentes indican diferencia

estadistica significativa (P< 0.05). Cada barra es el promedio de 10 repeticiones + E.E (n =10).

En condiciones de déficit de agua el contenido de proteina disminuyé 48.2% en
VS-22, mientras que AMCCG-2 disminuy6 hasta 59.1%, en ambos casos con
respecto al testigo (Figura 2) de la misma manera que en el apice de la
radicula, la variedad VS-22 fue la que presenté un mayor contenido de proteina

soluble, comparado con AMCCG-2.

109



5.3.2 Electroforesis en geles de poliacrilamida

Las proteinas fueron separadas en geles de poliacrilamida al 12 % en
condiciones desnaturalizantes (SDS). En &pices de radiculas de maiz se
detectaron alrededor de 29 bandas que estan en un rango de 15 a 104 KDa,
algunas de las proteinas detectadas y separadas en los geles (Figura 3.1)
mostraron diferencias en la intensidad de bandas entre variedades vy
tratamientos, sin embargo, la banda de 36 KDa mostro diferencia significativa

en su intensidad (Figura 3.2).

110



31 VS22 AMCCG- 2
A B C A B C MPM KDa

102,567
<€

£ 72516

47 873

34,143

<€ 26890

<€

ot

300

250 -

200 -

150 -

100 -

50 -

Contenido relativo de proteinas de 36 KDa (%)

-0.03 -1.0 -1.5 -0.03 -1.0 -1.5

VS22 AMCCG-2

Figura 3.1. Patron de proteinas de los apices de las radiculas en dos variedades de maiz,
crecidas en diferentes potenciales de agua (W) del sustrato (A,-0.03, B, -1.0 y C, -1.5 MPa) a
72h de incubacion Las proteinas fueron separadas en geles de PAGE- SDS al 12 %, en todos
los casos la concentracion de proteina fue de 60ug por pozo. Figura 3.2.contenido relativo de

proteinas con peso molecular de 36 KDa expresado en porcentaje de densidad éptica.

La proteina de peso molecular de 36 KDa detectada en las diferentes muestras
de apice de radicula se detectdé con una mayor intensidad a medida que el

estrés por sequia y tiempo de incubacion se incrementaron, a las proteinas con
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este PM se les ha identificado como dehidrinas (Colmenero-Flores, 1999),
estas proteinas se han encontrado en plantas de frijol y estan asociadas con un
mayor grado de respuesta al estrés hidrico. VS-22 evidencié mayor grado de
intensidad en estas bandas, con respecto a AMCCG-2 y después de 72 h de
incubacion.

En general, los patrones de proteinas observados en VS-22 vs AMCCG-2
fueron similares en las condiciones de humedad evaluadas. Sin embargo la
cuantificacion de la banda con PM de 36 KDa indic6 mayor acumulacion
porcentual en la variedad VS-22, con potenciales de agua de -1.0 y -1.5 MPa
(200 y 285 %, respectivamente), mientras que AMCCG-2 mostré una
disminucién de 150 y 177 %, respectivamente, fue evidente que AMCCG-2 fue
mas afectada por el déficit hidrico que VS-22 (Figura 3.2).

En la Figura 4.1 se muestra la separacidén de proteinas en el tejido de hoja de
las variedades de maiz (VS-22 y AMCCG-2), después de siete semanas de
déficit hidrico. Se encontraron diferencias significativas (P< 0.05) en las
proteinas de hoja entre variedades y tratamientos asi como entre las proteinas

con PM de 33 KDa que corresponden a las dehidrinas.
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Figura 4.1 Separacion de proteinas en gel de poliacrilamida SDS de hojas de dos variedades
de maiz, con 7 semanas de déficit hidrico. A) Estandar de RUBISCO; B) Riego AMCCG-2; C)
Riego VS-22; D) Sequia AMCCG-2; E) Sequia VS-22. En 4.2 contenido relativo de proteinas

con peso molecular de 36 KDa expresado en porcentaje de densidad éptica

La Figura 4. 2 se observa que son claros los cambios en la intensidad relativa
de la banda con PM de 33 KDa, y que posiblemente corresponda a una

dehidrina, esta variacién en la intensidad relativa se presenta cuando las
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plantas estuvieron sujetas a déficit hidrico, en comparacion con el testigo
(riego, columnas B y C).

