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RESUMEN

El arroz (Oryza sativa L.) es un alimento basico para mas de la mitad de la poblacion
mundial. Considerando la importancia del arroz como cultivo alimenticio, la obtencion de
variedades mejoradas con caracteristicas agronémicas que impacten positivamente en la
resistencia a condiciones desfavorables, incrementara la autosuficiencia alimentaria de la
poblacion. La sequia es el principal factor limitante para el incremento de la productividad
agricola mundial, y el mejoramiento de variedades resistentes a sequia involucra la
manipulacion de un sistema de caracteres complejos por lo que el desarrollo de plantas con
mejoras en la resistencia a estrés hidrico es una necesidad latente. Estudios recientes del
metabolismo de la trealosa han puesto en evidencia la capacidad generalizada de las plantas
de sintetizarla y el importante papel que tiene en la resistencia a estrés hidrico. Este proyecto
parte de la hipodtesis de que la inhibicion por RNA antisentido del gen de la trealasa
incrementa los niveles de trealosa y se confiere tolerancia a estrés abiotico. El objetivo
principal de este trabajo consistid en analizar el efecto de la inhibicion del gen de la trealasa
por RNA antisentido en la resistencia a estrés hidrico en dos variedades mexicanas de arroz
con distinta tolerancia a sequia (riego y secano). La metodologia propuesta para tal fin
consistid en obtener un cultivo de callo embriogénico de arroz para su transformacion por el
método de biobalistica con vectores de expresion de RNA antisentido dirigidos a la trealasa.
Las plantas transformantes se obtuvieron por germinacion de embriones somaticos resistentes
a higromicina en medios suplementados con reguladores de crecimiento y sometidas a un
proceso de propagacion, enraizamiento y aclimatacion a condiciones de Invernadero. El
material obtenido se analiz6 por PCR y funcionalidad de [B-glucoronidasa como gen
reportero; asi mismo fue analizada la disminucion de actividad trealasa en condiciones in
vitro. Las plantas en condiciones de invernadero fueron sometidas a un periodo estrés hidrico
al final del cual fue analizado el contenido de azucares, CRA de hoja, fotosintesis asi como
distintos parametros fenoldgicos como produccion de biomasa y habitos de crecimiento. Las
lineas transgénicas mostraron un incremento en la concentracion de trealosa presente en raiz
en condiciones de sequia, siendo mayor la capacidad de acumulacion de la variedad de arroz
tipo secano (resistente a sequia), donde también incrementaron la biomasa. Los niveles de
trealosa alcanzados para las plantas transgénicas fueron de 780 y 870 pgr/gr PS como valores
maximos para las variedades de riego (Morelos A98) y secano (Temporalero A95)
respectivamente. Esta acumulacioén de trealosa condujo a un incremento significativo en la
capacidad fotosintética de las lineas transgénicas en condiciones de riego y aumenta en
condiciones de sequia en lineas derivadas de Morelos A98 explicado por altos niveles de
CRA. En plantas transgénicas derivadas de Temporalero A95 el incremento de la actividad
fotosintética y alto CRA se ve afectado por el tratamiento de sequia aplicado. De esta manera
fue posible concluir que la inhibicidon de la trealasa conduce a un incremento de trealosa en
condiciones de sequia, y que la tolerancia de la planta a las condiciones de estrés se ve
incrementada manteniendo altos nivel de fotosintesis.



INTRODUCCION

El incremento explosivo de la poblacion mundial, junto con el continuo deterioro de las
tierras arables, la escasez de agua y el incremento en el estrés ambiental, resultan en serios
problemas para la produccion agricola y seguridad alimentaria mundial. A pesar de los
esfuerzos enfocados para mejorar los cultivos principales por medio del mejoramiento
tradicional en su resistencia a diferentes tipos de estrés abiotico, como la sequia, la salinidad y
las temperaturas extremas, los éxitos han sido limitados. La falta de un progreso deseable en
esta area se atribuye al hecho de que la tolerancia al estrés abidtico es una caracteristica
compleja influenciada por la expresion coordinada y diferencial de una red de genes.

El estrés abidtico puede afectar directa o indirectamente el estado fisiologico de un
organismo alterando su metabolismo, crecimiento y desarrollo. Una respuesta comun de los
organismos al estrés por sequia salinidad y temperaturas extremas, incluye la sintesis y
acumulacion de componentes osmoprotectores conocidos como solutos compatibles. Estos
son compuestos relativamente pequefios que incluyen aminoacidos y sus derivados, polioles,
azucares, metilaminas, etc. Estos compuestos denominados osmolitos son considerados como
estabilizadores de las proteinas y estructuras celulares en condiciones de estrés. Uno de estos
compuestos es la trealosa, un disacarido de glucosa que desempefia un importante papel
fisioldgico como protector de estrés abidtico en una gran cantidad de organismos, incluyendo
bacterias, levaduras e invertebrados. En el Reino Vegetal, la mayoria de las especies no
acumulan cantidades considerables de trealosa a excepcion de las plantas conocidas como
plantas de resurreccion Selaginella lepidophylla, cuya caracteristica es ser altamente resistente
a la sequia.

Con el estudio del metabolismo de la trealosa y el descubrimiento de genes homologos
para su biosintesis en Selaginella, Arabidopsis y otras plantas se sabe que la habilidad de
sintetizar trealosa esta ampliamente distribuida entre las diferentes especies vegetales. Estas
investigaciones han propiciado la realizacion de trabajos dentro del area de la ingenieria
genética de plantas para lograr la sobreproduccion y acumulacion de trealosa y con ello lograr
fenotipos interesantes en la tolerancia a estrés abiodtico. Sin embargo los primeros trabajos
mostraron los aspectos negativos de la acumulacion de intermediarios de la biosintesis de
trealosa asi como la degradacion mediante la actividad hidrolitica de la enzima trealasa, por lo
que la acumulacion de del azicar no fue posible. A pesar de lo anterior se obtuvieron
resultados positivos de adquisicion de diferentes niveles de tolerancia a estrés por sequia,
salinidad y bajas temperaturas; a la par que se ha descubierto el importante papel de la
trealosa-6-fosfato, intermediario del metabolismo, como molécula de sefializacion en el
metabolismo de carbohidratos en plantas conduciendo a una mejora en la capacidad
fotosintética de la planta.



Debido a los resultados positivos de adquisicion de tolerancia al estrés abidtico con la
manipulacion del metabolismo de la trealosa, se han continuado las investigaciones con el fin
de desarrollar estrategias que lleven al incremento de los niveles de acumulacion del azucar y
con ello los de tolerancia en las especies estudiadas, con el objetivo final de obtener tales
efectos en cultivos de importancia agrondémica.

Considerando la importancia del arroz en nuestra alimentacion, es oportuno manipular la
concentracion de trealosa evaluar sus efectos en este cultivo que resulte en el desarrollo de
variedades con una mejor tolerancia al estrés abiotico. Esto brindard la oportunidad de la
siembra de arroz en areas donde normalmente no se cultiva resultando en un impacto social y
econdmico positivo y si se logra conferir un aumento en la capacidad fotosintética y mayor
produccion, dicha tecnologia tendréa un valor agregado.



HIPOTESIS

La inhibicion por RNA antisentido del gen de la trealasa y con ello la acumulacion de
trealosa confiere tolerancia a estrés hidrico en arroz.



OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Analizar el efecto de la inhibicion del gen de la trealasa por RNA antisentido sobre la
tolerancia a sequia en arroz.
4.2. Objetivos Especificos

1. Analizar la funcionalidad de la secuencia antisentido en tabaco.

2. Obtener un cultivo de callo embriogénico de Arroz.

3. Transformar el cultivo con vectores de expresion del RNA antisentido por el método de
biobalistica.

4. Caracterizar las plantas transgénicas de arroz obtenidas.

5. Realizar ensayos de tolerancia a sequia en las plantas transgénicas.



ANTECEDENTES

5.1 Origen e Historia del Cultivo del Arroz

El arroz en uno de los cultivos mas antiguos en la agricultura, puesto que se domestico
hace miles de afios en Asia y en Africa, se extendié por China y por toda Asia 3 000 afios
antes de nuestra era y durante el tltimo milenio se ha introducido progresivamente en el resto
de los continentes. Si bien se trata de una planta de origen tropical, se encuentra totalmente
adaptada a diversos ambientes, desde los desiertos egipcios o australianos hasta alturas de 2
400 metros sobre el nivel del mar en Nepal o los altiplanos andinos.

Se cultiva principalmente en agua mediante el sistema de campos inundados (el 56% del
total cultivado: todo el de Europa, de Norte América, de Oceania y mas del 50% del de Asia),
pero también puede efectuarse en secano, en lugares bajos donde las lluvias son abundantes
(Suramérica, Africa y en diversas zonas de Asia) o bien en “tierras altas”. En la parte baja de
los grandes rios de Asia (Bangladesh, delta del Mekong, etc.) se cultivan los arroces flotantes,
capaces de vivir a una cierta profundidad en el agua. De hecho, el agua en el cultivo del arroz
actua mas impidiendo por gravedad el ascenso capilar de las sales de las capas freaticas mas o
menos superficiales que proporcionando sustento liquido para una elevada evapotranspiracion
de la planta (Franquet y Borras 2006).

Las 25 especies conocidas aproximadamente del género Oryza se encuentran distribuidas
en las regiones tropicales y subtropicales de Asia, Norte y Sur de Australia y Suramérica. Las
variedades que se cultivan en la mayoria de los paises pertenecen al tipo Oryza, que cuenta
con una veintena de especies, de las cuales solamente dos presentan un interés agricola para el
hombre. Oryza sativa (arroz comun asiatico y presente en la mayoria de los paises
productores de arroz en el mundo), originario de Extremo Oriente al pie del Himalaya. Esta
dio origen por el extremo chino a la subespecie O. sativa Japonica y del extremo indio la
subespecie O. sativa Indica. La gran mayoria de las variedades que se cultivan pertenecen a
esta subespecie, que se caracteriza por su plasticidad y por su calidad culinaria (Franquet y
Borras 2006).

5.2 Importancia Econémica.

El arroz es uno de los productos agricolas cuyo cultivo y consumo mas auge ha
experimentado en los ultimos afios. Es el recurso alimenticio mas utilizado por los paises
pobres en su alimentacion y la demanda en los paises ricos aumenta cada afo. En la mayoria
de los principales paises productores de arroz se produce para el consumo interno. Es
precisamente en Asia donde estan los seis primeros productores de arroz del mundo: China,



India, Indonesia, Vietnam, Bangladesh y Tailandia. Son ademas de grandes productores,
grandes consumidores de dicho cereal de verano, por lo que pocos de estos paises se
encuentran entre los mas exportadores, como es el caso de China e India que, aunque juntos
acaparan el 60% de la produccion mundial, sélo exportan el 1% de su propia produccion,
dedicando el resto al consumo interno. El comercio del arroz es pequefio comparado con el de
otros productos agricolas; asi, en la primera mitad de los afios 90 del pasado siglo, ha sido del
4% sobre el total de la produccion, mientras que en el caso de otros productos como el trigo,
el comercio mundial ha representado en el mismo periodo un 18% con respecto a la
produccion mundial (Franquet y Borras 2006).

Segun las ultimas estimaciones de la FAO, la produccion arrocera aument6é en 2007 un
uno por ciento hasta alcanzar los 650 millones de toneladas. Se trata del segundo afio
consecutivo en el que el crecimiento de la produccion sera menor que el crecimiento de la
poblacion, con el resultado de una disminucion de la produccion de arroz per capita.
Actualmente se prevé que el comercio internacional de arroz alcance los 29.9 millones de
toneladas en 2008, 1.1 millones de toneladas por debajo de la estimacion revisada de 2007.
Las dificultades de abastecimiento a las que podrian enfrentarse la mayoria de los paises
exportadores hasta el Gltimo trimestre del afio y las correspondientes restricciones sobre las
exportaciones son factores determinantes para la reduccion prevista en el comercio de arroz
en 2008 (FAO 2008).

5.3 Ecosistemas Arroceros de México

A nivel mundial, se cultivan 80 millones de hectareas de arroz en condiciones de riego,
equivalente al 54% del area arrocera, en las que se produce el 75% del total de grano. Se
cultivan también alrededor de 17.3 millones de hectareas de arroz de temporal, 12% del total
cultivado, que aportan el 4% de la produccion total de grano. (Osuna 2001).

En México el arroz se cultiva desde el Noroeste, en los Mochis, Sinaloa; Noreste, en el
distrito de riego de Las Animas, en Tamaulipas, hasta el Sureste del pais, en Chiapas. La
mayor parte del arroz cultivado en el Norte y el Centro, se cultiva en condiciones de riego,
bajo siembra directa o trasplante, mientras que la mayoria del arroz que se cultiva en el Sur es
de temporal y siembra directa. La altitud de los sitios en los que se produce el arroz en nuestro
pais va de unos cuantos metros en muchos de los estados productores, hasta 1 400 m snm en
Malinalco, estado de México, pasando por altitudes de 900 a 1 300 m snm en Morelos y
Guerrero (Osuna 2001). Los sistemas arroceros que actualmente se manejan en México de
acuerdo a Tavitas y Hernandez (2000), son:

5.3.1 Riego por Transplante (RT)

Es el sistema de cultivo en el que casi todas las labores todavia se efectian a mano, desde
el establecimiento del almacigo hasta la cosecha. El agua para el riego del cultivo en algunas
areas proviene de manantiales, o de pequeias presas en otras zonas. Con el sistemas RT se
establecid el cultivo del arroz de la subespecie Indica en el estado de Morelos en 1836, de
donde posteriormente fue llevado a otras areas del pais; actualmente el cultivo de arroz RT se



efectua en la region central de México, centro de Veracruz, Valle de Apatzingan, Michoacan
y centro de Jalisco.

5.3.2 Riego por Siembra directa (RSD)

Sistema de cultivo altamente tecnificado, en que la siembra de la semilla se efectiia
directamente en el terreno, ya sea en lineas con maquinas terrestres, o “al voleo” con
“voleadoras”, a mano o con avioneta agricola. El resto de las operaciones: control de malezas,
plagas, y fertilizaciobn se efectian con avioneta; la cosecha se realiza con maquinas
combinadas convencionales, donde el agua para el riego proviene de presas de
almacenamiento. El cultivo de arroz RSD en México se lleva a cabo principalmente en el
noreste (Sinaloa y Nayarit), occidente (Colima y costa de Jalisco) y noreste (area de las
Huastecas, que comprenden sur de Tamaulipas, norte de Veracruz y oriente de San Luis
Potosi).

5.3.3 Temporal (T)

El que depende del agua de lluvia, desde que gemina la semilla y a través de todas las
etapas fenologicas de las plantas hasta la maduracion del grano. En México este sistema de
cultivo se efectua en las entidades del trépico humedo del sureste (Veracruz, Oaxaca, Chiapas
y Campeche).

5.3.4 Temporal con riegos de Auxilio (TRA)

Difiere del sistema de temporal, comtn, porque el cultivo puede recibir riegos de auxilio
donde se cuenta con agua almacenada proveniente de algunas microcuencas o de pozos
aledafios al cultivo, durante la ocurrencia de sequia principalmente en las etapas reproductivas
de las plantas.

La escasez de agua para el cultivo de arroz en nuestro pais es probablemente el factor
limitante mas importante en las zonas de riego. El estado de Sonora fue durante varios afios en
la primera mitad de este siglo, el principal productor de arroz en nuestro pais. Debido a la
escasez de agua, en los afios 50’s dejo de cultivarse por completo. Posteriormente, Sinaloa se
convirtié en el principal productor de arroz de riego, llegando a cultivarse hasta 110 523 has
en 1985. Debido a una aguda escasez de agua, en el ciclo Primavera-Verano en 1996 no se
cultivé una sola hectarea de arroz y en los tltimos afios se han cultivado menos de 4 000 has a
nivel estatal. En Morelos llegaron a cultivarse hasta 12 000 ha en algunos afios de la década
de los 60’s. Debido al problema de escasez de agua, combinado con el de altos costos de
produccion, la superficie se redujo paulatinamente hasta estabilizarse alrededor de 3 500 has
en los ultimos 5 afios. (Osuna, 2001)

5.4 Ciclo de Viday Etapas de Desarrollo
Las plantas de las variedades cultivadas de arroz completan su ciclo de vida en periodos

que van de 3 a 7 meses. Las variedades que alcanzan su maduracién en tres meses son
consideradas como muy precoces, mientras que aquellas que lo hacen en 7 meses, se



consideran muy tardias. Independientemente de la duracion del ciclo, las plantas de arroz
pasan por dos etapas secuenciales durante su crecimiento y desarrollo: la etapa vegetativa y la
etapa reproductiva. La etapa reproductiva a su vez se divide en las etapas pre-floracion y post-
floracion, conocida esta ultima como etapa de maduracion.

El rendimiento potencial de grano se define primariamente en la etapa de pre-floracion,
pero el rendimiento real finalmente alcanzado se define en la etapa de maduracion. Por esta
razon, desde el punto de vista agrondmico se considera conveniente dividir el ciclo de vida de
la planta de arroz en tres etapas: vegetativa, reproductiva y de maduracién (Osuna 2001).

5.4.2 Etapa Vegetativa

Inicia con la germinacion de la semilla y termina cuando comienza la formacion del
primordio panicular. Se caracteriza esencialmente por el amacollamiento activo, el
incremento gradual en altura y la emergencia de hojas en intervalos regulares. El
amacollamiento activo sigue hasta alcanzar un méximo numero de tallos, después de lo cual
se presenta una reduccion en la cantidad de tallos hasta alcanzar un valor constante. Algunos
de los tallos que sobreviven no llegan a formar una panicula, por lo que son llamados tallos
improductivos.

La etapa vegetativa se divide en etapa vegetativa basica y etapa vegetativa retardada o
sensible al foto periodo. La primera es insensible a la duracion del dia y termina una vez que
la planta puede iniciar la formacion del primordio panicular, al presentarse dias cortos. La
etapa vegetativa retardada tiene una duracion variable y es la responsable de las diferencias en
la duracion del ciclo de vida de las variedades fotosensibles.

5.4.3 Etapa Reproductiva

Esta etapa inicia con la formacién del primordio panicular, lo cual generalmente ocurre
muy proximo en tiempo al momento de maximo amacollamiento, unos dias antes o unos dias
después. La etapa reproductiva se caracteriza por la elongacion de los tallos, la reduccion en
el namero de tallos, la emergencia de la hoja bandera, el embuche, la excercién o emergencia
de la panicula y la floracion. En la mayoria de las variedades, la excercion de la panicula
ocurre alrededor de 30 dias después del inicio del primordio panicular. A la fase de
emergencia de paniculas se le conoce también como antesis o floracion, ya que esta Gltima
ocurre desde el momento mismo en que la panicula emerge, o cuando mucho al dia siguiente
(Yoshida 1981).

Desde el punto de vista agronémico, se considera que la planta se encuentra en la etapa de
floracion cuando el 50% de las paniculas han emergido. En una espiguilla individual, se le
conoce como antesis o floracion a la serie de eventos que ocurren entre la apertura y el cierre
de dicha espiguilla. Al inicio de la antesis, la lema y la palea se abren en la porcion del apice,
luego los filamentos se elongan y las anteras emergen, después de lo cual la lema y la palea se
cierran dejando fuera a las anteras.



5.4.3 Etapa de Maduracion

La fase de maduracion sigue a la fertilizacion de espiguillas (antesis o floracion).
Agrondmicamente se considera que esta etapa se extiende desde la floracion hasta el
momento en que el grano alcanza su maximo peso. Su duraciéon en los tropicos es mas o
menos constante, alrededor de 30 dias, mientras que en las zonas templadas puede durar hasta
65 dias. En términos practicos se le subdivide en las etapas de grano lechoso, masoso, sazéon y
maduro. Esta fase se caracteriza por la senescencia de las hojas y por el crecimiento del grano,
manifestado éste por el aumento en tamaiio y peso, ademas de los cambios de color.

Las etapas de desarrollo descritas atras son basicamente las mismas en los sistemas de
trasplante y siembra directa. Las diferencias en la duracion del ciclo total de vida en una
variedad determinada se deben basicamente a la duracion de la etapa vegetativa retardada o
sensible al foto-periodo, como ocurre con las variedades Morelos que son altamente foto-
sensitivas, ya que la duracion de las etapas reproductiva y de maduracion no varian
considerablemente en una condicidon determinada. Ademas de la duracion del dia, la
temperatura, o bien la combinaciéon de duraciéon del dia y temperatura (foto-termo
periodicidad), pueden afectar la duracién del ciclo de vida de una variedad dada (Osuna
2001).
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FIGURA 1. Ciclo de Vida del Arroz.

5.5 Factores Ambientales que Afectan el Cultivo del Arroz

En lo que se refiere al ambiente en general, los factores de clima juegan un papel
decisivo en la produccion de arroz, en primera instancia, el rendimiento del arroz estd en
funcion de interacciones complejas entre el genotipo cultivado y su ambiente, natural o
modificado por las practicas de manejo. La temperatura y la radiacion solar son dos factores
ambientales importantes en el cultivo del arroz; algunos autores sefialan que una alta
disponibilidad de agua es el requisito mas critico en condiciones de riego (Vargas 1985) y los
efectos de la sequia como el primer factor limitante del desarrollo y rendimiento del arroz en
condiciones de temporal.
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5.5.1 Temperatura

La temperatura afecta tanto al crecimiento como al desarrollo del arroz. La temperatura
afecta a la planta de arroz al menos en dos maneras: primero, se tienen temperaturas criticas
bajas o altas que son las que definen en primera instancia los lugares en donde la planta puede
completar su ciclo de vida. Segundo, dentro del intervalo de temperaturas criticas baja y alta,
la temperatura influye en la tasa de desarrollo de las hojas y de las paniculas, y de la tasa de
maduracién, determinando con ello la duracion del crecimiento de una variedad determinada
bajo cierto ambiente (Yoshida 1976).