Se observo que los testigos de ambas variedades no mostraron diferencias
significativas. Ademas se observd mayor acumulacién de proteina en VS-22
con 150% vs (50%) de AMCCG-2.

Otra de las proteinas con alto grado de expresion en el tejido de hoja de las
variedades de VS-22 y AMCCG-2, corresponde a la ribulosa bisfosfato
carboxilasa oxigenasa (RUBISCO), la cual es una proteina que a nivel de geles
desnaturalizantes se separa en dos subunidades; la subunidad grande con un
PM de 55 KDa y la subunidad menor con un PM de 13.5 KDa. Ambas
subunidades fueron evidenciadas en la Figura 4. 1, su presencia se observa
con diferencias en la intensidad relativa, y que esta en funcién del tratamiento
de déficit de agua al que fueron sometidas ambas variedades de maiz. Para
determinar si el estrés inducido o la tolerancia a la sequia se encuentra
relacionado con la acumulacion de la RUBISCO, asi como de su identificacion
con alto grado de confiabilidad, se procedi6 al uso de la técnica de
inmunodeteccion tipo “Western blot”, utilizando los geles de proteinas de las
hojas de maiz sometidas a diferentes niveles de déficit de agua. En la Figura.
5.1 se observa la presencia de la RUBISCO detectada con el anticuerpo
especifico de la misma proteina de origen vegetal (espinaca), su grado de
expresion es variable en mayor o menor grado, y esto esta influenciado por el
grado de déficit de agua en las plantas de VS-22 y AMCCG.2.El contenido de
RUBISCO disminuy6 significativamente en hojas de plantas estresadas de la
variedad AMCCG-2, comparada con las hojas de las plantas con riego de la

misma variedad.
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Figura 5. 1 Inmunodeteccién de la subunidad mayor de la RUBISCO (Western Blot) en hojas de
maiz VS-22 y AMCCG-2 en condiciones de riego y sequia. 5.2. Porcentaje de la subunidad
mayor de Rubisco en las hojas de maiz de AMCCG-2 y VS-22. A) RUBISCO purificada, B)
Testigo negativo, C) Riego susceptible, D) Riego tolerante, E) Sequia susceptible, F) Sequia

tolerante. Los datos son el promedio de 3 repeticiones + E.E (n=3).
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La inmunodeteccion indicé que la subunidad mayor de RUBISCO con un PM
de 55 KDa se present6 en todos los tratamientos para ambas variedades, los
niveles de expresion fueron mas altos en las plantas bien irrigadas, en
comparacion con las condiciones de estrés y la expresion de esta proteina
disminuyé en ambas variedades. La densidad de RUBISCO disminuyo 35 %
para AMCCG-2, mientras que en VS-22 la densidad fue menos afectada y solo

disminuyo un 18% (Figura 5.2)
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5.4. DISCUSION

5.4.1 Proteinas solubles

En nuestro estudio hemos observado que el déficit hidrico afectd
sustancialmente al contenido de proteina soluble del apice de la radicula y de
hoja de las variedades de maiz VS-22 y AMCCG-2. Se mostro una reduccion
de hasta 11% para AMCCG-2 y 15% para VS-22, por lo que se infiere que la
sintesis de proteinas se altera y/o se reduce o incluso se detiene. Zhu et al.
(2007) encontré que el estrés por déficit de agua indujo cambios en las
proteinas de la pared celular del apice de la radicula de maiz, esta disminucion
permiti® que muchos procesos celulares se activaran para regular el
crecimiento celular.