El tiempo de desarrollo del arroz hasta la etapa de floracion estd determinado por la
temperatura, la duracion del dia, y la sensibilidad de la planta a los dos factores. Después de la
floracion, la temperatura es el factor dominante que afecta la duracion de la etapa de
maduracion. La temperatura 6ptima para el arroz decrece a medida que la etapa de desarrollo
avanza de la fase vegetativa a la reproductiva. (Osuna 2001). En general, las variedades de la
subespecie Indica estan mejor adaptadas a las temperaturas altas en la etapa de maduracion,
mientras que las variedades de la subespecie Japonica requieren temperaturas bajas para una
mejor maduracion. (Osuna 2001)

5.5.2 Radiacioén Solar

El efecto de la radiacion solar sobre el crecimiento y desarrollo de la planta de arroz
depende de la etapa de desarrollo en que se encuentre. El sombreado durante la etapa
vegetativa afecta solo ligeramente al rendimiento de grano y sus componentes; durante la
etapa reproductiva reduce significativamente el nimero de espiguillas. Sombreando durante la
etapa de maduracion se disminuye considerablemente el rendimiento de grano debido a la
reduccion del porcentaje de grano lleno (Yoshida 1981).

Si el abastecimiento de agua es adecuado, la temperatura y la radiacion solar parecen ser
los factores predominantes que afectan al rendimiento (Yoshida 1976). No debe perderse de
vista, sin embargo, que los efectos positivos de estos dos importantes factores de clima se
manifestaran so6lo cuando se cultiva una buena variedad, a la que se aplica un manejo
agronomico adecuado, y se controlan oportunamente las plagas y las enfermedades.

5.5.3 Agua

Ya se ha mencionado que si se cuenta con un abastecimiento suficiente de agua, la
temperatura y la radiacion solar determinan en buena medida el rendimiento de grano; sin
embargo, en condiciones de temporal, si las temperaturas varian dentro del intervalo critico, la
lluvia el factor que mas limita al rendimiento. A continuacidon se mencionaran los efectos de
la deficiencia de agua en el cultivo del arroz.

5.6 Caracteristicas del Cultivo de Arroz Sometido a Estrés Hidrico

Es muy conocido que el arroz es un alto consumidor de agua presentando una baja
eficiencia en el uso de la misma, comparado con el sorgo y otros cereales, lo que implica una
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relacion de transpiracion dos veces mayor (Yoshida 1982) y la produccion de materia seca es
proporcional a la cantidad de agua transpirada por la planta, lo que explica que el desarrollo y
rendimiento del arroz en condiciones de secano guarda una alta relacion con la cantidad y
duracion de la lluvia.

Es en la etapa de formacion de la panicula donde la planta necesita mayor cantidad de
agua; pues ademas de la requerida por sus tejidos, en este periodo la exigencia se incrementa
en 80% para los granos y es en el 50% de floracion donde se alcanza el mayor indice de area
foliar; produciéndose un incremento en la intensidad transpiratoria, que no obstante reducirse
a causa del estrés es superior a la alcanzada en la fase vegetativa.

La falta de agua durante la fase reproductiva segin O'Toole y Chang (1979), presenta
cuatro etapas donde los procesos de desarrollo son mas sensibles a la sequia; no so6lo en el
cultivo de secano, sino en el de riego y son: iniciacion de la panicula, desarrollo meiotico de
los gametos, antesis (fertilizacion) y la fase de llenado del grano. Se produce una reduccion en
la altura de la planta, retraso de excersion de la panicula, floracién uniforme; se reduce el
numero de paniculas fértiles y la eficiencia fotosintética, asi como el numero de granos llenos
y se incrementa la esterilidad segiin informan Heenan et al. (1984) y Jha y Sahov (1988).

5.6.1 Fisiologia del Arroz en Condiciones de Estrés Hidrico

La transpiracion es un proceso que se controla inicialmente por la apertura y cierre de los
estomas, determinado por la tension de humedad del suelo, contenido de agua en el interior de
la planta, resistencia estomatica y condiciones ambientales (radiacion solar, temperatura del
aire y humedad relativa). En el momento que las extremidades de las raices detectan el déficit
hidrico en el suelo envian acido abscisico a los estomas (Lasso 1991); cuya sintesis y
translocacion se aceleran hacia las partes aéreas de la planta, y los estomas bajo este estimulo
se cierran reduciendo la transpiracion.

La pérdida de agua por transpiracion es inevitable pues la planta necesita abrir los estomas
para facilitar la absorcion de COy; la absorcion es consecuencia de la pérdida de humedad por
transpiracion, indicando el equilibrio de estos dos procesos el estado hidrico de la planta.
Cuando este equilibrio se pierde, las células y tejidos se deshidratan incrementando su
temperatura (Henckel 1964), iniciandose una serie de ajustes como: cierre estomatico,
disminucion de los procesos fotosintético y transpiratorio, (Bennet et al. 1987); suspension de
la division celular y reduccion del alargamiento (Brevedan y Hogdes 1973); alteracion de los
procesos hormonales y como consecuencia, la reduccion del crecimiento (Larque 1977).

5.6.2 Afectaciones en el Rendimiento del Arroz Sometido a Sequia

El sometimiento de la planta de arroz a estrés hidrico reduce substancialmente el
crecimiento: el area foliar e Indice de 4rea foliar caen hasta en un 60%, lo que trae consigo un
decremento en la captacion de la radiacion solar disminuyendo la fotosintesis y produccion de
materia seca; reduccion en el crecimiento y desarrollo del sistema radical y por tanto se
disminuye el suministro de nutrientes a la planta, debido a que estas no pueden absorber
adecuadamente los iones, incidiendo negativamente sobre el rendimiento agricola del grano.
(Da Silva y Guimaraez 1990).
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En caso de que el déficit de agua se produzca durante corto tiempo en la fase de division
celular o de maduracion, provoca un pequetio retraso pero significativo en la acumulacion del
peso seco de los granos pues en esta etapa es donde la planta necesita la mayor cantidad de
agua libre para propiciar el llenado de los granos. Si la sequia se produce durante la fase
vegetativa y después se suprime, la produccion de materia seca total puede ser superior en la
etapa reproductiva a la variante de riego durante todo el ciclo, por la alta emision de hijuelos
tardios, sin embargo no se beneficia en igual proporcion la produccion de granos (Gajri y
Prihar 1983, Lowlar et al. 1981).

Informacion reportada por Bashor et al. (1991), indica que el area de la hoja bandera es
quien guarda la mayor relacion con el rendimiento agricola en el arroz, de forma directa o
indirecta, pues esta asociada al nuimero de granos llenos por paniculas y la longitud de ésta. El
tamano de la panicula y el nimero de granos se definen durante la etapa vegetativa; sin
embargo en condiciones de estrés los organos de la planta alcanzan la senescencia mas
rapidamente con efectos nocivos para la formacion de los granos, a causa una reduccion en la
fotosintesis en la etapa mas activa de desarrollo de la planta, provocando una disminucion
significativa en la formacion de fotosintatos y los carbohidratos necesarios para la formacion
y llenado de los granos (Yoshida 1982, Yamagata 1997). Algunos autores han considerado
que la translocacion de sustancias de reserva es lo mas importante en el llenado de los granos
de arroz y funciona como mecanismo de tolerancia a la sequia. Sin embargo De Rayssae
(1988), reporta que el mecanismo clave en ese sentido no es la translocacion de las sustancias
de reserva al grano, sino la acumulacion eficiente de carbohidratos durante la fase vegetativa.

Los principales aspectos en que se ve afectado el arroz en estrés por sequia son:

Elongacion Foliar. La velocidad de elongacion de la hoja se reduce cuando la planta se
encuentra en condiciones de tension de humedad, pudiendo alcanzar una reduccion hasta de
un 94% cuando la humedad del suelo posee un valor inferior al 19%, durante un periodo de
16 dias (IRRI 1983). Esta reduccion en el crecimiento es una consecuencia de la disminucion
en la turgencia de las hojas debido a la pérdida de agua causada por el estrés, lo cual esta
asociado a una menor asimilacion de carbono (Osombi 1984).

Altura de la Planta. La altura final de las plantas en condiciones de temporal experimenta
una reduccion que estara en dependencia de la respuesta varietal, asi como de la tension de
humedad a que estuvieron sometidas En arroz segun lo reportado por Chida (1993), la
produccion de materia seca por dia es baja en los estadios tempranos de crecimiento y la
mayor produccion se alcanza en el maximo ahijamiento, después del cual decrece.

Fotosintesis y Productividad. Alfonso (1986) y Ramirez et al. (1991), reportan que al
someter las plantas de arroz a estrés hidrico durante el desarrollo del cultivo se redujo
significativamente la altura de la planta y la produccion de materia seca, lo que provoco la
disminucion en el rendimiento agricola y su cuantia depende de la variedad y fenofase en que
se produce el estrés. En trabajos realizados por Mathews y Boyer (1984), informan que al
disminuir el contenido de agua en la planta, se reduce la fotosintesis y la produccion de
fotosintatos, afectando el desarrollo de la planta; a lo que agregan Yoshida et al. (1981) e
IRRI (1986), que este déficit de agua provoca una reduccion en la altura de las plantas que se
acentua con la duracion del estrés y varia con la etapa de crecimiento; y es mas afectada si la
variedad ha sido seleccionada solo para condiciones de riego. Al respecto Muchow et al.
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(1986) y Talukder (1987), encontraron en arroz un efecto negativo sobre el indice de area
foliar, con independencia de la tolerancia a la sequia que tengan las variedades; caracter este
muy asociado con el rendimiento agricola en el arroz (Da Silva et al. 1985).

Desarrollo Radicular. El crecimiento de la raiz y por consiguiente ¢l de la planta esta
sujeto a: edad de la planta, contenido de oxigeno, humedad del suelo, temperatura,
disponibilidad de nutrientes, presion osmotica de la solucion del suelo, niveles toxicos de
elementos, presencia de patdgenos, genotipos y métodos de cultivo (Fageria 1984). Al
respecto Kasperbaner y Busscher (1991) en algodon y Masle (1992) en trigo y cebada
encontraron variabilidad genética en la habilidad de penetracion favorable a raices gruesas. En
tal sentido IRRI (1993), informa que el grosor de la raiz tuvo un efecto directo sobre la
resistencia a la sequia mientras que para el largo fue negativo. Nguyen et al. (1994) reportan
al respecto que la habilidad de penetracion se correlaciond positivamente con el grosor de la
raiz.

En resumen cuando las plantas se someten a estrés de humedad, se reduce la altura, area
foliar y rendimiento (Kramer 1983); a causa de la inhibicion del alargamiento celular, lo que
esta dado por el grado de turgencia que tienen las c€lulas en estas condiciones (Boyer 1968),
asi como la alteracion en los procesos fisioldgicos tales como: fotosintesis, respiracion,
translocacion y distribucion de metabolitos (Eastin 1983). Los mecanismos que la planta de
arroz posee para conservar el agua e incrementar la tolerancia a la sequia incluyen el
enrollamiento de la hoja y cierre de los estomas (Ingram et al. 1994); tienen un efecto
negativo sobre el crecimiento, area foliar, indice de area foliar y produccion de materia seca,
provocando reduccién en el rendimiento agricola e industrial.

5.7 Resistencia a Sequia

La sequia en términos genéricos puede definirse como una deficiencia de agua que
depende de dos factores: variaciones en el descenso del potencial hidrico en el ambiente y
variaciones en el tiempo o duracion de estos descensos.

La resistencia a sequia es un fenémeno complejo que resulta de las caracteristicas
histologicas y fisiologicas con factores ambientales. De acuerdo con ello se han usado
diferentes términos para describir la respuesta de las plantas a tensiones de humedad,
resultante de las interacciones de diversos mecanismos a los que se han asociado algunos
caracteres morfologicos, fisiologicos y las variaciones en la demanda de agua propias de la
especie (Morgan 1989) y la afectacion que experimenten algunas de ellas repercutira en la
produccion de granos. La magnitud del efecto depende de la intensidad, duracion y respuesta
de la variedad a la sequia destacandose las de ciclo corto por una mayor eficiencia en el uso
del agua segtin informan Armenta (1981), Tavitas (1981), Gupta y O’Toole (1986), asociando
la resistencia a cuatro mecanismos: escape, evitacion, tolerancia y recuperacion que a
continuacion se definen:

5.7.1 Escape

Capacidad fisioldgica de la planta para escapar al efecto de la sequia, completando su
ciclo vegetativo antes de que se presente el estrés de humedad.
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5.7.2 Evitacion

Propiedad genético-fisiologica de la planta para evitar los efectos de la sequia por dos vias
importantes, una via es por el mantenimiento del nivel de hidratacion de los tejidos a causa
del desarrollo de sus raices profundas y reduccion del flujo de agua de los tejidos, tallos y
hojas. Por otra parte por la disminucion de la pérdida de agua a través del rapido cierre de los
estomas y enrollamiento de sus hojas, lo que disminuye la superficie evaporativa ayudado por
la plasticidad y serosidad de las cuticulas de las mismas.

5.7.3 Tolerancia

Habilidad del citoplasma de las células para sobrevivir y funcionar normalmente aunque
los tejidos de la planta se desequen o tengan potenciales de agua reducidos, a fin de poder
soportar el déficit de presion y difusion de la misma. Es la resultante de interacciones
fisiologicas complejas que involucran procesos de osmorregulacion.

5.7.4 Recuperacion

Consiste en la habilidad genético-fisioldgica de las plantas para reanudar su desarrollo
fenologico después de un periodo de carencia de humedad del suelo; la velocidad con que se
presenta esta asociada al mayor contenido de agua o potencial hidrico, (Bhattachargee et al.
1971), es decir la velocidad de recuperacion es proporcional al potencial de agua en las vainas
y las hojas; y esta recuperacion puede registrarse en cualquiera de las etapas fenologicas
(Chang et al. 1983).

Enrollamiento
de la hoja

Cierre estomatal

Desarrollo de
culicula gruesa

Sistema radical prolifico
para explorar la humedad
del suelo

Raices profundas
para utilizar la
humedad en los
perfiles inferiores
o al nivel del agua

FIGURA 2. Mecanismos evasion y tolerancia a sequia en Arroz (O"Toole y Chang 1978)
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La resistencia a la sequia es conferida a las plantas por alguno o por la combinacién de
estos cuatro mecanismos. Cada uno de ellos incluye varios caracteres que pueden ser
utilizados por los fitomejoradores (Arrandeau 1989) debido a que la naturaleza de la
resistencia a la sequia es fisioldgica y genética. La magnitud del efecto de sequia depende de
la resistencia propia de la variedad, caracteristicas genéticas y rasgos agrondmicos especificos,
intensidad y duracion del estrés y la etapa de desarrollo en que se encuentre la planta durante
la carencia de agua (Singh et al. 1986, Morgan 1989).

A nivel bioldgico y considerando el contenido de agua en los tejidos de las plantas
durante los periodos de sequia, se han propuesto diversos indicadores agronomicos para
identificar los genotipos que manifiestan tolerancia a sequia tales como: enrollamiento de las
hojas y cierre de los estomas; ajuste osmotico y habilidad del sistema radical para absorber
agua de los perfiles profundos del suelo. A nivel celular se ha planteado sobre la aptitud de
algunas especies para concentrar mayor cantidad de acido abscisico, que se forma en los
cloroplastos, el cual influye favorablemente en la resistencia a la sequia (Chang y Loresto
1986, Hernandez y Tavitas 1991, Jensen et al. 1989, Tavitas 1986, Mc Willians 1989). Estos
indicadores y otros como el crecimiento de la planta, duracion del ciclo e indice de area foliar;
pueden emplearse en los programas de mejoramiento de arroz de secano.

5.8 Biotecnologia Aplicada al Mejoramiento Genético del Arroz

El rendimiento mundial del arroz para 1996 fue de 2.52 Tm/ha, y se proyecta que para el
afno 2010 el rendimiento sera de 2.87 Tm/ha, un incremento anual de 0.93%. Incremento un
poco optimista si consideramos que el incremento en los tltimos 6 afos fue de 0.68%, la base
para ese rendimiento "optimista" proyectado responde basicamente al desarrollo e incremento
en el uso de variedades mejoradas (IRRI 1993). Sin embargo la reduccion del rendimiento
causado por el estrés ambiental continia siendo uno de los problemas mas comunes y
complejos a resolver por el mejoramiento genético en el arroz (Sano 1997).

En los paises asiaticos el arroz se produce en areas de cultivo donde predomina la
préctica de inundacion del terreno durante practicamente todo el ciclo del cultivo. En México,
la escasa disponibilidad de agua no permite manejar el agua de esa manera, por lo que los
estudios sobre riego en el arroz se enfocan a reducir la lamina de agua utilizada. En México,
las inversiones para desarrollar cultivos de arroz con producciones sustentables obligan a
establecer la obtencion de semilla por medios biotecnoldgicos, y ya que el 65% de su
produccién proviene de riego, es primordial la generacion de plantas tolerantes estrés por
sequia que permita la optimizacion de riegos, una buena produccion en zonas de temporal en
zonas ya establecidas o que permita su adaptacion en zonas con potencial para este cultivo.

El sistema de mejoramiento tradicional de cultivos involucra un largo periodo de
seleccion y cultivo de las plantas portadoras de los caracteres agrondmicos deseados. En el
caso de la manipulacion de caracteres sencillos como la resistencia a enfermedades o insectos,
existen alternativas biotecnoldgicas para incrementar la eficiencia del mejoramiento
tradicional como el aislamiento y uso de QTL’s (Quantitative Trait Loci)-(Young 1996). El
mejoramiento tradicional ha sido lento en el caso de la tolerancia a sequia y alto rendimiento
por ejemplo, debido a su complejidad.
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El arroz como cultivo de gran importancia econémica y alimenticia, representa una
necesidad de desarrollar nuevas variedades con mejor tolerancia a estrés abidtico. En arroz no
se han asociado caracteristicas fenotipicas directas con la tolerancia a sequia, sin embargo se
han estudiado algunas caracteristicas relacionadas como el desarrollo de un sistema radicular
profundo (Ekanayake et al. 1985; Lilley y Fukai 1994; Wade et al. 1996) y ajuste osmotico
(Ludlow y Muchow 1990; Zhang et al. 1999). A pesar de estos avances, la seleccion de
arroces tolerantes a estrés abiodtico no tiene bases genéticas conocidas lo que hace mas dificil
el fitomejoramiento para esta caracteristica.

5.8.1 Mejoramiento Genético de la Resistencia a Sequia en Arroz.

El estrés de sequia en el arroz, afecta practicamente todos los caracteres del crecimiento
y desarrollo de la planta, modificando la anatomia, morfologia, fisiologia y bioquimica (Datta
y Sechu 1982). La tolerancia a estrés abidtico es una caracteristica compleja y la produccion
de plantas adaptadas a este tipo de estrés involucra cambios genéticos y modificaciones
fisiologicas importantes (Nguyen et al. 1997). Diversos investigadores han manifestado que
combinar el caracter resistencia a la sequia y alto potencial de rendimiento en el arroz es muy
dificil ya que esta especie es altamente exigente en agua y que genéticamente este caracter
estd asociado en la mayoria de los casos a caracteres agrondmicos indeseables y una mayor
rusticidad de la planta (Tavitas 1987).

Las estrategias actuales para el mejoramiento de cultivos mediante ingenieria genética,
en general se enfocan en la transferencia de uno o varios genes que se encuentren
involucrados ya sea en vias de sefializacion y regulacion, genes que codifican enzimas
presentes en vias que dirigen la sintesis de protectores funcionales o estructurales como los
osmolitos y antioxidantes, o proteinas que confieren tolerancia al estrés.

5.8.1.1 Factores de Transcripcion

Una via importante en conferir tolerancia a multiples tipos de estrés es la sobre-expresion
de factores de transcripcion que controlan el funcionamiento de varios genes (Kasuga et al.
1999, Kim et al. 2004, Oh et al. 2005). Es generalmente aceptado que la activacion de factores
de transcripcion especificos afecta la expresion de un grupo de genes funcionales relacionados
entre si. Siguiendo este concepto, han sido reportados diversos trabajos en los que con el fin
de aumentar la resistencia al estrés en arroz se han sobreexpresado distintos factores de
transcripcion de respuesta a estrés como HRD (Karaba et al. 2007), ZFP252 (Xu et al. 2008) y
genes de la familia SNAC (Hu et al. 2006, Nakashima et al. 2007; Hu et al. 2008).

Los factores de transcripcion NAC comprenden una gran familia de genes cuyas proteinas
contienen a dominio N-terminal de unién a DNA altamente conservado. La caracterizacion en
arroz determind que este gen es inducido especificamente en células guarda bajo condiciones
de estrés por sequia. La sobreexpresion de genes de esta familia en arroz ha incrementado la
tolerancia a sequia (Hu et al. 2006; Nakashima et al. 2007; Hu et al. 2008) en arroces de la
subespecie Japonica, asi mismos se ha comprobado la induccion de expresion de genes de
defensa a estrés en respuesta a la expresion de los genes SNAC por lo que son propuestos
como de utilidad en el aumento de tolerancia a sequia en arroz.
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5.8.1.2 Proteinas Reguladoras

Otro enfoque en la busqueda de conferir tolerancia a estrés es a través de la
sobreexpresion de genes involucrados en la recepcion y transduccion de sefiales de estrés
abidtico (Shou et al. 2004; Saijo et al. 2000). La investigacion entorno a familias de genes que
sean inducidos por seiales de estrés en arroz buscan aumentar por esta via la tolerancia a
estrés; los genes incluyen proteinas que interactuan con cinasas (Xiang et al. 2007), proteinas
LEA (Xiao et al. 2007) y proteinas asociadas a estrés (SAP) (Kanneganti y Gupta 2008). Asi
como genes que expresan moléculas de proteccion como inhibidores de proteinasas (Huang et
al. 2007) y proteinas de choque térmico (Sato y Yokoya 2008). Se observa en comin que
existen mayor la tolerancia al estrés, en algunos casos para un tipo especifico, y que existe
induccion de genes de respuesta a estrés abidtico asi como la acumulaciéon de sustancia
osmoreguladoras.

5.8.1.3 Sustancias Osmoreguladoras

Los principales tipos de estrés abiotico como frio, salinidad y sequia, finalmente
desencadenan en la plantas estrés osmoético lo que ocasiona cambios a nivel celular y
molecular como la acumulacién de solutos orgdnicos u osmolitos. Por ejemplo arroz estresado
por alta salinidad acumula poliaminas (Krishnamurti y Bhagwat 1989) y prolina (Alia y
Saradhi 1993, Chou et al. 1991), otras plantas acumulan cominmente azucares (Price et al.
2004), polioles (Alexander et al. 1994, Loescher et al. 1992) y como se ha visto, en casos
menos comunes trealosa (Anselmino y Glig 1993, Drennan et al. 1993; Goddijn y van Dunn
1999).