También se ha encontrado que la reduccion de proteinas esta relacionado con
la intensidad y la duracion de la sequia; como lo observado Nayer y Heidari
(2008) en dos cultivares de maiz sometidos a estrés de -1.76 MPa, y también
demostraron un descenso del 30% en el contenido de proteina soluble. Xu et
al. (2006) también obtuvieron un efecto significativamente negativo de la sequia
moderada a severa sobre el contenido proteico soluble de Leymus chinenses y
trigo. El desequilibrio metabdlico provocado por el estrés hidrico desencadena
una acumulaciéon de aminoacidos, en menor sintesis de ATP y RuBP y una
alteracion en la sintesis de proteinas (Lawlor y Cornic, 2002).

Sin embargo Zhou et al. (2004) encontraron que en tratamientos de estrés por
sequia se presenté mayor cantidad de proteinas solubles, y este incremento se
debidé a una mayor expresion de proteinas por lo que la cantidad de proteinas
se mantuvo elevada en plantas de pepino. Mientras que en los materiales VS-

22 y AMCCG-2 estudiados en este trabajo la acumulacién de proteina se
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redujo drasticamente, como también ha sido reportado en otros trabajos de
investigacion (Nayer, 2008).

La disminucion en las proteinas solubles y el incremento de proteinas de un
peso molecular (PM) similar a las dehidrinas en condiciones de sequia fue
consistente con lo reportado por Riccardi et al. (2004) en plantas de maiz, y
Bensen (2010) en soja. Dichos autores encontraron que el estrés por sequia

incrementod la expresidon de proteinas como las dehidrinas de 33 y 36 KDa.

5.4.2. Analisis de proteinas de maiz

Algunas de la proteinas del perfil electroforético en PAGE-SDS de AMCCG-2 y
VS-22 fueron identificadas como posibles dehidrinas, éstas mostraron PMs de
33 y 36 KDa, las cuales en otros estudios se han relacionado con la
deshidratacion (Nayer, 2008). Adicionalmente se puede decir que la presencia
de dehidrinas acumuladas en apices de radiculas y hojas de maiz de VS-22 y
AMCCG-2 se asocia directamente con la disminucidon del Wa. Por su parte,
Covarrubiias et al (1995) reportaron por primera vez las bandas con PM de 33 y
36 KDa y fueron asignadas como dehidrinas, Battaglia (2007) reporto que estas
proteinas son ricas en prolina, y simultaneamente se acumulan en respuesta al
déficit hidrico, protegiendo las paredes celulares y evitando la pérdida de agua.

Las dehidrinas bajo condiciones de estrés hidrico se expresan, la presencia de
algunas de estas proteinas con PM de 33 y 36 KDa se observaron en AMCCG-
2 y VS-22, y en este ultimo las bandas fueron mas intensas tanto en apice de
radicula y hojas de maiz. Se sabe que las dehidrinas también se producen en

respuesta a varios estreses ambientales tales como salinidad y frio (Garcia et
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al., 2000) y se han caracterizado como hidrofilicas y estables a altas
temperaturas.

En VS-22, se encontré que bajo condiciones de sequia se aumento la
expresion de estas dos proteinas, Riccardi et al.,, 1998 examinaron las
proteinas sensibles a la sequia de 2 lineas de maiz en geles unidimensionales
SDS-PAGE y no hubo variacion cuantitativa significativa en 78 de 413
proteinas de las hojas, y 38 de estas exhibieron expresion diferencial

Otra de las proteinas que fueron separadas en los PAGE-SDS de una manera
muy evidente, sobre todo por su alto grado de intensidad fue la subunidad
mayor de la RUBISCO, que presentdé un PM de 55 KDa (Lopes et al., 2011).
Esta proteina es caracteristica de plantas con metabolismo tipo C3, pero que
también esta presente en plantas C4, apoyando o interviniendo en el proceso
de fotosintesis. La RUBISCO es una de las enzimas mas importantes en la
fotosintesis y también es la mas abundante en el tejido vegetal. En plantas C4,
la RUBISCO interviene posterior a la absorcion del CO2, donde descarboxila la
molécula de cuatro carbonos, con lo que la fotorrespiracion desaparece
(Osakabe et al., 2014; Wang et al., 2014).