De las sustancias osmoreguladoras conocidas, la trealosa representa un molécula
interesante debido a sus funciones en la osmoproteccion y tolerancia a la disecacion
(Anselmino y Gligo 1913, Drennan et al. 1993, Goddijn y van Dun 1999). La acumulacion de
prolina como sustancia protectora de respuesta a estrés en arroz de forma comun ha llevado a
la investigacion en la acumulacion de prolina (Jin y Ray 2004) con un incremento de
tolerancia, sin embargo es sabido que la trealosa tiene mayor capacidad de proteccion que la
prolina en arroz sometido a estrés salino (Garcia et al. 1997). Ha sido demostrado que la
trealosa estabiliza proteinas y lipidos de membrana manteniendo la fluidez de membrana bajo
condiciones de sequia (Leslie et al. 1995) por lo que en arroz asi como en otras plantas se ha
evaluado si la sobreproduccion de este aziicar conduce al incremento de tolerancia a sequia y
otros tipo de estrés.

Con el antecedente de trabajos realizados en tabaco para la acumulacion de trealosa
(Holmstrom et al. 1996, Pilon-Smits et al. 1998, Yeo et al. 2000), la sobreexpresion regulada
de genes biosintéticos de trealosa (0tsA y otsB) de E. coli en arroz para manipular la tolerancia
al estrés fue reportada por Garg et al. (2002) donde se observd una correlacion entre la
acumulacion de trealosa y niveles altos de carbohidratos solubles asi como una elevada
capacidad de fotosintesis en condiciones normales y de estrés de baja temperatura, salinidad y
sequia.
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Tabla 1. Plantas Transgénicas de Arroz para Incrementar la Resistencia a Sequia

Gen Origen Observaciones Referencia
FACTORES DE TRANSCRIPCION
HRD Arabidopsis  -Plantas de bajo consumo de agua Karaba et al. 2007
-Mayor biomasa bajo condiciones de riego
-Incremento de biomasa de raiz en condiciones
de estrés por sequia
SNAC1 Arroz -Aumento germinacion en condiciones de estrés  Hu et al. 2006
-Aumento del rendimiento en condiciones de
sequia en etapa reproductiva.
-Aumento de resistencia a sequia y tolerancia a
la sal en estado vegetativo.
-Mayor sensibilidad a ABA y pérdida de agua
mas lentamente.
SNAC6 Arroz -Aumento en la tolerancia a deshidratacion y Nakashima et al.
estrés salino. 2007
-Retardo en el crecimiento y bajo rendimiento
en etapa reproductiva.
ZFP252 Arroz -Incremento de prolina libre y azucares solubles, Xu et al. 2008
-Induccion de expresion de genes de defensa a
estrés.
-Aumento de tolerancia a estrés salinos y sequia
SNAC2 Arroz -50% de sobrevivencia después de exposicion a Hu et al. 2008
baja temperatura.
-Alto porcentaje de germinacion
-Mayor taza de crecimiento en condiciones de
alta salinidad.
-Aumento de tolerancia a tratamiento de PEG,
-Incremento en sensibilidad a ABA
HvCBF4 Cebada -Incremento de la tolerancia a sequia, alta Oh etal. 2007
salinidad y baja temperatura.
-Ligero aumento incremento en la capacidad
fotosintética en condiciones de baja temperatura
PROTEINAS REGULADORAS
LEA3-1 Arroz -Alto rendimiento de grano en condiciones de Xiao et al. 2007
estrés
SAP8 Arroz -Tolerancia a la sal, sequia y estrés por frio en la Kanneganti y
etapa de germinacién y plantula Gupta 2008
-Alto porcentaje de germinacion y recuperacion
de peso fresco
-Tolerantes a la sal y sequia durante el estado de
antesis
-Disminucion del 50% en rendimiento.
sHSP17.7 Arroz -Alta capacidad de recuperacion y crecimiento Sato y Yokoya
después de un periodo de sequia. 2008
CPI1 Arroz -Mayor rendimiento de grano bajo condiciones Huang et al. 2007
de sequia severa.
-Menor pérdida de proteinas totales en
condiciones de estrés por sequia.
CIPKO3 Arroz -Mayor tolerancia al frio (CIPKO03), sequia Xiang et al. 2007
CIPK12 (CIPK12)y estrés salino (CIPK15)
CIPK15 -Incremento en acumulacion de prolina y
azucares solubles.
COIN Arroz -Mayor tolerancia al frio, salinidad y sequia. Liu et al. 2007

-Incremento de niveles de prolina
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Tabla 1.Cont...

Gen Origen Observaciones Referencia
SUSTANCIAS OSMOREGULADORAS
otsA/otsB E. coli -Niveles altos de carbohidratos solubles Garg et al. 2002

-Elevacion de capacidad fotosintética bajo
condiciones control y estrés.

otsA/otsB E. coli -Incremento en tolerancia a sequia, salinidad y Jang et al 2003
frio
TPP1 Arroz -Aumento de tolerancia a estrés salino y frio. Ge et al. 2008
adc Datura -Proteccion al tratamiento de sequia. Capell et al. 2004
stramonia
p5cs Frijol -Alta tolerancia a estrés salino o déficit de agua.  Suy Wu 2004

-Rapido crecimiento de hojas y tallo en plantulas
-Incremento en biomasa bajo condiciones de
sequia.

5.8.2 Transformacion Genética de Arroz

La transformacion es una técnica biotecnoldgica por la cual genes funcionales son
insertados en el genoma de interés por medio de diversos sistemas de entrega. La
transformacion genética de plantas consiste de la entrega, integracion y expresion de genes
foraneos en la célula vegetal que finalmente regenerara a una planta completa. Desde hace
tiempo se han realizado constantes esfuerzos en mejorar caracteristicas agrondmicas
relevantes en el rendimiento del arroz a través de técnicas biotecnologicas y la transformacion
es una importante herramienta para el mejoramiento genético, como también es esencial un
buen sistema de cultivo in vitro.

Es generalmente aceptado que el genotipo es el principal factor limitante en la
transformacion exitosa de arroces de la subespecie Indica, debido a que existen variaciones
significativas en la respuesta a cultivo de tejidos in vitro entre los distintos germoplasmas (Ge
et al. 2005). En general los arroces de la subespecie Indica presentan una baja respuesta a la
induccion y proliferacion de callo embriogénico junto con el dificil mantenimiento del
potencial embriogénico y la capacidad de regeneracion de plantulas verdes.

Los estudios realizados para clarificar las bases genéticas de la respuesta de cultivo de
tejidos en Gramineas han revelado que existe un complicado mecanismo de regulacion
genética controlado probablemente por grupos distintos de genes que regulan la respuesta del
cultivo in vitro. En sorgo Ma et al. (1987) encontré que la habilidad de formar callos con
capacidad regenerativa variaba entre los distintos genotipos y fue de caracter hereditario
actuando como caracter dominado por dos genes o grupo de genes. Sin embargo la extensa
variabilidad de la respuesta al cultivo in vitro sugiere mas bien que todos las variedades tienen
la capacidad genética y las diferencias genéticas se encuentran en los diferentes niveles de
reguladores presentes en el explante los cuales, en combinacion con los reguladores presentes
en el medio de cultivo desarrollaran una respuesta especifica (Bhaskaran y Smith 1990).

La transformacion genética de arroz comenzdé con métodos de transferencia directa de

genes en la subespecie Japonica a través de transformacion de protoplastos (Toriyama et al.
1988, Zhang et al. 1988). Posteriormente se reportd la recuperacion de las primeras plantas
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transgénicas de arroz de la subespecie Indica de la variedad Chinsurah Boro II utilizando
también el sistema de protoplastos (Datta et al 1990). La variedad Taipei 309 fue usada
inicialmente como modelo de transformacion de arroz, seguido por Nipponbare, Yamibiko,
Yamabiko, Noria 14, Zhonghua 6, IRRI-New Plant Type, todos de la subespecie JapOnica
(Ignacimuthu et al. 2000). Como la subespecie Indica es mas dificil de transformar, el nimero
de variedades transformadas es mas limitado.

A pesar de las significantes variaciones en la respuesta adecuada al cultivo in vitro y la
variabilidad de los genotipos en entre arroces de la subespecie Indica, se han reportado
trabajos donde se utilizan una variedad de métodos de transformacion (Datta et al 1990), sin
embargo los mejores y mas repetitivos resultados han sido obtenidos utilizando los métodos
de protoplastos, biobalistica y Agrobacterium de buena eficiencia pero limitados a ciertas
variedades de la subespecie Indica (Datta et al. 2001, Lin y Zhang 2005), lo que confirma la
dificultad de transformacion en estas variedades. A continuaciéon se mencionaran los
principales sistemas de transformacion y su utilizacion en arroz.

5.8.2.1 Sistema de Protoplastos

El sistema de protoplastos consiste en la preparacion de un cultivo de células vegetales
que han sido aisladas y desprovistas de la pared celular. La obtencion de este cultivo puede
ser por medios mecanicos (cortando o rompiendo la pared celular), por la digestion de la
pared celular por medios enzimaticos (pectinasas, celulasas, hemicelulasas o mezcla de ellas).
El primer reporte de regeneracion a partir de protoplastos para especies de Gramineas (Vasil y
Vasil 1980) abri6 nuevas posibilidades de transformacion genética en cereales y pastos.

Transformacion mediada por PEG. Los protoplastos se mantienen en un medio de
cultivo y se adiciona el gen a transferir, el PEG produce poros en la membrana plasmatica por
donde penetra el DNA. En 1986 Uchimiya et al. obtuvo por primera vez callo transgénico con
resistencia a kanamicina de protoplastos derivados de raiz de la subsespecie Japonica. Las
primeras plantas transgénicas de arroz con esta técnica fueron reportadas por Zhag et al
(1988); posteriormente, se publicé el primer reporte de arroz transgénico de tipo Indica
variedad Chinsurah II por este método (Datta et al. 2000).

Transformacion mediada por Electroporacion. Esta técnica utiliza descargas eléctricas
para abrir canales en la membrana celular en forma transitoria e introducir el DNA de interés.
Toriyama et al. 1998, fue el primero en la produccion de arroz transgénico de la subespecie
Japédnica por electroporacion de protoplastos aislados de un cultivo de anteras, confiriéndole
resistencia a antibidticos. Xu y Li (1994) obtuvieron plantas transgénicas fértiles de arroz tipo
Indica utilizando embriones maduros.

5.8.2.2 Sistema de Agrobacterium

Este método se basa en el mecanismo natural de infeccion de la bacteria del suelo
Agrobacterium tumefaciens que introduce un gen de su plasmido en las células de la planta
infectada. El método de transformacion mediada por Agrobacterium anteriormente limitado a
especies dicotiledoneas, fue reportado para arroz por Raineri et al. (1990) en la subespecie
Japonica por el co-cultivo de embriones maduros pero sin obtener regeneracion. En 1994, Hei
et al. reporta la regeneracion de plantas de arroz de la subespecie Japonica, posteriormente se
logro la transformacion de variedades de la subespecie Indica (Rashid et al. 1996, Aldemita y
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Hodges 1996) pero con una baja eficiencia y limitado a contadas variedades. Posteriormente
Lin y Zhang (2005) dan a conocer un método de transformacion de arroz tipo Indica con alta
eficiencia mediado por Agrobacterium.

5.8.2.3 Sistema de Biobalistica

El bombardeo con microproyectiles consiste de la introduccion en células vegetales de
particulas metalicas cubiertas con DNA aceleradas a altas velocidades. Plantas completas
pueden ser obtenidas de las células transformadas después de un proceso de seleccion y
regeneracion; el proceso de transformacion es genotipo independiente por lo que no hay
limitacion bioldgica para la entrega del DNA. El método de transformacion por biobalistica
permite obtener de manera eficiente plantas transgénicas de arroz independientemente del
genotipo del que se trate.

El primer reporte de un método basado en el bombardeo con microproyectiles en arroz se
dio a conocer por Christou et al. (1991) mediante el bombardeo de embriones inmaduros;
Sivamani et al. (1996) reporto un método de transformacion de callo embriogénico de arroz
de la subespecie Indica obtenido de un cultivo en suspension. Modificaciones hechas al
protocolo de transformacion de callo embriogénico fueron llevadas a cabo con el fin de
reducir el tiempo y contaminacion del cultivo mediante la induccion de callo en medio solido
suplementado con auxinas se logrd transformar y regenerar plantas fértiles de variedades de
todo el mundo (Valdez et al. 1998); recientemente se ha utilizado para obtener plantas
transgénicas fértiles de la variedad mexicana Morelos A-92 (Martinez et al. 2003).
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FIGURA 3: Aspectos de los métodos de Transformacion Genética de Plantas. A)
Protoplastos Vegetales; B) Cultivo de células en suspension; C) Analisis de gen
reportero en embriones inmaduros transformados; D) Micrografia electronica de barrido
de Agrobacterium; E) Camara de transformacion por Biobalistica; F) Microparticulas de
Tungsteno y G) Oro para bombardeo.

5.9 Metabolismo y Sefializacion de Azucares en Plantas

La regulacion de azucares en plantas es un proceso complejo y fascinante. Como
organismos fotosintéticos las plantas constan de o6rganos y tejidos fuente exportadores de
azUcar y organos vertedero importadores de azucar; las sefiales de azlcar son, entonces
generadas de diferentes fuentes y dirigidas a distintas localizaciones. El metabolismo de
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azlcares también es un proceso muy dinamico, dado que los flujos metabolicos y las
concentraciones de azlicares se alteran dramaticamente durante el desarrollo de la planta y
ocurren en respuesta a sefiales ambientales, como los cambios diurnos, estrés biodtico y
abidtico (Gupta y Narinder 2005).

Los azucares regulan actividades de crecimiento en tejidos exportadores e importadores de
carbohidratos (6rganos fuente y vertedero, respectivamente); esto asegura la sintesis Optima y
uso de carbon y fuentes de energia (Stitt y Krappe 1999, Coruzzi y Bush 2001). En general
bajo nivel de azicar induce o aumenta la fotosintesis para mantener la homeostasis, moviliza
y exporta las sustancias de reserva, en tanto que la presencia de azlcar en abundancia
promueve el crecimiento y almacenamiento de carbohidratos (Koch 1996) todo esto permite
la adaptacion del metabolismo de carbon a las cambiantes condiciones ambientales y a la
disponibilidad de otros nutrientes.

En general, las actividades de organos fuente como la fotosintesis, movilizaciéon de
nutrientes y exportacion son reguladas positivamente bajo condiciones bajas de azucar,
mientras que las actividades de 6rganos vertedero como el crecimiento y almacenamiento son
reguladas positivamente cuando las fuentes de carbon son disponibles de manera abundante
(Figura 4). La actividad fotosintética y la demanda de oOrganos vertederos necesita ser
rigurosamente coordinada y esta coordinacion involucra tanto regulacion metabodlica
(substrato y alostérico) y mecanismos de sefializacion de azucares especificos (Gupta y Kaur,
2005).

Actividad de Organo Fuente Actividad de Organo Vertedero
AZUCAR AZUCAR

1 o) U T

o FOTOSINTESIS

g MOBILIZACION DE NUTRIENTES a CRECIMIENTO
g EXPORTACION o ALMACENAMIENTO
o GERMINACION o RESPIRACION

FIGURA 4. Efectos metabdlicos de los niveles de azlcar en 6rganos fuente y vertedero.
Efectos diferenciales de actividades fuente y vertedero dependiendo de la disponibilidad de
nutrientes (tomado de Gupta y Kaur 2005). I, induccién; U, represion; A, alto contenido de
azucar; B, bajo contenido de azicar.

Las caracteristicas del sistema fuente vertedero son dindmicas y varias de acuerdo a la
etapa fenologica del cultivo, genotipo y condiciones agroclimaticas. Uno de los objetivos del
mejoramiento genético tradicional ha sido favorecer el balance del carbono hacia el vertedero.
Sin embargo en cultivos basicos como el arroz, se ha llegado al parecer a un tope genético que
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requiere la implementacion de estrategias distintas para incrementar el rendimiento y la
eficiencia metabolica del carbono en la fuente y el vertedero (Tofifio 2007).

5.9.1 Sistemas de Monitoreo

Los aztcares producidos durante la fotosintesis son vitales pues son los substratos de
carbon y la energia metabdlica que se utilizan en la biosintesis de polisacaridos como el
almidon y celulosa en las plantas. Debido a que la sacarosa es el principal producto
fotosintético transportado por el floema, muchos efectos de la sefializacion por azucares en el
crecimiento y desarrollo pueden ser atribuidos a la acciéon de productos de su hidrélisis,
glucosa y fructosa (asi como metabolitos intermedios). Sin embargo, estudios recientes han
sugerido que la sacarosa y la trealosa, o la trealosa-6-fosfato (T6P) regulan respuestas
especificas en donde no se ven involucradas las hexosas (Smeekens 2000, Gupta y Kaur
2005).

El nivel de azucares de células vegetales es monitoreado por proteinas sensoras
especificas. El monitoreo de azlcares es la interaccion entre la molécula de aztcar y la
proteina sensora, de esta manera se genera una via de sefalizacion, la sefal entonces inicia
una cascada de transduccion de sefiales que resulta en respuestas celulares, tales como la
alteracion de la expresion genética y ciertas actividades enzimaticas. Los azlcares y las
moléculas de senalizacion, afectan todos los estadios de las plantas influenciando desde la
germinacion y hasta el desarrollo de las semillas. Los azicares como hormonas, pueden actuar
como mensajeros primarios y regular las senales que controlan la expresion de varios genes
involucrados en el metabolismo de azucares (Gupta y Kaur 2005).

La célula vegetal posee distintos transportadores de azlcares capaces de transportar
sacarosa con diferentes afinidades; en algunos tejidos la sacarosa se hidroliza en glucosa y
fructosa por una invertasa localizada en la pared celular. El importe de la glucosa hacia el
interior de la célula puede realizarse a través de importadores de monsacaridos STP’s (Sugar
Transporters) (Rolland 2006).

Una vez que la glucosa se encuentra en el interior de la célula a través de la hexocinasa
se desarrollan los procesos percepcion y sefializacion mediada por azicares. Se han propuesto
dos sistemas para el monitoreo de hexosas en plantas: uno es la via dependiente de hexocinasa
(HXK) que requiere la fosforilacion de azucares y otra via independiente de HXK que puede
detectar los azucares como tal (Smeekens 2000). En la via dependiente de HXK los azlicares
que son fosforilados por la HXK son capaces de desencadenar la represion de genes
fotosintéticos de manera independiente del metabolismo de la glucosa (Jang y Sheen 1994).
En la via independiente de HXK, los azlcares transportados al interior de la célula sin
fosforilar activan la expresion de genes de la invertasa de pared celular (CIN), sacarosa
sintasa (SuSy) y fenilalanina amonia liasa (Roitsch et al. 1995; Godt y Roitsch 1997; Ehness
et al. 1997).
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5.9.2 Mecanismos de Respuesta a Estrés Abiotico

Las sefiales producidas por muchos tipos de estrés ambientales como la sequia, frio y
salinidad son integradas al metabolismo de la plantas y conducen a alteraciones mayores en el
metabolismo de carbohidratos (Hare et al. 1998, Thomason et al. 1999, Wagner yJunttila 1999,
Kaur et al. 2000) y las vias de sefializacion de azlcares interactian con las vias de estrés para
modular el metabolismo en respuesta al ambiente. Indirectamente, los azlicares juegan un
papel importante durante el crecimiento y el desarrollo de la planta bajo el estrés abiotico por
la regulacion del metabolismo de carbohidratos.

Los principales mecanismos fisiologicos de respuesta general a estrés estan relacionados
con respuestas plasticas como modificaciones en la época de senescencia, cambios en el
funcionamiento de las células guarda o en el cierre estomatico, mantenimiento de la
estabilidad de las membranas celulares y de los organelos y cambios en la elasticidad de la
pared celular (Chinnusamy et al. 2005).

Se ha observado que la expresion un gran numero de genes estd asociado con la respuesta
comun a estrés por glucosa, indicando el papel de los azticares en la respuesta a estrés abiotico
(Price et al. 2004). En Arabidopsis se han reportado 31 genes correspondientes a enzimas de
metabolismo de carbohidratos regulados por efecto del frio, sequia y estrés salino (Seki et al.
2002). La regulacion diferencial del contenido de carbohidratos y enzimas del metabolismo
relacionadas (Castrillo 1992, Pelleschi et al. 1997), corroboran el papel de los azicares como
moléculas de sefalizacion en la expresion genética bajo estrés abidtico.

Ademas de proteinas asociadas con la respuesta a un amplio espectro de factores abidticos,
se han identificado proteinas especificas a cada tipo de estrés, como las proteinas anaerobicas
(ANP) que incluyen enzimas de la glicdlisis y la fermentacion; proteinas del estrés hidrico
(WSP), asociadas con las proteinas de los canales de agua y las que forman osmoprotectantes;
las proteinas de embriogénesis tardia (LEA), asociadas con la rotacion y la translocacion de
las proteinas como respuesta al estrés osmotico (revision en Rolland 2006).

La percepcion del estrés involucra componentes especificos de los cuales no se sabe
mucho, en el proceso de sefalizacion siguiente a la percepcion, se amplifica y transduce el
estimulo mediante la maquinaria de transduccion que esta compuesta por proteinas quinasas,
fosfatasas y proteinas de ligamiento al Ca*". También se ha registrado la interaccion entre
diferentes fitorreguladores intermediarios y otras moléculas de la ruta de sefalizacion,
relacionados con la senescencia como etileno, glucosa y ABA, y entre auxinas y ABA en la
cascada de proteinas de genes mitoticos activados por quinasas (MAPK). De manera similar,
la detencion del crecimiento bajo estrés y la reanudacion bajo condiciones Optimas se ha
asociado con el efecto de la fluctuacion del balance hormonal entre ABA, giberelinas y
auxinas sobre la estabilidad de las proteinas DELLA (Figura 5) (Bennet et al. 2005).
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FIGURA 5. Modelo de los procesos celulares de percepcion y respuesta al estrés abiético. La grafica representa un
modelo ajustado a los fundamentos teodricos de las posibles rutas de percepcion y transduccion de sefiales del
estrés hidrico a nivel celular. Los recuadros en mayusculas definen tanto el proceso metabdlico general y los
recuadros numerados son ejemplos alternativos de cada proceso. La secuencia numérica indica la secuencia
sugerida de eventos en la ruta de percepcion y respuesta. (Modificado de Bennet et al. 2005, Grover et al. 2001,
Lamotte et al. 2005, Lu et al. 2005, Rolland et al. 2006). MAPK: Proteinas de genes mitdticos activados por
quinasas; HXK: hexoquinasas; LRE: elementos de respuesta a la luz; DRE: elementos de respuesta a la sequia;
ABRE: elementos de respuesta a ABA; STF: factores de transcripcion del estrés; SRG: genes de respuesta al
estrés; SOD: superoxidodismutasa; CHS: chalcona sintetasa; ALDH: aldehido dehidrogenasa; WSP: Proteinas
del estrés hidrico; HSP: proteinas del choque térmico; ANP: proteinas anaerdbicas; PAL: fosfato amonioliasa;
SSP: proteinas del estrés por sales. (Tomado de Tofifio 2007).

5.9.3 Azucares en la Tolerancia al Estrés Abidtico

Muchas plantas acumulan componentes orgdnicos en respuesta a estrés ambiental que
ocasionan deshidratacion celular. Es aceptado que el incremento en la osmolaridad de la
célula, lo cual resulta de la acumulacién de solutos no-toxicos (denominados compatibles)
osmoticamente activos y es acompafado por entrada de agua hacia el interior de la célula o al
menos un perdida reducida de agua de esta manera proporcionando la turgencia necesaria para
la expansion celular. Debido a que las estructuras subcelulares necesitan existir en un
ambiente acuoso, la tolerancia a la deshidratacion también depende de la habilidad de las
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células para mantener la integridad de la membrana y con ello prevenir la desnaturalizacion
de las proteinas.

Los osmolitos cumplen con tres caracteristicas para ser identificados como tales: (i)
incremento en la abundancia de la molécula orgénica que provoca disminucion del potencial
hidrico de la célula respecto al medio ambiente, (ii) propiedades fisicoquimicas caracterizadas
in vitro, y (iii) funcion en conferir proteccion en especies tolerantes a la sequia o en estadios
del desarrollo tolerantes a la disecacion (Drennan et al. 1993).

Altas concentraciones de muchos pero no de todos los solutos compatibles han sido
propuestos con la capacidad de conferir proteccion contra dafio oxidativo por la eliminacion
de radicales libres ademas de su papel en el mantenimiento del equilibrio osmotico sin
perturbar las interacciones macromolécula-solvente. Los solutos compatibles que pueden ser
acumulados varian entre las diferentes especies de plantas y pueden incluir betainas y
compuestos relacionados; polioles y azicares como manitol, sorbitol y trealosa; y
aminodcidos como la prolina. Sin embargo el mecanismo por el cual estos osmolitos
proporcionan proteccion no es comprendido completamente.

5.9.3.1 Fructanos

Los fructanos son moléculas de polifructosa que son producidas por muchas plantas y
bacterias se localizan en las vacuolas de muchas plantas, ademas estos pueden jugar un papel
en la adaptacion a estrés osmotico debido a su naturaleza de alta solubilidad, (Gupta y Kaur
2000). El mecanismo molecular que explique como los fructanos protegen contra los distintos
tipos de estrés abioticos no es claro. Sin embargo, se ha propuesto que los fructanos podrian
proteger la bicapa lipidica del estrés en virtud de la capacidad de los fructanos de interactuar
con los fosfolipidos variando el grado de polimerizacién (Demel et al. 1998). Los fructanos
también se insertan en la bicapa y entonces protegen a los lipidos de sufrir la fase de
transicion (Vereyken et al. 2001). Esto aparece durante el estrés por frio, la fase de transicion
de lipidos es la responsable de la mayoria de los dafos causados por el incremento de la
permeabilidad de la membrana. Se ha demostrado que la bicapa de lipidos de vesiculas
mostraron menos rompimiento una vez que se realizd un tratamiento de congelamiento-
secado en presencia de fructanos (Hincha et al. 2000).

5.9.3.2 Oligosacéridos de Rafinosa

La familia de oligosacaridos de rafinosa (RFO) son a-galactdsidos derivados de sacarosa.
Estos son rafinosa, estaquiosa y verbascosa y forman los componentes de reservas de
carbohidratos en semillas. Son los segundos en abundancia después de la sacarosa como
carbohidratos solubles. RFOs puedes jugar un papel en la tolerancia a la desecacion durante la
maduracion de la semilla. Su papel en la proteccion a plantas sometidas a estrés de déficit de
agua ha sido repostado por Taji et al. (2002).

5.9.3.3 Azucares Alcohol

Los estudios del papel de los azicares alcohol en la tolerancia a estrés salino en especies
terrestres son mayormente correlativos. Sus niveles muestran incremento en plantas
superiores, por ejemplo manitol en apio (Stoop y Pharr 1994) y glucitol en Plantago (Briens y
Larher 1983) bajo estrés salino. El manitol es el principal producto fotosintético de muchas
algas y plantas superiores y aumenta la tolerancia al estrés por déficit hidrico primariamente a
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través de ajuste osmotico (Loescher et al. 1992). El mecanismo de accidon involucra la
eliminacion de radicales libres de oxigeno y/o estabilizacion de macromoléculas. En tabaco,
el manitol protege a la tiredoxina, ferredoxina, glutation y la fosforibulocinasa de los efectos
de los radicales libres (Shen et al. 1997).

5.9.3.4 Prolina

La acumulacion de prolina juega un rol altamente protector en plantas que son expuestas a
estrés abiotico, confiriendo ajuste osmdtico junto con un incremento en los niveles de otros
osmolitos. Otras funciones sugeridas de la prolina es la destoxificacién de especies reactivas
de oxigeno (ROS) y la interaccion con residuos hidrofobicos de las proteinas. La prolina se
acumula en el citoplasma sin presentar efectos detrimentales en la actividad de enzimas
citosolicas (Yancey et al. 2001). Se han reportado altas concentraciones de prolina celular
(hasta el 80% de la reserva de aminoacidos bajo estrés y el 5% en condiciones normales)
debido al aumento de la sintesis y la disminucion de la degradacién en una variedad de
condiciones de estrés como alta salinidad y sequia ( Delauney y Verma 1993; Bohnert y
Jensen 1996).

5.9.3.5 Trealosa

La trealosa es un disacéarido no reductor de glucosa es conocido como un metabolito de
reserva en levaduras y hongos, también es uno de los azlicares quimicamente mas estables
(Birch 1963; Elbein 1974) y ha demostrado la capacidad de estabilizar proteinas y membranas
lipidicas. Las plantas sintetizan trealosa por una via que es comin en muchos organismos, los
organismos que sobre producen trealosa son excepcionalmente tolerantes a la disecacion,
como el genero Selaginella lepidophylla (Anselmino y Gligo 1913) y la planta de
“resurreccion” Myrothamnus febellifolius (Drennan et al. 1993). Ademas de actuar como
osmoprotector (Miiller et al. 1995), la trealosa y sus metabolitos tienen implicaciones en el
control del desarrollo (Chary et al. 2004, Sato-Nagasawa et al. 2006). La biosintesis de
trealosa también aparece unida al metabolismo de carbohidratos de almacenamiento (Wingler
et al. 2000) y en la regulacion de la fotosintesis (Pellny et al. 2004).

5.10 Trealosa

La trealosa (a, a trealosa) es un disacarido formado por la unién 1, 1 de dos moléculas de
D-glucosa que no es atacado por la a-glucosidasa. La estructura molecular es C1,H»,01; y con
peso molecular de 342.31. La combinacion de su estructura y sus propiedades quimicas hacen
de la trealosa un disacarido muy estable. El enlace glicosidico 1,1 es esencialmente no
reductor, asimismo carece de extremos reductores, en general quimicamente inerte en sus
interacciones con las proteinas, propiedades que convierten a la trealosa en un azlcar
altamente resistente a la hidrélisis (Elbein 1974, Colaco y Roser 1995).
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FIGURA 6. Formula estructural de la trealosa.

5.10.1 Papel de la trealosa en la Naturaleza.

Las funciones de la trealosa y la trealasa se han estudiado en distintos organismos, y
parecen ser especie dependiente. En microorganismos la trealosa es considerada una fuente de
energia durante ciertos estadios del desarrollo, como en el inicio de la germinacion de esporas
(Lingappa y Sussman 1959, Elbein 1974). En micobacterias, la trealosa puede ser incorporada
en los glicolipidos y entonces actiia como un componente estructural (Elbein y Mitchell 1973,
Elbein 1974). En otros microorganismos, los derivados de trealosa actian como
intermediarios metabolicos o moléculas estructurales (Elbein 1974). La trealosa proporciona
la fuente de energia para volar en una variedad de insectos, y probablemente represente una
adaptacion especifica para el vuelo (Wyatt y Kalf 1957, Clegg y Evans 1961, Elbein 1974).
En plantas, las especies que producen trealosa son excepcionalmente tolerantes a la
desecacion, como lo es el género Selaginella lepidophylla de plantas vasculares menores
(Anselmino y Glig 1913) y la planta de la “resurreccion” Myrothamnus febellifolius (Drennan
et al. 1993). En el caso de S. lepidophylla, la acumulacion de trealosa bajo condiciones de
sequia representa un 15-20% de su peso (Goddijn y van Dunn 1999).

5.10.1.1 Proteccion contra la Deshidratacion

Uno de los mas importantes aspectos de la presencia de la trealosa en varios organismos,
es su participaciéon en la estabilizacion de procesos biologicos en especies que pueden
sobrevivir ya sea a la deshidratacion o el congelamiento. Muchos organismos que sobreviven
a ambientes de bajas temperaturas dependen de la presencia de glicerol u otras moléculas que
funcionan como anticongelante natural (Elbein 1974, Crowe et al. 1990).

La trealosa ademas ha mostrado proporcionar proteccion contra el frio en otros
organismos. Ashina y Tanno (1964) descubrieron que la larva de mosca de montafia
Pristiphora geniculata puede sobrevivir a temperaturas de -40°C conteniendo altas
concentraciones de trealosa. En levaduras, la acumulacion de trealosa en varias especies esta
relacionada con la habilidad del organismo de sobrevivir al estrés por calor y desecacion
(McBride y Ensing 1987; Van Dijch et al. 1995). Plantas como S. lepidophylla que contiene
cerca de 12.5% de peso seco de trealosa y 1.5% de sacarosa, puede secarse completamente y
una vez que es hidratada tiene la capacidad de regresar a su estado habitual (Adams et al.
1990). Embriones de camarén entran en dormancia al acumular trealosa en un 15% de su peso
seco. Es considerado que la trealosa actua como un estabilizador durante la dormancia, y una
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fuente de energia para la emergencia de los embriones después del periodo de dormancia
(Clegg 1965). Las concentraciones de trealosa han sido asociadas también con la
sobrevivencia de nematodos durante la desecacion, y ha sido sugerido que la presencia de
trealosa es un factor de proteccion durante un choque térmico y estrés osmotico en otros
organismos (Womersley y Smith 1981, Newman et al. 1993).

5.10.1.2 Proteccion contra el Calor

En levaduras la trealosa reduce la formacién de agregados de proteinas inducidos por el
calor. La trealosa es tan eficiente 0 mas como estabilizador de proteinas que cualquiera de los
numerosos solutos compatibles conocidos, incluyendo polioles, azlcares y aminoacidos
(DeVirgilio et al. 1994). Los estudios realizados en levadura implican fuertemente a la
trealosa en un papel preponderante en la termo-tolerancia ademas de que son inducidos en
repuesta al estrés con el fin de incrementar los niveles de trealosa. Un estudio in vitro e in vivo
mostrd que la trealosa protege células del calor por estabilizar proteinas a altas temperaturas.
Usando dos diferentes proteinas reporteras con distinta sensibilidad a la temperatura,
demostrando que las enzimas son capaces de retener su actividad durante un choque térmico
en aquellas células productoras de trealosa (Singer y Lindquist 1998). Este estudio ademas
explica que la trealosa que no es removida del sistema, puede interferir con el proceso de re
naturalizacion llevada a cabo por chaperonas una vez que ha terminado el periodo de estrés.
El efecto de las radicales libres en S. cerevesiae es la induccion de acumulacion de trealosa lo
cual incrementa marcadamente la viabilidad de las células. En este estudio, el manitol y
galactosa protegieron también pero menos proporcion que la trealosa, mientras que la
sacarosa fue ineficiente (Banaroud; et al. 2001).

5.10.1.3 Proteccion contra el Frio

Kandror et al. (2002) especulan que existen diferentes proteinas que se desnaturalizan y
precipitan en el frio donde los efectos hidrofobicos son relativamente débiles, mencionando
que es posible que la trealosa ademas prevenga la desnaturalizacion y agregacion de proteinas
especificas a temperaturas frias.

5.10.1.4 Estabilizacion de Membranas Celulares

En micobacterias y corinebacterias, la trealosa es un componente basico de un gran
numero de glicolipidos de la pared celular (Lederer 1976). El mejor caso conocido y mas
ampliamente estudiado es de lipidos unidos a trealosa, los lipidos de la pared celular de M.
tuberculosis contienen un acido fatidico al cual estd unido trealosa mediante un grupo
hidroxilo de cada molécula de glucosa. Este lipido es considerado como uno de los principales
componentes toxico de la pared celular y también altamente responsable de su baja
permeabilidad, lo cual confiere considerable resistencia a antibidticos (Brennan y Nikaido
1995). La trealosa también puede estabilizar membranas celulares cuya fluidez decrece
cuando la temperatura desminuye. La trealosa exdgena ha mostrado que protege a una
variedad de organismos contra el congelamiento, con la maxima proteccion cuando la trealosa
se encuentra a ambos lados de la membrana. Los mecanismos de interaccion con proteinas de
membrana son discutidos a continuacion.

5.10.1.5 Regulador Metabolico y/o Molécula de Sefalizacion

Evidencia reciente ha establecido que el paso inicial para la sintesis de trealosa es esencial
para el desarrollo embrionario en Arabidopsis (Eastmond et al. 2002). El nivel de este
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precursor, T6P, determina la capacidad de utilizacion de carbohidratos con efectos
observables en los habitos de crecimiento y desarrollo de Arabidopsis (Schluepmann et al.
2003). Asimismo también determinan los niveles de acumulacion de intermediarios
respiratorios, apoyando la idea que metabolitos de trealosa afecta la capacidad fotosintética de
la planta (Schluepmann et al. 2003). Las funciones regulatorias en procesos metabolicos que
redireccionan la localizacion y utilizacion de carbohidratos, ubican al metabolismo de la
trealosa como regulador metabolico ademas de sus implicaciones en la proteccion contra
estrés. Adicionalmente, se han descubierto las implicaciones en procesos de division celular a
través de la biosintesis de pared celular, y relacionado con el desarrollo de embriones en
Arabidopsis (Gomez et al. 2006). Poco es conocido sobre la integracion de sefiales del nivel
nutricional (metabolismo de carbon) con sefales del crecimiento y desarrollo de células
vegetales, por lo que el metabolismo de trealosa constituye un punto de gran interés por sus
importantes implicaciones y sera discutido mas ampliamente en apartados subsecuentes.

5.10.2 Mecanismo de Accion

El mecanismo por el cual la trealosa es capaz de estabilizar membranas en sistemas vivos
durante los ciclos de congelamiento-descongelamiento, calentamiento-enfriamiento, y/o
deshidratacion-hidratacion, se encuentra muy relacionado con su conformaciéon molecular.
Estudios moleculares de la trealosa en solucion, sugirieron que puede proteger contra la
desecacion durante la deshidratacion o congelamiento por reemplazo del agua normalmente
asociada con las estructuras bioldgicas (Donnamaria et al. 1994). Esta actividad podria ayudar
a estabilizar estas biomoléculas e inhibir la desnaturalizacion irreversible. Estudios del
potencial de hidratacion de la trealosa, comparado con otros oligosacaridos, demuestra que la
trealosa tiene una gran habilidad de hidratacion. Esto sugiere que la trealosa puede estabilizar
la bicapa de lipidos mediante el ordenamiento de moléculas de agua alrededor de la
membrana o por la interaccion directa con moléculas de agua removidas (Kawai et al. 1992).

Crowe et al. (1990) revis6 los mecanismos por el cual la moléculas bioldgicas son
estabilizadas una vez que han sido expuestas a estrés por frio y deshidratacion, y concluyé
que la proteccion de proteinas del congelamiento es un proceso inespecifico. Inversamente, la
estabilizacion de proteinas durante la desecacion requiere una interaccion mas especifica entre
la sustancia estabilizadora y la proteina blanco. Solamente los carbohidratos han mostrado ser
efectivos en proteger proteinas durante el proceso de deshidratacion. Muchas moléculas son
capaces de estabilizar liposomas durante el congelamiento, pero s6lo unas pocas son efectivas
durante la desecacion. La trealosa protege tanto proteinas y membranas de lipidos de la
degradacion durante el proceso de desecacion (Crowe et al. 1990).

Los mecanismos por los cuales la trealosa protege moléculas bioldgicas pueden ser
divididos en tres categorias, denominados reemplazamiento de agua, transformacion vidriosa
y estabilidad quimica (Colaco y Roser 1995). Estos tres mecanismos no se excluyen
mutuamente y todos pueden contribuir a los efectos estabilizadores de la trealosa. La teoria de
reemplazamiento de agua propone que todas las macromoléculas bioldgicas son normalmente
estabilizadas por el agua que forma puentes de hidrogeno alrededor de esas moléculas. La
trealosa parece tener una gran flexibilidad en el enlace glicosidico entre las dos moléculas de
D-glucosa comparado con otros disacaridos. Esta propiedad podria permitir a la trealosa
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interactuar con grupos polares irregulares presentes en las macromoléculas (Colaco y Roser
1995).

La teoria de transformacion vidriosa sugiere que los azlcares en solucion pueden
transformarse en o mantener un estado vidrioso en lugar de cristalizarse. La trealosa es unica
en el hecho de que forma estructuras vidriosas no higroscopicas que son estables a altas
temperaturas cuando se encuentran completamente secas (Crowe y Crowe 2000). Esta
propiedad permite a las estructuras vidriosas de trealosa permanecer intactas en rangos muy
extremos de temperatura, mas que otros azucares. Este estado vidrioso puede conservar a las
biomoléculas en una forma tal que les permita retorna a su estructura nativa y entonces
funcionar adecuadamente después de la rehidratacion (Franks 1990; Colaco y Roser 1995;
Crowe y Crowe 2000).
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FIGURA 7: Capacidad Osmoprotectora de la trealosa. A) Al disminuir el contenido de agua se forma
una capa protectora de trealosa que atrapa el agua disponible en contacto con las proteinas. En la vecindad
de las proteinas se incrementa el nimero de puentes de Hidrogeno entre trealosa-agua y trealosa-trealosa.
B) Las membranas biologicas son protegidas de la desecacion por la trealosa evitando su fusion, cambio de
fase y dafio celular (adaptado de Lins et al., 2004 y Weisburd 1988).

5.10.3 Biosintesis en Plantas

Las vias de biosintesis de trealosa en la naturaleza han sido estudiadas de una variedad
de organismos (Avonce et al. 2006, Elbein et al. 2003). Las plantas sintetizan trealosa por la
via conocida como TPS/TPP (Blazquez et al. 1998, Vogel et al 1998). La trealosa es
sintetizada en un proceso de dos reacciones: a partir de glucosa-6-P (G6P) y UDP-glucosa se
convierte a trealosa-6-fosfato (T6P) por accion de la enzima trealasa fosfato sintasa (TPS);
finalmente la T6P es defosforilada a trealosa y fosfato inorganico por accion de la trealosa-6-
fosfato fosfatasa (TPP) (Figura 7).
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FIGURA 8. Via biosintética de la trealosa en Plantas.

Los genes que codifican enzimas del metabolismo de trealosa son distribuidos
ampliamente en la naturaleza (Avonce et al. 2006). La expresion de los genes TPS y TPP ha
sido detectada en todos los drganos de la planta analizados (Blazquez et al. 1998, Vogel et al.
1998, Eastmond et al. 2002, Vogel et al. 2001). Esos descubrimientos indican que en general,
las plantas vasculares tienen la habilidad potencial de sintetizar trealosa (Goddijn y Dun 1999,
Blazquez et al. 1998, Vogel et al. 1998, Goddijn y Smeekens 1998, Miiller et al. 1999).

5.10.3.1 Homologia de Genes Biosintéticos

Eubacterias han demostrado tener todas las vias posibles de sintesis de trealosa, en tanto
que Arqueobacterias han perdido la via de trealosa sintasa. Los FEucariotas tienen
predominantemente la via TPS/TPP, los invertebrados contienen trealosa en la sangre, los
vertebrados son incapaces de sintetizar trealosa pero expresan trealasa particularmente en
intestino. Es comun que en la via TPS/TPP las enzimas contengan tanto dominios TPS como
dominios TPP, sugiriendo que estas enzimas con derivadas de un evento sencillo de fusion
genética, heredado a eucariotas antes de la endosimbiosis de cloroplasto (Bell et al. 1998).

Aunque la existencia de biosintesis de trealosa en plantas superiores ha quedado
demostrada, los detalles fisiologicos de las funciones y la regulacion de esta via siguen siendo
en gran medida desconocidos. El analisis genético en el genoma completo de Arabidopsis
reveld que existen un total de 11 genes homologos TPS y 10 genes homologos TPP (Avonce
et al. 2006, Leyman et al. 2001, Schluepmann et al. 2004). Todos los genes homdlogos TPS
ademas contienen un domino TPP en el extremo C-terminal de la proteina, en tanto que los
homologos TPP son proteinas con un dominio sencillo. La organizaciéon de estos genes es
unica en las plantas superiores, s6lo uno o dos copias de TPS y TPP existen en la mayoria de
las bacterias, hongos e insectos, mientras que estos genes constituyen una gran familia de
genes en las plantas superiores. Solamente existe un gen que codifica para la trealasa (Miiller
et al. 2001), evidenciando la radiacidon existente en torno a la regulacion del intermediario
T6P en Arabidopsis y otras plantas con genomas secuenciados completamente (Avonce et al.
2006, Lunn et al. 2007, Pramanik e Imai 2005, Satoh-Nagasawa et al. 2005, Shima et al.
2007).