La identificacion de la RUBISCO vy su alteracion en su expresion fue confirmada
en VS-22 y AMCCG-2, sometidas a diferentes niveles de estrés hidrico por su
inmunodeteccién con anticuerpos especificos. En la inmunodeteccion se
observo que el grado de expresion alcanzado de esta proteina en las plantas
de maiz de VS-22 y AMCCG-2 mostré patrones diferenciales en su densidad.
El estrés por agua ocasioné reduccién de la proteina en ambas variedades de
maiz, pero fue mas afectada en la variedad AMCCG-2 comparada con VS-22.

Se infiere que la reduccion puede estar relacionada con la eficiencia de la
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fotosintesis, la cual disminuye cuando las plantas de maiz enfrentan esta
condicién hidrica, asi de esta manera se observd que cuando las plantas de
VS-22 alcanzaron un CRA de 70, la subunidad mayor de la RUBISCO
disminuyo en un 20%, mientras que AMCCG-2 con un CRA de 68%, la
RUBISCO se redujo hasta un 35%. Las plantas de maiz mantenidas en
condiciones cercanas a capacidad de campo (riego) y con un CRA del 90 %
mostraron una alta densidad de Rubisco (65 KDa), por lo que le fue asignado el
valor maximo de densidad del 100%.

La identificacion y cuantificacion de Rubisco a través de inmunogénicos es una
evidencia clara de como la falta de agua reduce el metabolismo relacionado
con la fotosintesis. Las diferencias observadas entre las dos variedades de
maiz se debe a que los efectos del estrés hidrico sobre la actividad de
RUBISCO varia con especies de plantas, y el nivel de estrés de sequia puede
variar desde la disminucion de actividad de Rubisco (Parry et al., 2002) hasta la
inhibicion total de la actividad de la enzima (Pankovic™ et al., 1999; Pelloux et
al., 2002). Otros estudios han demostrado que Rubisco no limito la fotosintesis
hasta que el estrés por déficit hidrico fue grave o por periodos prolongados
(Flexas, 2006).

La enzima Ribulosa 1-5 bifosfato carboxilasa/oxigenasa juega un papel
importante en la fotosintesis de la planta, la cantidad de esta enzima en hojas
es controlada por la tasa de sintesis y degradacion. Incluso bajo condiciones de
estrés por déficit hidrico en etapas tempranas, esta proteina se mantiene
relativamente estable en forma de holoenzima y tiene una vida media de varios
dias (Webber et al., 1994). Sin embargo, los resultados obtenidos en este

trabajo bajo condiciones de déficit hidrico se detectdé una disminucién de la
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subunidad mayor de RUBISCO en maiz, este comportamiento es similar a lo
reportado por Cohen et al. (2006), quienes reportaron que en plantas de
jitomate bajo estrés oxidativo existe una disminucion de la sintesis de la
subunidad grande de RUBISCO sin que se afecten los niveles de ARNm
(Osakabe et al., 2014).

Se puede inferir que la disminucion de Rubisco puede afectar directamente a la
fotosintesis, ya que se ha reportado como uno de los procesos fisioldégicos
sensitivos al déficit hidrico (Chaves, 1991; Lépes et al., 2011). Se conoce que
en plantas superiores se inhibe por el cierre estomatico y trae como
consecuencia disminucion de la regulacion del metabolismo fotosintético, y esto
puede representar una limitacion en la disponibilidad del CO, hacia el
cloroplasto, causando una reduccién en la concentracién interna del CO,
(Chavés et al., 2003), y eventualmente afectar la actividad de las enzimas,
como es Rubisco (Flexas et al., 2004, Hu et al., 2010).

En general, la cantidad de proteina sufre pocas modificaciones con el estrés
hidrico sugiriendo que la disminucion de la actividad puede estar relacionada a
cambios en el nivel de activacidén de enzimas. Flexas y Medrano (2002) y Parry
et al. (2002), han consignado que la disminucion de la actividad total de la
Rubisco podria estar vinculada a la caida de la actividad de la enzima Rubisco-
activasa. Por su parte, Tezara, (1999); Chaves, (2002) y Parry, (2002)
reportaron una disminucioén de la actividad de la enzima Rubisco activasa in
vitro en plantas sometidas a estrés.

Las proteinas son importantes macromoléculas que participan en todos los
aspectos de crecimiento y desarrollo de las plantas. Entre otros procesos las

proteinas estan involucradas en las catalisis de reacciones quimicas del
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transporte a través de membranas, la generacion de energia y el transporte de

electrones solo por mencionar algunos ejemplos.
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CAPITULO 6
DISCUSION GENERAL
Las sequias e inundaciones son fendémenos climaticos que tienen mayor
variacién, debido a que cada afio se encuentran fluctuaciones en la duracién e
intensidad de los periodos de lluvias (Lake, 2003). Esas variaciones a menudo
tienen gran influencia en la produccién de alimentos, limitando la productividad
de los cultivos y generando costos economicos a los agricultores (Wilhite,
2000).
La sequia provoca cambios metabdlicos que van desde la sintesis de
cantidades limitadas de metabolitos especializados hasta grandes cambios en
la composicion de metabolitos primarios, asi como muchas otras respuestas
fisiolégicas. Durante la sequia es necesario que el potencial osmaético provoque
acumulacién de solutos en el interior de la célula vegetal, para retener el agua y
mantener la presion de turgencia positiva.
Los resultados obtenidos en esta investigacion demostraron que el apice de la
radicula de maiz mantuvo una elongacién por 72 h, aun en Wa del sustrato de
hasta -1.5 MPa. La reduccién del Wa en el sustrato provocd una disminucion
diferencial en el crecimiento longitudinal de la radicula entre las dos variedades
de maiz VS-22 (variedad tolerante a sequia) y AMCCG-2 (variedad
susceptible). En el tratamiento de menor W,, la variedad VS-22 redujo su
crecimiento hasta un 70 % mientras que AMCCG-2 la inhibicién fue del 90%
comparado con el tratamiento testigo. Sin embargo, el crecimiento se mantuvo
y en ninguna de las dos variedades se presentd la inhibicion total del
crecimiento del apice de la radicula. En consecuencia la elongacién de la

radicula es muy activa, por lo que la absorcion de nutrientes es mas eficiente,
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ya que son transportados a las células de la endodermis de la radicula, y asi se
evita la desecacion de la planta (Tanaka et al., 2014).

Esto quizas se deba a que las plantulas estan realizando ajuste osmotico, que
permite la turgencia de la célula, a través de la acumulacion de solutos
compatibles, como azucares especificos (Glucosa, Fructosa y Sacarosa) que
se determinaron en esta investigacion, entre otros también estan la trehalosa y
prolina, que se acumulan en niveles elevados en radiculas sometidas a bajos
Y. Estas respuestas se han reportado en Zea mays y Arabidopsis thaliana y
se les ha relacionado con funciones de proteccion celular. (Cooper et al., 2002).
Los azucares también son senales importantes en la regulacion del
metabolismo del carbono y de la fotosintesis de la planta (Sheen et al., 2006;
Rolland, 2008). Nuestros resultados evidenciaron una mayor acumulacion de
glucosa y sacarosa en el apice de la radicula. La concentracion mas alta de
sacarosa correspondié con una menor acumulacién de almidén, cuando los
potenciales fueron de -1.0 y -1.5 MPa en la variedad VS-22, y con respecto a
AMCCG-2. Estos resultados concuerdan con otras investigaciones donde se ha
observado que la concentracién alta de sacarosa esta relacionada con la
disminucién del almidén (Ramirez et al., 2005), ya que el estrés afecta
directamente el metabolismo primario, por lo tanto la acumulacion de estos
compuestos quizas se deba a la degradacion de almidén a moléculas mas
sencillas.