El andlisis genético entre los numerosos genes homodlogos TPS y TPP sugiere que el
proceso evolutivo conserva la especificidad de cada uno de esos genes, debido a que las
diferencia entre ellos no son mutaciones al azar y mantienen codones sinénimos en toda la
secuencia entera de TPS y la mayoria de los genes TPP excepto por cinco codones (Avonce et
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al. 2006). La alta conservacion ocurrida entre los homodlogos TPS y TPP indica que cada uno
desempefia una funcion especifica requerida para su conservacion.

5.10.4 Efectos Fisiologicos del Metabolismo de Trealosa

El metabolismo de trealosa es un proceso menor dentro del flujo principal de carbono en
bacterias, levaduras y célula vegetales. Recientemente se le ha puesto una gran atencion
debido a los interesantes efectos regulatorios en el crecimiento y la resistencia a estrés en
plantas superiores.

En plantulas de Arabidopsis creciendo en 25 mM de trealosa ocurre una fuerte
reorganizacion de contenido de carbon: la localizacion de carbohidratos es invertida a una
masiva acumulacion de almidon en cotiledones sin acumular en raiz (Wingle et al. 2000). En
menor concentracion de trealosa (100mM), las plantulas son capaces de germinar y extender
cotiledones, pero no desarrollan hojas primarias y la raiz no crece mas alla de Smm
(Schluepmann et al. 2004). Interesantemente, el meristemo radicular es reducido en tamafo y
las células en la zona de extension se hinchan y estallan. Si se adicionan azlcares
metabolizables en estas condiciones se superan los efectos en la inhibicion del crecimiento de
la trealosa, sugiriendo que la inanicion causa el arresto en el crecimiento, lo anterior sugiere
ademas que la trealosa no afecta la capacidad de los tejidos vertederos de metabolizar carbon
ya distribuido (Schluepmann et al. 2004).

Los efectos diversos observados en plantulas de Arabidopsis creciendo en presencia de
trealosa, exponen la serie de eventos del metabolismo y crecimiento de células vegetales en
donde se encuentra implicada la trealosa y sus metabolitos intermedios. En primera instancia
interfiere con la distribucion y transporte de carbohidratos, al inducir fuerte acumulacion de
almidon, afectando el proceso de transporte de carbon provocando inanicion en las células.
Efectos detrimentales en el crecimiento son expuestos en el desarrollo primario de semillas en
germinacion, adicionalmente interfiere con procesos de division celular, evidenciado en
células de meristemo radical. Los efectos observados son dependientes de la presencia de
altas concentraciones de trealosa y una fuente no metabolizable de carbon.

5.10.4.1 Crecimiento y Desarrollo

El desarrollo de plantas puede ser visto como una serie de eventos programados en el que
las vias metabodlicas y de crecimiento tienen fuentes comunes. Las implicaciones del
metabolismo de trealosa y sus efectos sobre el metabolismo y crecimiento la colocan como
una molécula que representa una misma sefial de regulacion que integra ambos procesos.

Nivel de T6P controla el metabolismo primario indispensable en el desarrollo. Plantas
transgénicas con diferentes contenidos de T6P mostraron los efectos en el fenotipo
desarrollado por accion de este metabolito; el fenotipo marcadamente contrastante entre
plantas con bajo y alto contenido de T6P (Schluepmann et al. 2003). Altas concentraciones de
T6P, induce el desarrollo de hoja de un verde intenso y un rapido crecimiento, en contraste
bajas concentraciones de T6P provoca un retardo en el desarrollo de hojas con respecto a
plantas silvestres y alta disponibilidad de azlcar inhibe fuertemente el crecimiento en estas
plantas. Andlisis de genes inducidos por altas concentraciones de T6P correlacionan los
niveles de este metabolito con la expresion del regulador del metabolismo central AtKIN11
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(Schluepmann et al. 2004), entonces la T6P podria controlar el metabolismo primario ya sea
directamente como regulador alostérico o como molécula de sefializacion en cascadas de
transduccion que regulan la actividad de estas enzimas para la utilizacion de carbon.
Schluepmann et al. (2003) propone que la participacion de la T6P en el desarrollo requiere
necesariamente una estricta regulacion en su contenido que controle la utilizacion de
carbohidratos en diferentes tejidos y durante diferentes las etapas del desarrollo. Esta idea esta
soportada por la existencia de numerosos genes homologos TPS y TPP encontrados en
Arabidopsis.

Genes de la via de trealosa son requeridos para el desarrollo de la inflorescencia en
maiz. En maiz se ha comprobado que el gen TPP (RAMOSA3) controla la ramificacion de la
inflorescencia. Este gen RAMOSA3 en maiz es expresado localizadamente en meristemos
axilares, interactuando con un regulador transcripcional (RAMOSAL), sin embargo no se ha
conocido como es que sucede la interaccion entre la actividad TPP, la expresion genética del
mismo y la regulacion transcripcional (Satoh- Nagasawa et al. 2006).

T6P es indispensable en el desarrollo embrionario en Arabidopsis. La interrupcion del
gen tpsl en Arabidopsis ocasiona un fenotipo embrio-letal, lo que indica que la produccion de
T6P es esencial en el desarrollo embrionario (Eastmond et al. 2002). Un analisis detallado
mostrd que lo embriones se arrestan en etapa de torpedo, etapa en la que se acumulan vastas
cantidades de sacarosa para la sintesis de lipidos de reserva y proteinas y precisamente se
observa una dramatica acumulacion de almidén y sacarosa en estros embriones. Tal
observacion indica un absoluto requerimiento de la enzima TPS o de T6P durante la
embriogénesis para la utilizacion de sacarosa por el embrion y que el contenido de T6P
controla la utilizacion de carbohidratos (Eastmond et al. 2002). Paralelamente a este estudio,
se reportd que mutantes para la TPS en Drosophila son embrio-letales (Chen et al. 2002), lo
que confirma tal requerimiento. Posteriormente fue comprobado que la acumulacion de
almidon y azacares solubles es resultado de una disminucion mas que bloqueo del flujo de
carbono y probablemente este efecto ocasiona la interrupcion en el proceso de maduracion
embrionaria y que tal acumulacion de carbohidratos, es suficiente para bloquear las sefiales
dentro del programa de maduracion (Goémez et al. 2006).

T6P esta implicada en el control de la division celular. El andlisis subsecuente de
embriones tpsl indicaron que efectivamente controla el crecimiento embrionario pero no la
diferenciacion celular donde es posible encontrar cloroplastos completamente diferenciados
(Gomez et al. 2006). Segun este estudio, los retardos progresivos observados en la morfologia
embrionaria indican un papel de la division celular tan o mas importante que las afectaciones
mismas en el metabolismo de carbono. Las paredes en embriones tpsl son mdas gruesas
comparadas a embriones tipo silvestres en varias etapas de desarrollo; adicionalmente los
transcritos de varios genes involucrados en la sintesis de la pared celular se encontraron
fuertemente alterados. Lo que permitié concluir que TPS en Arabidopsis modula el
crecimiento por medio del control de la deposicion de la pared celular y la division celular
(Goémez et al. 2006). Recientemente ha sido comprobado por Chary et al. (2008) que el gen
AtTPS6 el cual es expresado en toda la planta, controla la morfologia celular y modifica el
crecimiento y desarrollo en Arabidopsis.
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TPS es requerido para la transicién floral en Arabidopsis. Plantas con reducida
expresion de TPS, presentan retardo en el crecimiento y reducida area foliar, asimismo no
ocurre la transicion fenologica de la etapa vegetativa a etapa reproductiva retardando la
floracion respecto a plantas tipo silvestre (van Dijken et al. 2004). Otro efecto observado fue
el deceso dramatico en la region del meristemo radical ademas del menor crecimiento de la
hoja.

5.10.4.2 Metabolismo de Carbon

Sefalizacion del contenido de azlcar. Se ha demostrado recientemente en Arabidopsis,
mediante la utilizaciéon de un método muy sensible para la determinacion de los niveles T6P,
que cambios en los niveles de sacarosa se correlacionan con cambios rapidos en contenido de
T6P en el citosol y, a su vez puede estimular la sintesis de almidon en cloroplasto. Por lo tanto,
la T6P podria tener una funcion de sefalizacion del contenido de azucares y la utilizacion de
censores entre citosol y cloroplastos (Kolbe et al. 2005, Lunn et al. 2006).

Niveles de T6P determinan la capacidad de utilizacion de azicares. Plantas transgénicas
de Arabidopsis con diferentes contenidos de T6P mostraron efectos en el crecimiento cuando
son mantenidas en un ambiente de alta disponibilidad de azucares. Plantas con bajo contenido
de T6P presentan menor crecimiento en alta disponibilidad de glucosa, fructosa o sacarosa; en
tanto que plantas con alto contenido de T6P crecen Optimamente en presencia de sacarosa
(Schluepmann et al. 2003). Tales observaciones indican que la T6P es responsable de los
efectos en habitos de crecimiento y desarrollo y la capacidad de utilizacion de azucares
disponibles se encuentran directamente relacionados a los niveles de este metabolito.

Regulacion de la Sintesis de Almidon. Asi mismo se ha revelado una funcion especifica
de los genes en la biosintesis de almidon; puesto que se comprobo que la presencia de trealosa
induce la expresion de ApL3, que codifica la subunidad grande de la ADP-glucosa
pirofosforilasa en Arabidopsis (Wingler et al. 2000, Fritzius et al. 2001). Posteriormente fue
demostrado que la T6P regula directamente la sintesis de almidon via activacion redox de la
ADP-glucosa pirofosforilasa, que tiene implicacion directa en la utilizacion de aztcares
(Kolbe et al. 2005; Lunn et al. 2006).

T6P inhibe SNRK1. La regulacion de la sintesis del almidon y utilizacion de carbon, por si
sola no explica los fenotipos observados en plantas transgénicas con diferentes contenidos de
trealosa y metabolitos de trealosa. Recientemente se ha reportado que la T6P inhibe a SnRK1
de la familia de proteina cinasas independientes de calcio (Zhang et al. 2009). Estas proteinas
cinasa tienen un rol fundamental en la regulacion transcripcional del metabolismo y desarrollo
en respuesta a limitaciones de energia e inanicion por fuentes de carbono. En plantas SnRK1
activa el proceso metabolico bajo condiciones de estrés por inanicion inhibiendo reacciones
anabolicas que consumen ATP. (Hardie et al. 2007). Concentraciones micromolares de T6P,
inhiben la actividad de SnRK1 en un sitio distinto de su dominio catalitico a través de un
intermediario desconocido. La mayor inhibiciébn ocurre en plantulas, en hojas jovenes de
crecimiento activo y en otros organos a excepcion de hojas maduras. De manera general,
bajos niveles de T6P permiten la regulacion transcripcional de SnRK1; en tanto que altos
niveles de T6P inhiben la actividad de SnRK1, por lo tanto la T6P promueve las reacciones

37



biosintéticas en tejidos en crecimiento a través de la inhibicion de SnRK1 en respuesta a la
disponibilidad de sacarosa (Hardie et al. 2007).

T6P regula la capacidad fotosintética. Altos niveles de T6P en tabaco y Arabidopsis
conducen también a una alta capacidad fotosintética por unidad de area debido a alto
contenido de Rubisco y clorofila. Bajo contenido de T6P producen el fenotipo contrario de
baja capacidad fotosintética por unidad de area, pero paraddjicamente plantas mas productivas
donde el area foliar es mas grande lo que representa mayor fotosintesis por planta (Pellny et al.
2004). El impacto del metabolismo de carbohidratos en el balance entre capacidad
fotosintética y produccion por unidad de area es un tema muy poco estudiado, los datos
presentados por Pellny et al. (2004) sugieren que el efecto regulatorio de la T6P en la
utilizacion de carbohidratos y sefialamiento es un factor que influencia el proceso
fotosintético y ofrece una atractiva oportunidad de mejorar el rendimiento vegetal.

Metabolitos de trealosa modulan la respuesta a estrés abiotico. La expresion de genes de
la ruta biosintética de trealosa en plantas conduce a una tolerancia a sequia. El primer reporte
de la expresion de genes de E. coli (otsA y otsB) por Pilon-Smits et al. (1998) demostraron
que era posible inducir tolerancia a sequia por accion de trealosa y metabolitos intermedios,
sin embargo también se reportaron aberraciones en el crecimiento. A la fecha no se conoce el
mecanismo exacto por el que el metabolismo de trealosa puede regular la proteccion contra
estrés abiotico. Plantas sensibles a la sequia solo producen cantidades traza de trealosa y en
plantas transgénicas con diferentes modificaciones para la biosintesis de trealosa, los niveles
de trealosa no se correlacionan necesariamente con el grado de tolerancia observado, ni
tampoco se revela algin tejido que muestre efectos localizados en lineajes celulares
especificos (Schluepmann et al. 2009). Resistencia a sequia, frio y salinidad ha sido alcanzada
en numerosas plantas tanto monocotiledoneas (Garg et al. 2002, Jang et al. 2003) y
dicotiledoneas (Karim et al. 2007, Miranda et al. 2007).

Tabla 2. Evidencia del papel de la biosintesis de la trealosa en la regulacion de metabolismo de carbén en
plantas. (Modificado de Wingler 2002)

Molécula Via o Proceso Regulado Planta Referencia
activa
T6P Acumulacion de azucar durante Tabaco expresando OtSA Pilon-Smits et al.
sequia 1998
T6P Capacidad fotosintética Tabaco expresando OtsA/otsB. Paul etal. 2001
T6P Maduracion de embriones Arabidopsis con interrupcion ~ Eastmond et al. 2002
del gen TPS1
T6P Morfogénesis celular Arabidopsis Chary et al. 2008
Trealosa Biosintesis de fructanos en hojas Cebada con adicion de trealosa Miiller et al. 2000
en hojas
Trealosa Contenido de carbohidratos en raiz  Soya tratada con valA Miller et al. 1995
y nédulos
Trealosa Metabolismo de sacarosa en raices  Soya con adicion de trealosa ~ Miller et al., 1998
Trealosa Biosintesis de  almidon  en Arabidopsis con adicion de Wingler et al. 2000
cotiledones y hojas trealosa
Trealosa Biosintesis de almidon  en Arabidopsis con adicién de Fritzius et al. 2001
cotiledones y hojas trealosa
Trealosa Ramificacion de inflorescencia Maiz 3350611-1\13%383\”3 et al
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5.10.5 Regulacién del Metabolismo de Trealosa

Debido a que cambios en los niveles de T6P inducen grandes cambios en el metabolismo
y desarrollo de la plantas, es necesariamente probable una regulacion estricta en la expresion
de los genes involucrados en el metabolismo de T6P. En Arabidopsis la expresion de algunos
genes TPS y TPP responden fuertemente a cambios en los niveles de azucar, incluyendo la
exposicion a trealosa, que incrementa los niveles de T6P. (Schluepmann et al., 2004). Se ha
especulado que la biosintesis de trealosa es un proceso regulado durante el crecimiento de las
plantas y su desarrollo, y que cada gen TPS y TPP se encuentra bajo una regulacion especifica.

La expresion de estos genes es regulada diferencialmente durante el desarrollo
embrionario, senescencia, disponibilidad de azlicar y nitrégeno, hipoxia, ritmo circadianos,
acido abscisico (ABA) y trealosa externa (Schluepmann et al. 2004). En Arabidopsis genes
TPS y TPP responden fuerte y rapidamente a sefales hormonales y disponibilidad de
nutrientes; genes TPS responden en general a bajo contenido de azucares y ausencia de
almidon, en tanto que TPP se ven reprimidos bajo estas condiciones (Tim et al. 2004).Genes
TPP y trealosa son inducidos por bajo contenido de oxigeno (Liu et al. 2005). La regulacion
hormonal esta presente: TPS1 es regulado en células guarda por ABA (Leonhardt et al. 2004)
asi como genes TPP de arroz (Pramanik e Imai 2005) y TPS8 es inducido por citocininas. Las
condiciones ambientales también son importantes reguladores: TPS5 y TPS8 son inducidos
por oscuridad (Plipo et al. 2006) y TPS9, TPS10 y cuatro genes TPP son regulados por
nitratos (Bremer et al. 2005)

5.10.6 Biosintesis en condiciones de estrés abidtico

El analisis de transcritos involucrados en el estrés abiotico y defensa vegetal entre otros
realizado por Bae et al. (2005) en Arabidopsis, muestra que los transcritos que responden a un
tratamiento con trealosa fueron aquellos que se encuentran asociados con sefiales de estrés
abidtico mas que de estrés biotico. Este perfil de transcripcion muestra que es mas la
represion de transcritos involucrados con la respuesta vegetal y estrés abidtico en respuesta a
trealosa que aquellos que fueron inducidos.

Recientemente una clona EST de algodon con homologia el gen TPS de Arabidopsis ha
sido encontrado que es inducida bajo condiciones de estrés hidrico, indicando la biosintesis de
trealosa es especificamente inducida bajo esas condiciones. Aunque la relevancia de este dato
permanece sin ser del dilucidado del todo, esto contribuye a acumular evidencia circunstancial
que el metabolismo en plantas superiores juega un rol principal en la adquisicion de tolerancia
a estrés (Goddijn y Dun 1999).

En trigo, la acumulacion de trealosa fue observado bajo condiciones de estrés salino y por
sequia, lo cual refleja las propiedades de proteccion de la trealosa contra condiciones de estrés
(El-Bashiti et al. 2005). Recientemente en arroz, la sobreexpresion del gen TPP1 enddgeno
mostrd tras la realizacion de andlisis de expresion que el gen TPP fue transitoriamente
inducido por tratamientos salinos, osmoéticos y con ABA pero discretamente inducido bajo
estrés por frio. La sobre expresion de OSTPP1 en arroz aumento la tolerancia a estrés salino y
por frio, y desencadena la expresion de genes de respuesta a estrés abidtico (Ge et al. 2008) lo
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cual sugiere la posibilidad de una via de regulacion transcripcional de respuesta a estrés
inducido por la expresion de OSTPP1.

5.10.7 Aplicacion del Metabolismo de la Trealosa para el Mejoramiento de Cultivos

A raiz de la comprension del metabolismo de la trealosa se hipotetizé que la introduccion
de la capacidad para sintetizar trealosa en cultivos vegetales podria mejorar su
comportamiento bajo condiciones de sequia. Con el propdsito de introducir esta ruta
biosintética en plantas, se desarrollaron plantas transgénicas de papa (Solanum tuberosum) y
tabaco (Nicotiana tabacum) introduciendo mediante el sistema de Agrobacterium los genes
OtsA y/o otsB de Escherichia coli. A pesar de la expresion de ambos genes, solamente se
detectaron cantidades muy limitadas de trealosa en las plantas transgénicas de tabaco
(Goddjin et al. 1997). En base a los reportes referentes a la presencia de actividad trealasa en
gran variedad de plantas, particularmente en nddulos radiculares de leguminosas (Miiller et al.
1992), se estudio el efecto de la presencia de trealasa en la acumulacion de trealosa de la
plantas transgénicas determindndose que la actividad de la enzima trealasa afectaba la
acumulacion.

Utilizando el inhibidor especifico Validamicina A, se encontré no solamente que la
inhibicion de dicha enzima permitia una acumulacion de trealosa en dichas plantas, si no que
contrario a lo que se creia que la capacidad para sintetizar trealosa no estaba restringida en
ciertas especies tolerantes a sequia, encontrandose también en angiospermas. Esta conclusion
se origind como resultado de la inhibicion de la enzima trealasa en plantas silvestres de tabaco,
en donde ocasiond un incremento en la concentracion de trealosa. Ademas de que en ambos
casos, plantas transgénicas y silvestres, se encontré un incremento en la tolerancia a sequia
(Goddijn et al. 1997, Pilon-smits et al. 1998).

Sin embargo, la expresion de estos genes conduce a efectos pleiotropicos, incluyendo
alteraciones en el crecimiento y en el metabolismo bajo condiciones de crecimiento normal.
Con el tiempo se han documentado diversas estrategias para evitar los fenotipos observados
en la acumulacion de trealosa, como la co-expresion regulada de genes TPS/TPP (Garg et al.
2002; Jang et al. 2003) y mas recientemente la expresion de estos genes regulados por
promotores inducidos especificamente por estrés (AtRAB18 y AtRbcS1A) o sefales de
localizacion en cloroplastos (Karim et al. 2007).

Garg et al. (2002) reporto la expresion reguladas de los genes 0tSA y otsB de E. coli como
un gen de fusion para manipular la tolerancia al estrés en arroz. Dependiendo de las
condiciones de crecimiento, las plantas transgénicas acumulan 3 a 10 veces mas que plantas
control, sin embargo las concentraciones permanecen abajo del mg por gr de peso fresco. La
acumulacion de trealosa se relaciona con niveles altos de carbohidratos solubles y una elevada
capacidad fotosintética bajo condiciones control y estrés, consistente con la propuesta de su
papel como modulador de el monitoreo de azicares y metabolismo de carbohidratos.

Jang et al. (2003) reporta asi mismo la fusion bi-funcional de genes 0tsA y otsB de E. coli

en arroz como herramienta para evitar modificar los niveles de T6P y con eso evitar los
posibles efectos negativos de la sobreproduccion de trealosa. Los niveles de acumulacion
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alcanzados fueron de arriba de 1.076 mg por gramo de peso fresco, sin mostrar inhibicion de
crecimiento o alteraciones fenotipicas visibles; asimismo estas plantas mostraron tolerancia
incrementadas a la sequia salinidad y frio medido por el contenido de clorofila y analisis de
inhibicién del crecimiento.

En tomate la introduccion del gen TPS1 de levadura resulta en la acumulacion de mas
almidon y es mayor el contenido de clorofila en las hojas (Cortina y Culidniez 2005). Se
observo el aumento de tolerancia a diversos estreses abioticos como tratamientos de sequia
salinidad y estrés oxidativo.

Miranda et al. (2007), reportaron una enzima bifuncional (TPS-TPP) de levadura pero
expresada en Arabidopsis, logrando acumulacion de trealosa a bajos niveles pero con
incremento significativo en la tolerancia a sequia, congelamiento, salinidad y calor. Ge et al.
(2008) reporta la sobreexpresion del gen de la trealosa-6-fosfato fosfatasa (OSTPP1) en arroz,
resultando en el aumento de tolerancia a estrés salino y frio.

El hecho de que muy bajas concentraciones de trealosa pueden mejorar la resistencia a la
sequia implica mecanismos de sefializacion o regulacion mas que una funcidon osmoprotectora
resultado de su acumulacion (Shima et al. 2007). Se ha observado que en plantas transgénicas
que no acumulan significativamente mas trealosa que controles, muestran una misma
tolerancia a la sequia que plantas con una mayor produccion (Karim et al. 2007) esto indicaria
que no es la trealosa por si misma la que conduce a la mejora de la tolerancia a sequia si no
mas bien metabolitos intermediarios especificamente T6P (Schluepmann et al. 2003, Bae et al.
2005a, b; Ramoén et al. 2007, Shima et al. 2007); sin embargo, las sefales precisas y
mecanismos del aumento a la tolerancia a la sequia son desconocidos aun.

5.11 Trealasa

La trealasa es una enzima glicosil hidrolasa (o, a-trealosa-1-C-glucohidrolasa, E.C.
3.2.1.28), Unica enzima capaz de catalizar la conversion de trealosa a dos unidades
monoméricas de glucosa. Una enzima que hidrolizara trealosa fue observada primero en
Aspergillus niger (Bouquelot 1893) y enseguida por Fischer (1895) de S. cerevisiae (revisado
en Elbein 1974). A partir de entonces, la trealasa ha sido reportada en muchos otros
organismos procariotas y eucariotas (Elbein et al. 1974). En plantas hongos, animales y
bacterias la unica via de degradacion de trealosa ocurre por la via de la enzima trealasa
(Miiller et al. 1995). En Euglena gracilis y Pichia fermentans, por la accion de la trealosa
fosforilasa (Belocopitow y Maréchal 1970, Schick et al. 1995); en E. coli por fosforilacion y
subsecuente hidrolisis por trealosa-6-fosfato hidrolasa (Rimmele y Boos 1994).

5.11.1 Isoformas
En el reino Fungi las trealasas han sido caracterizadas en distintas especies agrupandolas
en dos grupos principales: trealasas acidas y trealasas neutrales. Una forma inactiva de

trealasa fue reportada en S. cerevisiae activada por fosforilacion dependiente del AMP ciclico
localizada en el citoplasma (Thevelein 1984). Sin embargo, una segunda actividad de trealasa
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fue identificada en las vacuolas de esas células, la cual fue activa pero de manera constitutiva
(Londesborough y Varimo 1984). Las dos trealasas fueron caracterizadas parcialmente de
acuerdo a su pH optimo, la enzima citoplasmatica exhibid su actividad en un pH cercano a 7'y
fue llamada trealasa neutral, mientras que la proteina de la vacuola exhibi6 su maxima
actividad a pH de 4.5 y fue nombrada como trealasa acida (van Solingen y van de Platt, 1975,
Keller et al. 1982).

5.11.1.1 Trealasa Neutral

La trealasa neutral citoplasmica es especifica para la trealosa como sustrato, sin capacidad
de hidrolizar otros glucdsidos como celobiosa, maltosa, lactosa, sacarosa, rafinosa y
melobiosa (App y Holzer 1989). La Km de la enzima para la trealosa es cercana a 3.5 mM, en
un ambiente donde la levadura puede acumular trealosa por arriba del 23% de su peso seco.
La trealasa neutral fue propuesta en tener considerable significancia fisioldgica al mantener o
disminuir las concentraciones de trealosa en levaduras, en las cuales ha sido demostrado que
la trealosa actiia como un regulados del metabolismo y puede afectar la actividad de enzimas
clave tal como la hexocinasa (Dellamora-Ortiz et al. 1986).

5.11.1.2 Trealasa Acida

La trealasa acida o vacuolar también muestra ser muy especifica para la trealosa como
sustrato. Esta trealasa presenté un Km de 4mM para la trealosa, la cual es mas baja que para
la trealasa neutral. La supresion del gen para esta proteina en levadura, ocasiona la
imposibilidad de crecer en presencia de trealosa como Unica fuente de carbono (Nwaka et al.
1996), indicando el papel clave de esta trealasa en la utilizacion de la trealosa. Una hipotesis
desarrollada para explicar la funcion de esta enzima, implica que la trealasa acida sea
movilizada de su sitio de sintesis a el espacio periplasmico del reticulo endoplasmico y
aparato de Golgi, donde se una a la trealosa exdgena para internalizarla y romperla en la
vacuola para producir glucosa libre (Stambuck et al. 1996).

Ha sido reportado que las actividades de la trealasa neutral y 4cida son bajas en células de
levadura creciendo exponencialmente pero altas durante la fase estacionaria, después de que
la glucosa ha sido agotada (Winkler et al. 1991); ademas, la expresion de los genes para estas
enzimas es baja en células creciendo exponencialmente comparada con células en fase
estacionaria, sugiriendo que esos genes son reprimidos por glucosa (Nwaka et al. 1995). La
fase estacionaria de células de levadura tiene niveles incrementados de trealosa citoplasmica y
ademas niveles altos de actividad trealasa; esta alta expresion de trealasas en la fase
estacionaria asi como los niveles de trealosa pueden contribuir a la alta tolerancia al estrés en
esas células.

5.11.2 Trealasa en Plantas

Inicialmente la enzima trealasa fue encontrada en muy distintas fuentes en plantas, en
cultivos de tejidos de la gimnosperma Picea, de plantas monocotiledoneas y dicotiledoneas lo
que permiten concluir que no estaba confinada a polen y que posiblemente la actividad
trealasa esta presente en la mayoria de las plantas vasculares de todos los grupos taxondmicos
(Kendall et al. 1999). Para el caso de las plantas vasculares se han identificado una copia del
gen de trealasa, y su funcionalidad ha sido reportada en soya (Glycine max) (Aeschbacher et
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al. 1999) y Arabidopsis (Miiller et al. 2001). Recientemente ha sido reportada la secuencia de

trealasa en arroz adicionalmente a las ya reportadas de alfalfa, papa y cafa de azicar (Gen
Bank AC051634.6).

Aunque la longitud de transcritos de los genes de trealasas vegetales, son comparables en
longitud (aproximadamente 2.2 kb conteniendo 10 exones), la estructura primaria de la
proteina parece variar de especie a especie. En primera instancia la longitud completa de la
trealasa aislada de Arabidopsis (AtTRE1) es 626 residuos mas larga comparada con los 5563
residuos de trealasa de Arroz (OSTRE) y los 557 residuos de soya (GMTRE) (Frison et al.
2007).

La trealasa de la soya es una glicoproteina apoplastica (Aeschbacher et al. 1999). En
Arabidopsis se localiza unida a la membrana plasmatica con el dominio catalitico orientado
hacia la pared celular, el anclaje se lleva a cabo a través de un dominio transmembranal en el
extremo N-terminal que la incluye en la via secretoria (Frison et al. 2007). La localizacion y
topologia de esta enzima, permite inferir que el sustrato trealosa necesariamente requiere ser
exportado hacia el exterior de la célula donde es hidrolizado. Sin embargo segun la secuencia
de aminoacidos la trealasa de soya y arroz carece de dominio transmembranal, localizadndose
probablemente como enzima de secrecion y soluble; pero contradictoriamente carece de
sefales de translocacion al reticulo endoplasmico, indicando posibles defectos en la secuencia
disponible.

En Arabidopsis la actividad especifica es de 280 nkat g' prot en flor, la actividad
localizada mas alta reportada para esta planta (Miiller et al. 2001). Se ha demostrado que la
actividad trealasa esta presente en varios tejidos de Arabidopsis (Miiller et al. 2001) y también
el analisis transcripcional muestra una expresion extendida y diferencial en todos los 6rganos
vegetales particularmente alta en flores y enriquecida en fraccion membranal (Frison et al.
2007). Lo que potencialmente podria indicar la participacion de la Trealasa en la reproduccion
y/o en la arquitectura floral; paralelamente con esta idea, se ha reportado que genes
biosintéticos de trealosa controlan la arquitectura de la inflorescencia en maiz (Satoh-
Nagasawa et al. 2006).

Miiller et al (1992) comprob¢ inicialmente que la trealasa presente en plantas es capaz de
metabolizar trealosa de distintas fuentes tanto exdégenas como enddgenas. Precisamente este
aspecto ha sido de relevancia en el posible papel de la trealasa en la interaccion con
microorganismos simbioticos y patdgenos de plantas productores de trealosa, que pueden
explotar sus efectos sobre la regulacion de azucares en plantas. En este aspecto la enzima
trealasa distribuida ampliamente entre plantas superiores y encontrada en varios tejidos, puede
proveer proteccion contra posibles efectos detrimentales de la trealosa durante las
interacciones planta—microorganismo (Miiller et al. 1995, Aeschbacher et al. 1999) con mayor
importancia en raiz (Broodman et al. 2002)

Cuando se realizaron las primeras investigaciones realizadas para la modificacion de
biosintesis de trealosa en plantas mediante la integracion de genes biosintéticos se obtuvieron
cantidades limitadas de trealosa (Holmstrom et al. 1996, Pilon-Smits et al. 1998, Romero et al.
1997). Posteriormente se pudo comprobar que el bajo nivel de acumulacion de trealosa se
debia a la actividad hirdrélitica de trealasa en plantas transgénicas de Solanum tuberosum
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(Goddijn et al. 1997). La inhibicion especifica de la trealasa con Validamicina A resultd en
una mayor acumulacion de trealosa en plantas transgénicas y también en plantas no
transformadas de papa y tabaco, lo que indica el papel de trealasa en el mantenimiento de
bajos niveles de trealosa y a su vez corrobord la capacidad dispersa de las plantas de
sintetizarla naturalmente, bajo estricta actividad hidrolitica de la trealasa (Goddijn et al 1997).

5.11.3 Efecto de Activadores e Inhibidores

Respecto a la los posibles inductores de la actividad trealasa, se ha observado en primera
instancia que la trealosa no es un inductor importante de su actividad puesto que plantas
creciendo por un largo periodo en trealosa no mostraron un incremento importante en nivel de
actividad trealasa (Miiller et al. 1995). Adicionalmente durante el proceso de infeccion de
Arabidopsis por patdogenos productores de trealosa, la actividad trealasa fue inducida anterior
a la acumulacion de trealosa, descartando que la trealasa sea inducida por el sustrato
(Broodmann et al. 2002).

lones Metalicos. Evaluaciones de actividad de trealasa aislada de nodulos de raiz de
Phaseolus vulgaris muestra el papel de los iones metalicos en la actividad de esta enzima. Los
jones Na” y Mn”" contribuyen al incrementar su actividad moderadamente, contrario a los
iones Na'y Mg®" que fueron fuertes inductores. En contraparte EDTA y Fe®" se destacan
como inhibidores potentes (Miiller et al. 1992, Tejera et al. 2005).

Reguladores de crecimiento. Las auxinas pueden presentarse como reguladores de la
actividad trealasa. En raices tratadas con la auxina natural Acido Indolacético (AIA) y la
auxina sintética 2,4-D, la actividad trealasa incrementa rapidamente; adicionalmente fueron
observados efectos antagonistas por accion de ABA mostrando con ello una comportamiento
tipico de los reguladores de crecimiento (Miiller et al. 1994).

Ambiente celular. El analisis de la trealasa en Arabidopsis revela una expresion
transcripcional tejido especifica, por lo que en tejidos vegetativos donde es menor la actividad
trealasa es posible que exista una regulacion post-transcripcional no conocida aun (Frison et al.
2007). La actividad trealasa y transcritos se ha visto que son regulados positivamente en
tejidos vegetales por estrés bidtico en la interaccidbn con microorganismos y patdgenos
(Aesbacher et al. 1999, Brodmann et al. 2002), asi como estrés abidtico por baja
disponibilidad de oxigeno (Liu et al. 2005) y sequia en Arabidopsis (Rolland et al. 2006).

Validamicina A. Es un potente inhibidor de la trealasa en plantas (Kendall et al. 1990;
Miiller et al. 1992) y ha sido ampliamente utilizado en el estudio de las posibles funciones de
trealasa y en mayor medida en el estudio de metabolitos intermedios del metabolismo de
trealosa (T6P) (Schluepmann et al. 2009). La inhibicién de la trealasa por la accion de la
Validamicina A (valA) tiene efectos discretos en el metabolismo de las plantas. Arabidopsis
tratada con valA no refleja efectos observables en la morfologia y desarrollo de la planta
(Miiller et al. 1995, 2001) o en la expresion de enzimas metabdlicas importantes (Wingler et
al. 2000).

La valA es un metabolito secundario de Streptomyces hygroscopicus con actividad
antifngica contra patogenos de plantas (Iwasa et al. 1971). Este compuesto ha sido utilizado
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como control de patdogenos como Pellicularia sasakii y Rhizoctonia solani; ocasionando
anormalidades en el crecimiento del hongo y por ende disminuyendo su virulencia (Iwasa et
al 1971). ValA muestra una alta especificidad como inhibidor de trealasas fingicas, puesto
que no inhibe significativamente otras glicohidrolasas, ademas de la trealasa (Asano et al.
1987) aunque parece reprimir la induccion de varias hidrolasas. La valA y compuestos
relacionados son también potentes inhibidores de trealasas presentes en insectos y tienen un
potencial insecticida (Asano et al. 1987); cuando se le administra a Bombyx mori, ocasiona un
fuerte incremento en el nivel de trealosa, seguido por la muerte de la larva (Kono et al. 1993).

5.11.4 Implicaciones en el Metabolismo de Carbohidratos

La expresion de trealasa en plantas transgénicas de Arabidopsis efectivamente mantienen
bajo el contenido de trealosa y no afecta el contenido de T6P (Schluepmann et al. 2003). En
Arabidopsis, la trealosa induce cambios en las enzimas de la ruta biosintética de almidon,
pero la inhibicion de trealasa a través de la adicion de valA con la consecuente acumulacion
de trealosa, no tiene efecto sobre estas enzimas (Wingler et al. 2000). En Arabidopsis ensayos
de inhibicidon con valA, provocan acumulacion de trealosa, no existen cambios significativos
en el contenido de glucosa, fructosa y rafinosa en todos los 6rganos analizados; sin embargo
si conduce a una alteracion en el contenido de carbohidratos no estructurales dado que se
observa que almidon y sacarosa disminuyen en flor, hoja y tallo significativamente (Miiller et
al. 2001) confirmando lo encontrado en Glycine max y Vigna unguiculata (Miiller et al. 1995).

Por los efectos observados respecto a alteracion del contenido de carbohidratos solubles y
almidon, Miiller et al. (2001) proponen a la trealasa como censor de azlcares y regulador de
la localizacioén de carbon; a través, por ejemplo de la interaccion con sacarosa u otro azlcar
que finalmente provoque cambios en la percepcion del contenido de azucares por proteinas de
membrana.

5.11.5 Actividad enzimatica bajo estrés abidtico

Como se ha discutido antes, los niveles de trealosa son fuertemente inducidos en varias
células cuando se encuentran expuestas a una variedad de estrés ambiental; entonces en
algunos casos la trealasa puede jugar un papel en la remocion de trealosa y regresar a la célula
al estado de homeostasis una vez que el estrés ha terminado. Sin embargo es posible que la
trealosa tenga un papel mas activo en condiciones de estrés.

Mediante analisis de actividad especifica en el trigo Triticum sp sometido a sequia se
infiere que la trealasa puede ser especificamente regulada bajo estrés abidtico (El-Bashiti et al.
2005). Variedades sensibles a salinidad y sequia presentan altos niveles de actividad trealasa
tanto en condiciones de riego y estrés. Sin embargo es interesante la observacion que, en
variedades resistentes a sequia y salinidad, existe un 50% de disminucion en actividad trealasa
de raiz. Lo anterior puede indicar un papel especifico de la trealasa en la adquisicién de
tolerancia a estrés abidtico en Gramineas. Ciertamente esta enzima merece mas investigacion
para entender su papel en la obtencion de energia y el metabolismo de carbon y en el
entendimiento de varios papeles de su sustrato la trealosa.
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METODOLOGIA

6.1 Material Vegetal
6.1.1 Arroz (Oryza sativa L subspespecie Indica)

Los experimentos fueron realizados en dos variedades mexicanas de arroz de la
subespecie Indica, una variedad sensible a sequia Morelos A98 y una con tolerancia a sequia
Temporalero A95. Las semillas fueron proporcionadas por el Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) Unidad Zacatepec a través de la
Ing. Leticia T4avitas Fuentes.

Morelos A98: Se obtuvo del cruzamiento triple entre los progenitores IR62/LP4-
861/LP34-86, y en cinco ciclos de seleccion se formo la linea uniforme CAEZ 202-111-87,
liberandose en el Campo Experimental “Zacatepec”. Sistema de cultivo: Transplante bajo
Riego; potencial de rendimiento de 10 ton/ha.

Temporalero A95: Proviene de una cruza simple entre BG90-2/IR 2863-38-1 realizada
en el Instituto Internacional de Investigaciones Arroceras (IRRI) de Filipinas, la cual se liberd
en el Campo Experimenta de Edzna, Campeche. Resistente a deficiencia de humedad; sistema
de cultivo: Temporal y Temporal con Riego de Auxilio; potencial de rendimiento de 4.6
ton/ha temporal y 6.3 ton/ha temporal con riegos de auxilio. Las plantas presentan excelente
vigor lo que les permite competir contra las malezas.

6.1.2 Tabaco (Nicotiana tabacum L)

- Semillas de Tabaco variedad Xanthi. Proporcionadas en el Laboratorio de
Transformacion Genética de Plantas del CINVESTAV-IPN Unidad Irapuato.

- Semillas TO portadoras del plasmido 35S: TREas 6 rd29A: TREas, proporcionadas por
el Departamento de Microbiologia de la FCB-UANL.
6.2 Acidos Nucleicos

6.2.1 Vectores de expresion de RNA antisentido de trealasa

El vector de expresion de RNA antisentido consta de una secuencia de 560 pb en version
antisentido (TREas) proveniente del gen de la trealasa de alfalfa. El fragmento de 560 pb
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corresponde a la region conservada entre los genes de trealasa de soya (Glycine max), papa
(Solanum tuberosum), Arabidopsis y alfalfa (Medicago sativa). La expresion del antisentido
esta regulada por el promotor constitutivo 35S del Virus del Mosaico de la Coliflor (CaMV).
La efectividad de inhibiciéon la secuencia antisentido fue evaluada obteniendo una
disminucion de la actividad trealasa del 49% para la version 35S: TREas y del 57% para la
version rd29A: TREas (rd29A: promotor de Arabidopsis inducible por estrés) en plantas
transgénicas de tabaco (Gamez et al. 2004). La seleccion de tejido transformado se desarrollo
mediante el co-bombardeo con el plasmido pWRGI515 (Christou et al. 1992), el cual
contiene al gen reportero UIdA y el gen hptll de resistencia a higromicina bajo el control del
promotor 35S del CaMV (Fig. 8).

35S:TREas
BI npt 11 TREas BD
N
CaMV 35S NOSter ~ CaMV 35S NOSter
PWRG-1515

hpt uidA

— W 7/

CaMV 35S NOS CaMV 358 NOS
polyA polyA

FIGURA 9. Esquema de casete de expresion de RNA antisentido y plasmido de seleccion. CaMV35S,
region promotora 35S del Virus del mosaico de la coliflor; nptll, neomicina fosfotransferasa II; TREas
fragmento antisentido de trealasa; NOS ter, terminador de nopalina sintetasa; Bl, borde izquierdo; BD, borde
derecho; hptll, higromicina fosfotransferasa; uidA, beta-glucoronidasa; NOS polyA, sefial de poliadenilacion de
nopalina sintetasa.

6.2.2 Preparacion de DNA

Se realizaron maxi-preparaciones de DNA mediante la técnica de acetato de amonio:
se parti6 de un preinoculo de 2 ml para obtener un cultivo de 250 ml de la cepa de interés que
se incubd de 12 a 16 hrs a 37°C a 200 rpm; después de este tiempo el paquete celular se
obtuvo por centrifugacion a 5000 rpm por 10 min. El paquete celular se resuspendié en 6ml
de sol’n de resuspension (50 mM glucosa, 25 mM Tris-Cl (pH 8.0), 10 mM EDTA (pH 8.0))
e incubo6 en hielo/20 min. Posteriormente se le adicionaron 12 ml de Sol’n de lisis celular (0.2
N NaOH, 1% SDS) y se mezcld por inversion manteniendo 5 min. Se agregaron 9 ml de
acetato de amonio 7.5 p H 7.6, vortex e incubo en hielo/10 min. Posteriormente la suspension
se centrifugd a 8000 rpm durante 15 min. El sobrenadante fue recuperado y se le agrego6 0.6
volumenes de isopropanol frio € incub6 10 min a T° ambiente y nuevamente fue centrifugado.
La pastilla obtenida fue resuspendida en 4 ml de acetato de amonio 2.0 M pH 7.4 e incubada
10 min en hielo, se centrifugd a 8000 rpm por 15 m para precipitar proteinas. El sobrenadante
fue recuperado y se agreg6 4 ml de Isopropanol frio e incubd 10 min a temperatura ambiente
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y centrifugd nuevamente a 8000 rpm por 15 m. El precipitado resultante se resuspendi6 en 1
ml de agua bidestilada estéril y 5 ul de RNasaA (10 mg ml™) e incubo a 37° C durante 20 min.
Se agregd 1 ml de acetato de amonio 7.5 M pH 7.6, mezcl6 por inversion e incubd 5 min T°
ambiente, posteriormente se centrifugd 8000 rpm por 15 min; el sobrenadante se precipitd con
3 ml de Isopropanol frio e incubd 10 min a T® amb y fue centrifugado a 10000 rpm durante 10
min. La pastilla resultante se lavo con 1 ml de etanol al 70% y sec6 a 60° C por 10 min;
finalmente el DNA fue resuspendido en 200 pl de TE 1X estéril (10 mM Tris-Cl, 0.1 mM
EDTA pH 7.6).