Se ha documentado que para la sacarosa hay muchos tipos de interacciones
abidticos que implican la induccién de la invertasa extracelular, como una

enzima clave de una via de descarga del floema, dando como resultado una
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transicion fuente/demanda y una mayor relacion de hexosa/sacarosa (Liu et al.,
2012; Lemoine et al., 2013).

La trehalosa fue otro de los solutos que se detecto en radicula con W5 de -1.0 y
-1.5 MPa, asi como también fue detectada en hojas de maiz, cuando se
desarrollaron en el sustrato con déficit de agua. Este disacarido se incrementé
notablemente en la radicula, en donde estuvo en funcion de los tiempos de
tratamiento a las 24, 48 y 72 h, los valores registrados para VS-22 fueron hasta
de 3.2 veces mas con respecto a AMCCG-2.

Es importante resaltar la deteccion de este soluto en etapas muy tempranas del
desarrollo de la raiz y en las condiciones metodoldgicas de esta investigacion,
ya que a la fecha no habia sido reportada, por lo que su funcién aqui no esta
bien definida, pero es probable que su presencia contribuya al crecimiento del
apice radicular, asi como de un osmoprotector que contribuye al mantenimiento
de la elongacion.

En esta investigacion se observo que la acumulacion de trehalosa en hojas de
maiz, estuvo en mayor concentracion en VS-22, asi como en el tratamiento de
déficit de agua, con respecto a AMCCG-2. La acumulacion de este disacarido
posiblemente tiene funciones, para la proteccion de la planta ante situaciones
limitantes de agua como: osmoprotector para proteger las membranas
celulares, mientras que el intermediario trehalosa-6-fosfato (T-6-P) parece estar
involucrado en la regulacion, percepcion del estrés, fotosintesis y como fuente
de carbono (Paul et al., 2008; lturriaga et al., 2009)

En adicién, la T-6-P al estar involucrada en la regulacion del carbono y
fotosintesis, entonces puede afectar directamente la acumulacién de sacarosa

y almiddén, nuestros resultados concuerdan con los reportados por Kolve

129



(2005), quien interpretd6 que cuando hay un incremento en la expresion del
intermediario T-6-P trehalosa inducida por APL3, involucrado en fosforilacion
de (ADP-Glc.PPasa) primera enzima que participa en la biosintesis del
almidon. Por lo tanto hay una alteracion en la concentracion de almidon en los
tejido de origen de las plantas estresadas de Arabidopsis thaliana; trayendo
como consecuencia la disminucion de asignacion de esta molécula en
radiculas y hojas de desarrollo (Schluepmann et al., 2002).

Por otro lado las interacciones entre el azucar y la sefalizacion de la hormona
acido abscisico (ABA), juegan un papel de sefalizacion en la respuesta al
estrés abidtico.Por ejemplo, las interacciones entre azucar y ABA de
sefalizacion pueden ser responsables de la induccién de la senescencia
durante el estrés por sequia o por tratamiento de frio (Tuteja, 2007). Sin
embargo, la regulacion de senescencia por azucares, en respuesta al estrés,
por sequia, se deba a la variacion natural que se puede encontrar en las
estrategias, que permiten sobrevivir a las plantas por ejemplo; el escape y
evitacion a la deshidratacion son estrategias que se han descrito en diferentes
organismos como, Soya, Arabidopsis thaliana (Cooper et al., 2002; Lakshmi et
al., 2009).