6.3 Analisis de Funcionalidad de Secuencia Antisentido en Tabaco

El analisis de funcionalidad de semillas transgénicas se realiz6 evaluando el porcentaje
de germinacion y habilidad de crecimiento en condiciones de estrés osmotico. La resistencia a
condiciones de alta osmolaridad se evalué en base al numero de semillas germinadas y el
numero de plantulas resistentes capaces de crecer en el medio selectivo.

6.3.1 Germinacion de semillas transgénicas de tabaco en medios selectivos

Semillas TO de las lineas transgénicas y control se desinfectaron in vitro a través del
siguiente tratamiento: inmersion en 500 ul de etanol al 70% durante 1 min, posteriormente en
1 ml de solucion de hipoclorito de sodio al 20% durante 20 min adicionales, posteriormente se
realizaron 5 lavados en agua destilada estéril. Las semillas fueron inoculadas para su
germinacion en placas de petri conteniendo el medio de crecimiento correspondiente e
incubadas a temperatura ambiente bajo un fotoperiodo de 16 hrs luz/8 hrs oscuridad. Para
realizar los ensayos de germinacion se sembraron 100 semillas por placa de petri conteniendo
los siguientes medios: medio selectivo kn (MS suplementado con 3% de sacarosa y 150
mgr/L de Kn); medio osmético PEG (MS suplementado con 3% de sacarosa y 3% de PEG
8000) y medio osmotico con sacarosa (MS suplementado con 12% de sacarosa)

6.4 Manejo in vitro del Cultivo de Callo Embriogénico y Plantulas de Arroz
6.4.1 Desinfeccion de semillas de arroz

Las semillas desinfectadas superficialmente en etanol al 70% por 3 minutos,
posteriormente en una solucion hipoclorito de sodio al 5% durante 40 minutos con 0.2% de
tween 20; posterior a este tratamiento se realizaron 5 a 6 lavados abundantes en agua destilada
estéril donde fueron mantenidas hasta su siembra.

6.4.2 Induccion de callo embriogénico de arroz

La induccion de callo embriogénico se realizd siguiendo la metodologia propuesta por
Valdez et al. (1998). Las semillas esterilizadas se colocaron en medio de Induccion de callo
embriogénico (MS suplementado con 3% de sacarosa, 2.5 mg L™ 2,4-D y 0.2% de gelrite) e
incubadas en condiciones de oscuridad a 25° C durante 15 dias. Para la transformacion el
callo embriogénico fue tomado directamente de la semilla y preparado para biobalistica. Para
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su propagacion el callo generado fue disectado y mantenido por sub-cultivos periddicos en
placas con medio fresco en condiciones de oscuridad.

6.4.3 Cinética de crecimiento de callo embriogénico

Se pesaron 100 mgr de callo embriogénico y colocaron en medio de induccion. Cada 7
dias fué¢ pesado el callo embriogénico durante cinco semanas consecutivas sub-cultivando
cada vez a medio fresco. Las lecturas fueron hechas por triplicado en balanza semi-analitica.

6.4.4 Preparacion de tejido para transformacion y seleccion.

Una vez obtenido el callo embriogénico, se disectd el callo eliminando cualquier tejido no
embriogénico. Aproximadamente 12 hrs antes del evento de transformacion los explantes de
callo embriogénico fueron sometidos a un tratamiento osmotico con el fin de aumentar
eficiencia de transformacioén, fueron sub-cultivados a medio de induccion de callo
suplementado con 12% de sacarosa. Después de 24 hrs post-bombardeo el callo fue sub-
cultivado a medio de induccién durante 1 semana para permitir su recuperacion.

6.4.5 Regeneracion de plantulas a partir de callo embriogénico

Los callos embriogénicos fueron incubados a 28° C y bajo un fotoperiodo de 16 hrs
luz/8 hrs oscuridad hasta la germinacion de embriones. Los reguladores de crecimiento en
solucion fueron esterilizados por filtracion y posteriormente afiadidos al medio de cultivo
estéril a una temperatura de 50° C. El callo sometido a regeneracion fue colocado en placas de
Petri y las plantulas obtenidas se mantuvieron en frascos de vidrio conteniendo medio MS
suplementado con 1% de sacarosa bajo el mismo fotoperiodo.

6.4.6 Enraizamiento y aclimatacion de plantulas regeneradas

Plantulas de aproximadamente 1 cm de longitud fueron sub-cultivadas a medio MS
suplementado con 8% de sacarosa e incubadas a una temperatura de 28° C y un fotoperiodo
de 16 hrs luz/8 hrs oscuridad hasta obtener raices de aprox. 10 cms de long. Las plantulas
obtenidas en estas condiciones se extrajeron de la placa de regeneracion se lavaron en agua
destilada estéril con el objeto de eliminar los residuos del medio de cultivo. Las plantulas
fueron mantenidas en agua hasta ser sembradas en sustrato de mezcla estandar (tierra negra de
monte y hoja de lama en proporcion equivalente), en bolsa pléstica de 10 litros de capacidad.
La plantas de arroz fueron cultivadas en invernadero en condiciones de alta humedad (>85%
HR) y un fotoperidodo de 16 hrs / 8 hr oscuridad. Las plantas de arroz se fertilizaron la formula
15:30:15 (N, P, K) de Ferviafol® preparado a 200 ppm hasta el fin del experimento.
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FIGURA 10. Metodologia de la transformacidn genética por Biobalistica.

6.5 Transformacién de Callo Embriogénico de Arroz por Biobalistica

La transformacion de arroz se realizd por el método de biobalistica con el sistema de
bombardeo de DuPont Helium PDS-1000/He y la metodologia propuesta por Valdez y cols.
(1998) en arroz.

6.5.1 Preparacion de microparticulas

La técnica de preparacion de microparticulas que a continuacion se describe es de
acuerdo a Tomes et al. (1995) y modificado por Cabrera et al. (1997). Fueron pesadas 60 mgr
de microparticulas de oro o tungsteno de 1p de didmetro y colocadas en un tubo de vidrio de
20 ml. Se agregaron 2 ml de acido nitrico 0.1 M y se sonic6 a 4° C durante 20 min. Se
centrifugd a 12000 rpm por 2 min y eliminé el 4cido nitrico, posteriormente se agregd 1 ml de
etanol absoluto y sonic6 brevemente. Nuevamente se centrifugd a 10000 rpm por 30 seg, se
eliminé el sobrenadante y la pastilla se resuspendid en Iml de agua desionizada por
sonicacion breve. Se realizaron alicuotas de 250 ul y agregé adicionalmente 750 pl de agua
desionizada y almacenadas a -20° C, obteniendo una concentracion final de 15 pg/ ul.

6.5.2 Preparacion de microparticulas/DNA para bombardeo

En tubo de microcentrifuga se agregd 50ul de microparticulas de oro o tungsteno (15
mg/ml) previamente resuspendidas por sonicacion, se adiciono sin mezclar 1 pug de DNA, 50
pl de CaCl 2.5 M y 20 pl de espermidina base libre 0.1 M. La mezcla fue sonicada
brevemente y centrifugada durante 20 segundos; posteriormente fue eliminado el
sobrenadante y se agregd 400 ul de etanol absoluto para realizar lavado, se resuspendio la
mezcla por sonicacion y centrifugé nuevamente. Una vez eliminado el sobrenadante la pastilla
obtenida fue resuspendida por sonicacion en 75 pl de etanol absoluto. Para el bombardeo, se
colocaron 10 pl de la mezcla de particulas/DNA en la membrana acarreadora, utilizdndose
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finalmente 125 pg de microparticulas asociadas con 1.6 pg de DNA por disparo. Una vez
evaporado la suspencion, se encontrd listo para la realizacion del disparo.

6.5.3 Condiciones de bombardeo

Se utilizaron microparticulas de oro o tungsteno de manera indistinta preparadas como
anteriormente se menciond; una presion de 800 PSI, vacio de 20-22 pulgadas de Hg, una
distancia de 10 cms. entre membrana y tejido blanco. La preparacion y ensamblaje de
membranas y piezas de la camara, asi como bombardeo se realizo siguiendo las
recomendaciones del sistema de biobalistica DuPont.

6.5.4. Seleccion de material transformado

La seleccion de callo transformado se realizé en el medio de induccion suplementado con
-1 . .. . - . . v, g
80 mg L~ de higromicina incubado en condiciones de oscuridad. Con subcultivos periddicos
en el mismo medio hasta obtener callo creciendo activamente o apariencia vigorosa.

6.6 Caracterizacion de las Plantas Transgénicas

El material transformado resultante del proceso de seleccion en higromicina, fue analizado
en primera instancia bioquimicamente a través de la actividad B-glucuronidasa del gen
reportero en etapa de callo y posteriormente una vez generadas plantulas, éstas fueron
analizadas por PCR.

6.6.1 Andlisis de actividad B-glucuronidasa

El nivel de actividad del gen reportero se analiz6 en tejido con 3 dias post-bombardeo y
posteriormente en tejido ya seleccionado en higromicina para determinar la actividad
proveniente de la expresion estable. Inicialmente se colocaron 500 pl una solucion de X-
GLUC en pozos de placa de ELISA, posteriormente se colocaron fragmentos de callo
bombardeado y/o transformado e incubaron en la oscuridad a temperatura ambiente durante
12 hrs. Durante el tiempo de incubacién y al final del mismo se realizaron observaciones a
microcopio estereoscopico del nivel de actividad del gen reportero B-glucuronidasa observado
por aparicion de zonas localizadas de coloracion azul. Posterior a la observacion de la
actividad, se elimind el reactivo de los pozos, se lavo con etanol al 70% y almacenados en
glicerol al 50%.

6.6.2 Analisis de transgén por PCR
Para la determinacion de la presencia de los vectores de expresion transformados, se

realiz6 una prueba de PCR especifico para amplificar la secuencia de antisentido de trealasa y
con ello determinar la presencia del transgén.
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6.6.2.1 Extraccion de DNA

La extraccion de DNA se realizd a partir aproximadamente 50 mg de material
liofilizado. Las muestras fueron calentadas a 95°C por 10 minutos en 300 ul de buffer TE 1X,
posteriormente se le agregd 400 ul de buffer de lisis (2.5% CTAB, 1% NP40, 0.2% B-
mercaptoetanol, 1.5 M NaCl, 25 mM EDTA, 100 mM Tris-HCI pH 8) se incubo a 50° C
durante 30 minutos. Posteriormente se centrifugaron a 14 000 rpm por 10 minutos; se
recuper6d el sobrenadante y se realizd un lavado con 1 volumen de fenol: SEVAG (24
cloroformo: 1 alcohol isoamilico) centrifugando nuevamente a 14000 rpm por 5 minutos. El
sobrenadante fue recuperado y precipitado con 2 volimenes de alcohol al 95° a 4°C por 2
horas; se centrifugd a 14000 rpm por 10 minutos. La pastilla fue lavada en 1 ml de etanol al
70% y secada finalmente a temperatura ambiente. E1 DNA fue reconstituido en 100 ul de TE
1X y analizado en gel de agarosa al 0.8%.

6.6.2.2 Prueba de PCR

Una vez extraido el DNA total de las muestras de arroz, se procedio a realizar la
prueba de PCR para el fragmento antisentido de trealasa. La reacciéon de PCR se realizo en un
volumen de 50 pl utilizando 3 pl de DNA de arroz, 2 pl de cada oligonucleotido, 5 ul de
buffer de reaccion, 1 unidad de Taq polimerasa y aforado a 50 ul con H20 mili-Q. Los
oigonucledtidos utilizados fueron los siguientes: TRE 1: TATTACTGGGA TTCTT y TRE
2:-TTGATTTAAATGCATTTCTACCCGGG. El programa utilizado se disefié de la siguiente
manera: paso 1: 94°C — 5 minutos, paso 2: 94°C -1 minuto, paso 3: 53°C - 2 minutos, paso 4:
72°C - 1 minuto, paso 5: 35 ciclos del paso 2 al 4, paso 6: 72°C - 5 minutos.

6.7 Andlisis de Actividad Trealasa

Para determinar si la inhibicion por antisentido del gen de la trealasa fue obtenida, se
detectaran los niveles de actividad de la enzima en las plantas transgénicas creciendo en
condiciones in vitro. Las plantulas creciendo en medio MS suplementado con 1% de sacarosa
durante 15 dias, posteriormente las plantas fueron colectadas y lavados en agua destilada;
fraccionados en diferentes regiones en raiz, hoja y tallo. Se realizaron por triplicado las
extracciones por planta analizada, a excepcion de la raiz ya que fueron homogenizadas raices
de tres plantas en una misma extraccion.

6.7.1 Preparacion de Extracto Crudo de Proteinas

El extracto enzimatico crudo se obtuvo mediante la maceracion de tejido fresco en
mortero en presencia de nitrogeno liquido con buffer de extraccion MES (4cido 2-[N-
Morpholino] etano sulféonico) 0.1 M pH 7 frio (5 ml). Posteriormente el extracto se centrifugd
a 5000 rpm / 10 min a 4°C para obtener las proteinas extraidas en suspension, al sobrenadante
se le agregd 1 volumen de sulfato de amonio al 60% se incubd 30 min en hielo. Enseguida se
centrifugd a 15000 rpm / 30 min; la pastilla se resuspendid en 600 pl de buffer MES 0.1M pH
6.0 almacenando el extracto a 4°C.
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6.7.2 Cuantificacion de proteinas

Para la determinacion de la cantidad de proteina presente en el extracto enzimatico crudo
se utilizo el reactivo Protein Assay de Bio-Rad el cual se basa en el método de Bradford. Se
realizaron diluciones de proteinas 1:10 en buffer MES 0.1 M pH 6.0 las cuales se incubaron
con un volumen del reactivo arriba sefialado, después de incubarlo con 5 min se realizaron las
mediciones a 595 nm en placas de lector de ELISA (TECAN GENios) capturado con el
programa XFLUOR4 Version V 4.5. La comparacion con una curva de calibracion con
albimina de suero bovino (BSA) permiti6 obtener los datos de concentracion relativa de
proteina presente en el extracto.

6.7.3 Reaccidn enzimatica

Se tomaron 270 pl del extracto enzimatico los cuales se incubaron lhr a 37°C con 30ul de
una solucién 100 mM de trealosa pura (SIGMA). Transcurrido el tiempo de incubacion se
detuvo la reaccion a 100°C /10min.

6.7.4 Cuantificacion de Glucosa

Se procedié a realizar la lectura de glucosa liberada mediante el método enzimatico-
colorimétrico GOD-POD. Se tomaron 100 pl de la reaccion de digestion e incubaron con 200
ul de una solucion GOD-POD (SIGMA) preparada segun las especificaciones del fabricante.
La lectura de las muestras se realizé en un lector de placas de ELISA (TECAN GENios) a una
absorbancia de 415 nm y capturado con el programa XFLUOR4 Version V 4.5.

Para eliminar el error producido por la glucosa presente en el extracto, se cuantifico de
igual manera y estos valores fueron restados a los obtenidos del ensayo de la actividad
enzimatica en presencia de trealosa. Los valores obtenidos de este ensayo muestran La
actividad trealasa fue expresada como microgramos de glucosa liberada por miligramo de
proteina por hora.

6.8 Andlisis de Tolerancia a Estrés Abiético

Para determinar los niveles de tolerancia a estrés abidtico conferidos mediante la
inhibicion por antisentido de la enzima trealasa, se realizaron ensayos en invernadero. A un
grupo de 3 plantas de cada linea transgénica de 50-60 dias de crecimiento, fue suspendida la
administracion de agua y colocadas en ambiente de menor humedad relativa (25-50 % HR.)
en invernadero; el grupo control fue mantenido en condiciones de alta disponibilidad de agua
y alta humedad relativa (> 85% HR.).
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FIGURA 11. Grafica de la pérdida de agua de suelo en plantas de arroz bajo tratamiento de sequia

6.8.1 Determinacion del porcentaje de capacidad de campo (% CC)

Las plantas sometidas al tratamiento de estrés hidrico por la suspension de riego fueron
periddicamente analizadas para determinar la cinética de pérdida de agua de suelo. Para
determinar el 100% de capacidad de campo de la mezcla utilizada, se regd a saturacion una
muestra de suelo, después de 24 hrs, se tom¢ la lectura del peso y posteriormente se seco en
un horno a 60°C por 48 hrs y se determind su peso seco; Por diferencia de pesos se calculo la
cantidad de agua presente en este suelo a CC. Para las muestras de suelo problema, la
cantidad de agua presente se expres6 en % de CC en base al valor de referencia segin la
relacion:

% CC = (gr H,0 presente en suelo problema) (100 % CC) /
gr H,0 presente en suelo a CRC.

De esta forma las macetas conteniendo las plantas sometidas a estrés hidrico fueron
periddicamente pesadas para determinar el % de CC y determinar el momento de procesarlas.

6.8.2 Determinacion del contenido relativo de agua (CRA)

Con un sacabocado de un diametro de 0.5 cms., se tomaron tres muestras de hoja, las
cuales fueron conservadas en hielo en tubos de microcentrifuga hasta su procesamiento.
Primeramente se leyo el peso fresco (PF) de las porciones de hoja, se le agregd agua destilada
e incubaron durante 12 hrs. Luego se determind el peso targido (PT) eliminando el exceso de
agua en papel secante; después de ser colocados en horno a 60°C durante 24 horas se
determinoé el peso seco (PS). Con estos datos se calculo el contenido relativo de agua (CRA)
segun la férmula:

CRA= (PF-PS)/(PT - PS)
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6.8.3 Determinacion de actividad fotosintética

La lectura de fotosintesis se realizd utilizando el sistema cerrado de medicion portatil
(Portadle Photosynthesis System LI-COR, Inc. Modelo L1-6200), las lecturas se realizaron en
camaras de 200 cc. siguiendo las especificaciones del fabricante. Anterior a la lectura de
fotosintesis las plantas mantenidas en condiciones de invernadero fueron aclimatadas por 20
minutos a una intensidad de luz de 1000 pmol m” s™ proporcionada por una lampara de 1000
w filtrados a través de una capa de agua de 5 cm contenida en una caja plexigas. Las lecturas
de realizaron en hojas maduras fotosintéticamente activas o aquellas que reflejaran el fenotipo
general de la planta.

6.9 Andlisis del Contenido de Carbohidratos de Raiz

El analisis de carbohidratos se realiz6 mediante Cromatografia de Gases (HP 6850) de
raices de plantas de arroz liofilizado proveniente del ensayo de tolerancia a estrés hidrico
realizado en condiciones de invernadero.

6.9.1 Colecta y almacenamiento de material vegetal

El material colectado en invernadero congelado en nitrogeno liquido y almacenado a -
20°C; separando el area foliar de las raices. Posteriormente este material fue liofilizado a una
temperatura de - 40°C con una presion de vacio de 0.005 mm Hg durante 48 horas. Las raices
liofilizadas se limpiaron de restos de suelo y fueron molidas hasta obtener un polvo de grano
medio a fino, este material se almacen6 a temperatura ambiente.

6.9.2 Extraccion de carbohidratos

Se tomaron 100 mgr del polvo de raiz molida para la extraccion en 10 ml de Etanol al
80 % macerando en mortero. La mezcla fue colocada en tubo de ensaye de 50 ml e incubados
a 90°C/30 min, dejando enfriar a temperatura ambiente. Posteriormente se centrifugaron la
mezcla a 15000 rpm/15 min para precipitar el material insoluble conteniendo almidon; el
sobrenadante se colectd en un tubo nuevo repitiendo la extraccion a la pastilla resultante dos
veces mas. Los 30 ml resultantes fueron concentrados a 1 ml en un evaporador rotatorio
(Labotec) a 60°C, transferido a un tubo eppendorf'y almacenados a 4°C, para ser analizado el
contenido de trealosa y otros azicares por GC-MS. El material proveniente de la fraccion
insoluble fue secado en horno a 65°C obteniendo una pastilla conteniendo almidén.

6.9.3 Analisis y cuantificacion de carbohidratos solubles

Para el analisis del contenido de trealosa por GC-MS se realizo previamente el proceso
de derivatizacion de azlcares de la fraccion soluble. La derivatizacion consiste en una
modificacion quimica de extremos reductores y no reductores por la adicion de grupos acetilo
y amino.

6.9.3.1 Derivatizacion.

Se tomaron 100 pl del extracto de carbohidratos, 25 pg de perseitol como estandar
interno fueron evaporados a 60°C en un rectivial, lavados y evaporados 3 veces con 1 ml de
diclorometano a 60° C. A los extractos secos fueron afiadidos 1.5 ml de piridoxina
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conteniendo 26.5 mg de cloruro de hidroxilamina. Los viales se cerraron y sonicaron durante
30 min. e incubados a 85°C durante una hora, posteriormente las reacciones fueron enfriadas
a temperatura ambiente e incubados nuevamente a 85° C por 30 min. después de afadirle 500
ul de piridina y 1 ml. de 4cido anhidroacético. La reaccion fue vaciada en tubos de ensayo y
lavado con 3 ml. de cloroformo, se agregé 5 ml de H,O desionizada mezclado en vortex y
reposado para permitir la separacion de las fases, posteriormente la fase superior acuosa se
retird con micropipeta y se desechd en contenedor especifico. De esta forma se realizaron
lavados con agua desionizada de 6 a 8 veces segun la pureza obtenida de la fase acuosa. La
fase de cloroformo se vacié a una columna de sulfato de sodio anhidro la cual fue lavada con
2 ml adicionales de cloroformo; la muestra fue colectada en envases de vidrio de 1 ml,
evaporadas en un plancha a 70° C y resuspendidas finamente en 100 pl de cloroformo grado
espectrofotometria y almacenados a temperatura ambiente.