Se ha documentado que el aumento de acumulacién de prolina en el apice de
la radicula de maiz a potenciales hidricos mas bajos, como en el caso de VS-
22, se debe a que en gran parte al aumento de la tasa neta de deposicién y
transportacién de prolina (Verslues y Sharp 1999, Voetgert 2010).

Se considera que la acumulacion de prolina en la region basal de la radicula es
esencial para mantener el crecimiento de la raiz bajo condiciones limitantes de

humedad (Ueda et al., 2001). En nuestros resultados encontramos que la
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distribucion de prolina esta en diferentes érganos de las plantas, como es el
caso de hoja y radicula de maiz, alcanzando niveles altos cuando las plantas
son sometidas a estrés hidrico. Debido a que la hoja es un tejido bien
desarrollado y con un sistema complejo de eventos fisioldgicos y bioquimicos,
provocd una mayor acumulacion de este osmolito, comparado con la radicula
de maiz de apenas 72 horas de elongacién longitudinal y con déficit de agua de
-0.03, -1.0 y -1.5 MPa. Lo anterior quizas se deba a una mejor regulacién el
transporte de este aminoacido (Kavi-Kishor et al., 2005) que se regula por
varias sefiales ambientales y el déficit de agua afecta, el transporte a larga
distancias trayendo como consecuencia una alteraciéon en la asignacion de
carbono y de nitrégeno. Sin embargo, el apice de la radicula de maiz al ser una
zona de diferenciacion celular, a menudo importan mayor cantidad de
aminoacidos para ayudar al crecimiento y desarrollo (Ueda et al., 2008).

De los fotosintatos de las variedades VS-22 y AMCCG-2 que se acumularon
transitoriamente en hojas, el monosacarido que se concentr6 en mayor
cantidad fue la glucosa. Posiblemente se debid, a la acumulacién del almidén y
sacarosa y su consecutiva hidrolisis a moléculas mas sencillas. Otra
explicacion es que la sacarosa es uno de los principales productos de la
fotosintesis que se trasloca a través de toda la planta via floema, la
movilizacion de estas reservas y su produccién continua y sin tanta demanda
por la planta, ocasiona que se desdoble a las hexosas glucosa y fructosa
(Oliver et al., 1997, Santacruz et al., 2002). El transporte de estos compuestos
hacia los demanda se efectua en forma de sacarosa (Lemoine et al., 2013).

En maiz se encontré que durante la sequia la actividad de la ADP-glucosa

pirofosforilasa (enzima encargada de la hidrdlisis del almidén) y de la invertasa

131



acida aumentan de manera notable, lo que conduce a un incremento en las
hexosas pero no en la sacarosa (Pelleschi, 1997).

Otro de los procesos metabdlicos mas afectados debido el déficit hidrico es la
fotosintesis. A nivel de hoja de maiz, se observd una reduccién progresiva del
CRA y del potencial hidrico del tejido, esto es debido al cierre de los estomas
inducido por el estrés hidrico y reflejado como una disminucién de la
conductancia estomatica (gs), que tiene una funcion central en esta respuesta
(Lawlor 2002). Ademas no debe olvidarse el efecto del estrés hidrico en el
desarrollo, el cual conduce a una disminucion del area foliar del dosel vegetal
(Passioura 1994) y por ende, de la capacidad total de asimilacion por parte del
cultivo.

Entre las causas asociadas a la posible existencia de limitantes metabdlicas de
la fotosintesis con el estrés podemos citar: (a) limitacion por actividad de la
RUBISCO; (b) regeneracion de Ribulosa 1,5 bisfosfato (RuBP) (c) y limitacion
por la disponibilidad de ATP y NADPH (Revisado en Lopes et al., 2011).

La disminucién de la expresion de la RUBISCO, en ambas variedades (VS-22 y
AMCCG-2) se afectd por las condiciones limitantes de agua, probablemente
por la disminucion de la conductancia estomatica y disminucion en la
asimilacion neta de CO; en los cloroplastos, en lugar de disminuir en relacion
del contenido de agua, estos efectos traen como consecuencia principal la
disminucién de la RUBISCO, causada por la difusion restringida a través de los
estomas y mesdfilo (Flexas et al., 2006; Chavés et al., 2009). Otra de efectos
de la disminucion de la expresion de RUBISCO es el decremento de la
fotosintesis, que puede ser debido a las alteraciones en el metabolismo

fotosintético (Lawlor et al., 20002), causado por la limitacién de la generacion
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de poder reductor o la actividad metabdlica, lo que afecta directamente a la
maquinaria fotosintética, habiendo una reduccion en los organos fuentes, y
como consecuencia se afectan a los 6rganos en formacién (frutos, llenado de
grano).

Otra posible explicacion de la disminucidon de la RUBISCO en plantas
estresadas, se puede deber a la actividad de la RUBISCO, regulada por la
enzima Rubisco activasa, una chaperona molecular cuya actividad es
dependiente del cociente ATP/ADP que da los cambios de las proteinas (Cho
et al., 2007; Balasubramanian et al., 2007). Estudios reciente indican que la
enzima Rubisco activasa desempefa un papel vital en la respuesta a la
fotosintesis a estrés hidrico (Chen et al., 2007; Gancedo et al., 2008). Sin
embargo, los estudios sobre la regulacion de Rubisco activasa durante la
deshidratacion son muy limitadas para la plantas. Es evidente que un
sinnumero significativo de genes relacionados con el metabolismo fotosintético

se ven afectados por la desecacion (Balasubramanian et al., 2007).
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CONCLUSIONES
Las variedades de maiz VS-22 (tolerante a la sequia) y AMCCG-2
(susceptible a la sequia) sujetas a diferentes niveles de déficit hidrico,
presentaron una reduccion significativa en la elongacién del apice de la
radicula, sin alcanzar la inhibicion completa. VS-22 mostro una mejor
respuesta a la sequia, manteniendo la elongacion de la radicula hasta
las 72 h de crecimiento, comparada con AMCCG-2.
El déficit de agua en la hoja de maiz de ambas variedades provoco
reducciones significativas en los valores del CRA, potencial hidrico,
potencial osmaético y una obtencidon de valores positivos en el potencial
de turgencia. VS-22 resulté menos afectada que AMCCG-2 ante esta
condicion hidrica.
En condiciones de estrés hidrico el apice de la radicula y las hojas de
VS-22 acumularon al menos cinco veces mas prolina que AMCCG-2,
con diferencias significativas, comparadas con sus respectivas plantas
testigo (riego).
Se demostré que el apice de la radicula de hasta 72h de crecimiento en
VS-22 presentd la capacidad de sintetizar y acumular solutos
compatibles; como la glucosa, fructosa, sacarosa y trehalosa, a medida
que déficit hidrico fue mas severo (-1.5 MPa). En hoja de la planta y bajo
las mismas condiciones hidricas, estos solutos se mantuvieron e incluso
se incrementaron. AMCCG-2 mostré menor acumulacién de estos

solutos.
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El déficit hidrico evidencid la acumulacion de almidon en radicula y hoja,
estos valores fueron variables en los genotipos evaluados, aunque en
AMCCG-2 el polisacarido se acumul6 en mayor cantidad, con respecto a
VS-22.

La concentracion de proteinas en radicula y hoja disminuy6 conforme el
déficit hidrico fue mas severo para ambas variedades, comparadas con
las variedades mantenidas en condiciones de riego. También se
observaron diferencias en el perfil de proteinas de ambas variedades
sometidas a sequia.

Se identifico y confirmo la presencia de la RUBISCO en ambas
variedades de maiz, utilizando la técnica de inmunodetecciéon tipo
“‘Western blot”. El tratamiento de sequia suministrado a las plantas
afectd su densidad, en mayor grado para AMCCG-2 que para VS-22,
con alta diferencia estadistica. RUBISCO estuvo ausente en el perfil del

apice de la radicula.
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