6.9.3.2 Identificacion por GC-MS

La identificacion de los azucares derivatizados se realizaron a través de un
Cromatografo de Gases (HP 6850) equipado con un Detector de Masas (HP 5973) y una
columna HP-5MS (Hewlett-Packard) utilizando Helio como gas acarreador. Las condiciones
de operacion fueron las siguientes: Inyector y Detector 300° C, temperatura de horno 150° C
por 3 min, elevacion de 6° C min hasta 270° C y mantenido por 15 minutos, y finalmente
elevacion a 300° C por 3 min. Los datos de Cromatograma obtenidos fueron analizados con el
programa GC/MSD ChemStation Software (Agilent Technologies).

6.9.4 Analisis del Contenido de Almidon

El andlisis de almidén de se realizd6 mediante la digestion con o-amilasa segun la
metodologia propuesta por Smith y Zeeman (2006) y el contenido de glucosa resultante
mediante la técnica enzimatica colorimétrica con conjugado GOD-POD.

6.9.4.1. Digestion de almiddn

Una fraccion de la muestra conteniendo almidon fue pesado y homogenizado con ayuda
de un pistilo en 500 pl de agua en tubos eppendorf de 1.5 ml, y posteriormente calentados a
100°C durante 10 minutos. Una vez frio se le afiadié 500 pl de acetato de sodio 200 mM pH
5.5 como buffer de reaccion y 0.5 U de a-amilasa, la reaccion fue incubada por espacio de 4
hrs a 37°C. Para su andlisis, las muestras se centrifugaron a 14 000 rpm por 5 minutos a
temperatura ambiente. La cuantificacion enzimatica de la glucosa liberada se realizo como ya
especifico anteriormente

6.10. Andlisis Estadistico
El andlisis estadistico de los datos se realizd con el programa SPSS version17.0 Statistics.
Utilizando como modelo estadistico el anélisis de varianza (ANOVA), considerando el nivel

de significancia de 0.05. Los resultados mostrados se analizaron a partir de 3 plantas para
cada planta control y lineas transgénicas.
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RESULTADOS

7.1 Andlisis de la funcionalidad de secuencia Antisentido en Tabaco

La evaluacion de la funcionalidad de secuencia antisentido dirigida a inhibir la expresion
del gen de la trealasa, se realizo evaluando la germinacion y viabilidad in vitro de semillas TO
de tabaco en condiciones de alta concentracion de azlcares (12% de sacarosa) y estrés
osmotico (simulado con 3% de PEG 8,000). Las plantulas viables se contabilizaron 25 dias
posteriores a la siembra y los resultados muestran la viabilidad de lineas representativas,
como control se germinaron en medio MS. En medio MS suplementado con 12% de sacarosa
el porcentaje de plantulas viables constituy6 el 65% del total de semillas sembradas para la
linea 35S: TREas; en la linea rd29: TREas se obtuvo el 97% de plantulas viables. En medio
MS suplementado con 3% de PEG se alcanzaron porcentajes de viabilidad similares para
ambas lineas (alrededor del 91 %) (Figura 12). Un reducido porcentaje de semillas no
transformadas (w.t) lograron germinar, sin embargo no fueron capaces de sobrevivir,
presentando clorosis en las hojas, vitrificacion y finalmente cese del crecimiento, sin presentar
desarrollo de hojas primarias ni raiz en ambas condiciones selectivas.
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w.t 35S TREas rd29: TREas

FIGURA 12. Analisis de Funcionalidad de secuencia antisentido en Tabaco. Porcentajes
de sobrevivencia de plantulas de tabaco silvestres (w.t.) y lineas transgénicas, 25 dias
posterior a ser germinadas in vitro en medio control y osmoticos.

El fenotipo de las plantulas transgénicas germinando en los medios osmoticos varid
significativamente de las semillas w.t (Figura 13). Plantulas transgénicas creciendo en medio
suplementado con 12 % sacarosa fueron capaces de desarrollar raiz y hojas primarias en
contraparte de las plantulas w.t. cuyas plantulas cesaron el crecimiento inmediatamente
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después de germinar. Es importante recalcar la diferencia fenotipica entre plantulas 35S:
TREas y rd29: TREas, plantulas de la linea rd29: TREas desarrollaron un sistema radical mas
extenso y las hojas presentaron mayor area foliar; este fenotipo a su vez concordd con el
mayor indice de plantulas resistentes. En medio suplementado con 3% de PEG no se
observaron diferencias visibles entre ambas lineas, sin embargo el sistema radicular de la
linea rd29: TREas mostraron un desarrollo abundante de raiz con numerosas raices
secundarias.

12 % Sacarosa 3% PEG

355: TREas

rd29: TREas

FIGURA 13. Fenotipos resistentes de plantulas de tabaco germinadas in vitro en
medios osmoticos. Las imagenes corresponden a plantulas representativa de semillas no
transformadas (w.t.) asi como lineas 35S: TREas y rd29: TREas.

7.2. Manejo in vitro de Tejido Embriogénico y Plantulas de Arroz
7.2.1 Induccion de callo embriogénico y transformacion

El proceso de generacion de callo embriogénico comenzd con la germinacion de
embriones maduros y a partir de este tejido se generd el callo embriogénico en medio MS
suplementado con 2.5 mg L'de 2,4-D. El porcentaje de germinacién e induccion de tejido
embriogénico a partir de la region del escutelo fue del 100% para ambos genotipos. El aspecto
del callo embriogénico obtenido inicialmente se observd como una estructura globular
amarillenta de consistencia firme, compuesta principalmente de embriones en etapa globular
(Fig. 14 a y b). El aspecto general del callo inducido fue muy similar para ambos genotipos,
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solo diferenciandose por el tamafio de la estructura generada y la taza de division. Posterior a
un periodo de induccién de 15 dias, el callo fue disectado de la semilla y colocado en medio
osmotico para su transformacion por biobalistica (Fig. 14-c). En un experimento
independiente y con el fin de determinar la taza de division, se realizd una cinética de
crecimiento, donde se observo que existe una mayor taza de division en el genotipo Morelos
A98 cuando se compara con el genotipo Temporalero A95 (ver Fig. 14 d).
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FIGURA 14. Cultivo de callo embriogénico de arroz. a) Generacion de callo
embriogénico a partir semilla después de 15 dias de incubacion; b) Aspecto general del
callo embriogénico obtenido, obsérvese los embriones de apariencia globular; c)
Embriones disectados y preparados para el bombardeo; d) Cinética de crecimiento del
cultivo embriogénico.

La introduccion del plasmido pBI: TREas conteniendo la secuencia antisentido bajo el
promotor 35S CaMV (35S: TREas) en tejido embriogénico, se realizé por co-bombardeo del
plasmido pWRG-1515 conteniendo el gen de seleccion para la resistencia a Higromicina en
relacion de 1:5 (pWRG-1515: pBI: TREas), utilizando para ello microparticulas de oro y
tungsteno (Figura 15). El proceso de seleccion se realizo en medio de induccion suplementado
con higromicina realizando sub-cultivos periddicos cada cuatro semanas a medio selectivo
nuevo. Las lineas de callo embriogénico transformado, se seleccionaron disectando el tejido
creciendo de manera activa del resto, proceso durante el cual se observaron marcadas
diferencias entre los genotipos (Figura 16). La seleccion de tejido transformado en el genotipo
Morelos A98 fue facilmente distinguible por su consistencia y crecimiento activo claramente
diferenciado de tejido sensible a higromicina (Figura 16 b). El proceso de seleccion en
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Temporalero A95 fue caracterizado por la aparicion de pequefias zonas de tejido
embriogénico de aspecto vigoroso pero de lento crecimiento paulatinamente diferenciandose
del resto de tejido no transformado (Figura 16 c).

FIGURA 15. Sistema de transformacion por biobalistica. a) Pistola PSD-1000 de Du-Pont. b)
Preparacion de membranas acarreadoras y membranas de ruptura. ¢) Componentes del sistema de
transformacion posterior del bombardeo.

FIGURA 16. Proceso de seleccion de tejido transformado. a) Aspecto de
cultivo de callo embriogénico en seleccion en medio MIC-hyg con la
aparicion de clonas resistentes; b) Aparicion de clona en la variedad
Morelos A98; ¢) Aparicion de clonas discretas en callo de la variedad
Temporalero A95.

Analisis detallado del proceso de transformacion en base al numero de callos
bombardeados y la cantidad de lineas obtenidas en medio selectivo para cada genotipo,

60



mostré que en el genotipo Morelos A98 se obtuvo una eficiencia de transformacion del 6%,
en tanto que el genotipo Temporalero A95 mostré una eficiencia del 10% (Tabla 3).
Asimismo se observd que la mayor cantidad de lineas y por lo tanto mayor eficiencia de
transformacion se obtuvo cuando el tejido se bombarde6d con microparticulas de oro (1 pm)
dado que se obtuvieron aproximadamente el 80% de las lineas utilizando este material
independientemente del genotipo.

Tabla 3. Evaluacion del proceso de transformacion genética mediante biobalistica en arroz.

Genotipo Callos Clonas Resistentes Eficiencia de
Bombardeados Au MI10 Clonas por Placa  Transformacion
Morelos A98 525 26 3 0.89 6%
Temporalero A95 420 33 7 1.90 10 %

7.2.2 Analisis de actividad B-glucoronidasa

La evaluacion de la actividad del gen reportero de B-glucoronidasa se realizd 3 dias
posteriores al evento de transformacion, seleccionando al azar fragmentos de tejido
bombardeado. Entre los genotipos se observd distinto nivel de actividad del gen pB-
glucoronidasa; en Morelos A98 la expresion transitoria fue alta localizando de 75 a 71 focos
por callo en tanto para el genotipo Temporalero A95 fueron significativamente menor el
numero de focos de actividad (~20 focos por callo) (Tabla 4). El monitoreo de la expresion 60
dias posterior al evento de transformacion mostr6 un comportamiento similar entre los
genotipos en un rango del 25 al 30% de expresion en tejido de nuevo crecimiento (en proceso
de seleccion o finalizado) en medio selectivo. Sin embargo al analizar la actividad B-
glucoronidasa al final del proceso de seleccion (alrededor de los 90 dias post-bombardeo); las
lineas derivadas de Morelos A98 perdieron la actividad en tanto que la Temporalero A95
conservo la actividad con la tincion de callo completo en esta etapa (ver Tabla 4 y Figura 17).

Tabla 4. Anélisis del comportamiento de la actividad del gen reportero uidA (B-
Glucoronidasa).

3 dias Post-bombardeo 60 dias 90 dias post-

Genotipo # focos /callo post-bombardeo bombardeo @
Morelos A98 27+ 10 25 % -
Temporalero A95 17+7 30 % +

() Porcentaje de callos con expresion de p-glucoronidasa
@ Actividad B-glucoronidasa en clonas obtenidas durante el proceso de seleccion
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FIGURA 17. Actividad in vivo del gen reportero uidA (B-glucoronidasa) en
callo embriogénico de arroz. a) Expresion transitoria: tincién en puntos
localizados post-bombardeo; b) Expresion estable observada con la tincion de callo
completo.

7.2.3 Regeneracion de plantulas de arroz

Cultivos embriogénicos resistentes a Higromicina resultante del proceso de seleccion
fueron propagados con el fin de obtener tejido suficiente para la etapa de regeneracion. El
medio de regeneracion (MS suplementado con 3% sacarosa, 2 mg L' BAP y 0.5 mg L
ANA) reportado para el genotipo Morelos A92 (Martinez et al. 2003) no indujo regeneracion
en callos de ningun genotipo después de 30 dias con un foto periodo de 16 hrs. luz/ 8
oscuridad. Callo embriogénico expuesto a estas condiciones presentd un alto indice de muerte
celular, por lo que fue necesario estandarizar nuevamente el medio de regeneracion con
reguladores de crecimiento apropiados. Los primero medios analizados consistieron de
variaciones del medio MS basico y la fuente de carbon disponible: MS suplementado con 3%
sacarosa, MS suplementado con 3% glucosa, 50% MS suplementado con 1.5% sacarosa y
50% MS suplementado con 1.5% glucosa. Las respuestas que se observaron fueron desde
tejido necrosado, formacion de raices e induccion de la maduracion de embriones. En el
medio de crecimiento consistiendo de 50% MS suplementado con 1.5% sacarosa la
maduracion de embriones de se observd en menos en el 10% del callo por lo que fue
seleccionado como medio base de regeneracion. Una vez seleccionado el medio base se
procedio a realizar el anélisis de los reguladores de crecimiento con el fin de maximizar la
respuesta del callo.

Se analizaron los siguientes reguladores de crecimiento: 1.- Citocininas:
bencilaminopurina, floroglucinol, difenilurea, adenina A, 2-isopentil adenina, cinetina y
zeatina; y 2.- Giberelinas: acido giberélico. El efecto de la adicion de los reguladores de
crecimiento se resume en la Tabla 5. La bncilaminopurina fue el regulador que mas respuesta
desarrollé en el genotipo Morelos A98, donde fue capaz de inducir la regeneracion a una
concentracion de 2 mg L™. El genotipo Temporalero A95 respondié solo a una concentracion
de 10 mg L™ de bencilaminopurina induciendo el rapido desarrollo del 4rea foliar sin
elongacion de la radicula. La difenilurea regenerd plantulas a las concentraciones de 0.02 y
0.2 mg L' en Temporalero A95 y no asi en Morelos A98; mismo efecto observado con el uso
de 2-isopentil-adenina a las concentraciones de 0.1 a 1 mg L. En ambos genotipos, la
Cinetina mostr6é un amplio efecto al inducir la maduracion de embriones en mayor eficiencia
conforme se incrementé la concentracion (de 0.05 a 5 mg L™). La zeatina indujo regeneracion
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s6lo en el genotipo Morelos A98 a la concentracion de 5 mg L™. Los reguladores adenina y
floroglucinol no fueron capaces de inducir una respuesta y al contrario resultaron ser toxicos a
las concentraciones utilizadas en el caso del floroglucinol.

Tabla 5. Respuesta del callo embriogénico a la aplicacion de los diferentes
reguladores de crecimiento en la fase de regeneracion a plantulas.

Regulador Concentracion Respuesta
[ mg L-] Morelos A98 Temporalero A95
Acido Giberélico 0.001 - -
0.01 - -
0.1 - -
Adenina 10 - -
40 - -
2 isopentil adenina 0.1 md md
0.5 md Plt
1 md Plt
5 md, ox ox, md
Bencilaminopurina 1 - -
2 Plt -
5 mde md
10 mde plt
Cinetina 0.05 md plt
0.1 md plt
1 md Plt
plt plt
Floroglucinol , 0.5 - -
5 nec nec
Difenil-urea 0.02 md Plt
0.2 md Plt
2 - md
Zeatina 1 md -
5 Plt -
10 md -

a , concentracion en mM. PIt = plantulas, md= maduraciéon de embriones, 0X =
oxidacién, nec = necrosis.

La respuesta morfogenética fue similar en todos los reguladores de crecimiento (a
excepcion de la cinetina), la germinacion de embriones inicid con el cambio de coloracion del
callo embriogénico de amarillo a verde, desarrollo del area foliar en primera instancia y
posterior desarrollo de radicula. En presencia de cinetina se observo la germinacion de
embriones con desarrollo del area foliar y elongacion de la radicula simultaneamente (Figura
18).
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FIGURA 18. Respuestas morfogenéticas de callos embriogénicos de arroz en proceso de regeneracion de
plantulas. a) Callo sin respuesta; b) formacién de raices, ¢) maduracion de embriones; d) obtencion de
plantulas; e) embrion germinado, puede observarse la radicula y primordio foliar; f) plantula obtenida de la
germinacion de un embrion somatico, se observa raiz y primeras hojas; g) plantula obtenida via organogénesis;
h) elongacion de primordio foliar

La seleccion del regulador de crecimiento utilizado para ambos genotipos se basé en el
tiempo de respuesta, la germinacion de embriones, porcentaje de respuesta y vigorosidad de
las plantulas generadas Para ambos genotipos, las condiciones de regeneracion que mostraron
mejor respuesta fueron 0.5 de MS suplementado con 1.5 % de sacarosa y 5Smg L' de cinetina.
En la regeneracion de lineas transgénicas se obtuvo una eficiencia de regeneracion de 50% en
el genotipo Morelos A98 y un 13% de regeneracion en Temporalero A95. (Ver Tabla 6).
Adicionalmente, el callo embriogénico fue secado durante 48 hrs. en oscuridad antes de ser
colocado en el medio de regeneracion con la finalidad de maximizar el proceso al aumentar el
numero de plantulas por callo (datos no mostrados).

Tabla 6. Eficiencia del uso de Reguladores de Crecimiento

Genotipo Reguladores de crecimiento Porcentajes de
Induccion Regeneracion regeneracion
Morelos A98 BAP 2mg L -1 KIN 5mg L -1 50 %
ZEA 5mgL -1
KIN Smg L -1
Temporalero A95  DPU 0.2mg L -1 KIN 5mg L -1 12.9 %
BAP 2mg L -1
KIN Smg L -1

BAP (bencilaminopurina), KIN (Cinetina), DFU (Difenil-urea), y ZEA (Zeatina).
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7.3 Micropropagacion y Cultivo de Arroz en Invernadero

Se observd que plantulas provenientes de cultivo de regeneracion murieron al ser
colocadas directamente en medio de micropropagacion. Por lo anterior, plantulas de 2 a 3 cm
obtenidas del proceso de regeneracion se sub-cultivaron a MS suplementado con 1% de
sacarosa, con el fin de obtener plantulas de mayor vigor y una vez obtenidas plantulas
vigorosas se sometieron al proceso de micropropagacion. Se realizaron explantes de aprox. 1
cm a partir de la base del callo eliminando la raiz, fueron colocados en medio de propagacion
que consistié6 de MS suplementado con 3% sacarosa y 2mg L bencilaminopurina, tales
condiciones fueron previamente estandarizadas con el fin de evitar lo posible la formacion de
raiz y asi obtener hijuelos de tamafio uniforme, con lo que se obtuvo de 10 a 20 hijuelos por
explante (Figura 19).

FIGURA 19. Cultivo in vitro de plantas de Arroz. a) Plantas creciendo en medio MS con
sacarosa al 1%; b) Desarrollo de raices en medio MS suplementado con sacarosa al 8%; c)
Micropropagacion en medio MS suplementado con 3% de sacarosa y 2mg L’'de
bncilaminopurina.

Plantulas de tamafio uniforme fueron sub-cultivaron en medio de enraizamiento que
consistio6 de MS suplementado con 8% de sacarosa, en estas condiciones se indujo la
formacion de raices. Plantas con raices de tamafio suficiente (aproximadamente 10 cms)
fueron transplantadas a suelo y mantenidas en invernadero. Para la realizacion del ensayo de
tolerancia a sequia, fueron seleccionadas plantulas con igual niimero de hojas y similar
longitud de raiz, transplantadas a suelo y mantenidas en invernadero hasta la realizacion de
los ensayos (Figura 20).
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FIGURA 20. Cultivo de arroz en invernadero. a) Aclimatacion de plantulas a suelo; b) Plantas en etapa

vegetativa; ¢) Plantas de 2-3 meses en el inicio de etapa reproductiva.

7.4 Deteccion del Transgén en plantas transformadas

Plantas de arroz resultantes del proceso de regeneracion fueron analizadas por la técnica
de PCR para corroborar la presencia del fragmento antisentido de trealasa en las lineas de
arroz. En las lineas analizadas fue posible amplificar un fragmento de 350 pb correspondiente
a una region interna de la secuencia utilizada como antisentido. En la Figura 21 se observa los
productos de amplificacion resultantes de la reaccion de PCR analizados por electroforesis en
gel de agarosa al 1%. DNA proveniente de plantas silvestres Morelos A98 y Temporalero
A95, fueron utilizadas como controles negativos. La obtencion de bandas de amplificacion

indica la naturaleza transgénica de las plantas analizadas de ambas genotipos.
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FIGURA 21. Deteccion de fragmento antisentido de trealasa por PCR en plantas de
arroz. Productos de amplificacion de transgén en lineas transformantes 137, 76, 226, 71 y
75 de la variedad Morelos A98 y de las lineas 220, 144 y 126 de la variedad Temporalero
A95. M98: Morelos A98 tipo silvestre; T95: Temporalero A95 tipo silvestre; M, marcador

de peso molecular 100 pbs Maxim Biotech; (-), Control negativo de reaccion.
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7.5 Andlisis de Actividad Trealasa

Para determinar si la inhibicion por antisentido del gen de la trealasa inhibid la expresion
de ésta, se analizaron los niveles de actividad de la enzima en las lineas transgénicas
creciendo en condiciones in vitro.

7.5.1 Actividad enzimética en plantas tipo silvestre

El analisis de actividad trealasa de plantas silvestres de Morelos A98 y Temporalero A95
creciendo en condiciones in vitro permiti6é observar que existen diferencias de los niveles de
actividad entre los dos genotipos y en los distintos tejidos de la planta (hoja, tallo y raiz). En
forma general se observd mayor actividad trealasa en todos los tejidos en el genotipo
Temporalero A95, especialmente en raiz. El analisis completo de la actividad trealasa, mostré
bajo niveles de actividad en hoja con valores de 0.017 y 0.049 pgr de Glu mgr Prot” hr ' para
Morelos A98 y Temporalero A95 respectivamente. En tallo con valores de 0.04-0.06 pgr de
Glu mgr Prot” hr "' para Morelos A98 y Temporalero A95 respectivamente. La actividad
trealasa de raiz solo pudo ser detectada en el genotipo Temporalero A95 con valores cercanos

a 0.1 pgr de Glu mgr Prot”’ hr', en el genotipo Morelos A98 no fue posible detectarla
actividad hidrolitica (Figura 22).
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FIGURA 22. Actividad trealasa en arroz. Niveles de actividad Trealasa en pgr de Glu
mgr Prot! hr' de hoja, tallo y raiz de plantas control mantenidas bajo condiciones de
cultivo in vitro. ND, No Detectada.

7.5.2 Actividad enzimatica de lineas transgenicas derivadas del genotipo Morelos A98

Lineas generadas del genotipo Morelos A98 mostraron disminucion significativa de
actividad Trealasa en hoja un rango 100 al 59% (clona 137 y 76 respectivamente), dos
permanecieron sin variacion significativa (226 y 75) y una mostrd un incremento del 150%
respecto a plantas tipo silvestre. Los porcentajes de disminucion de actividad en tallo se
encontraron en un rango de 19 a 67% para todas las lineas. Nuevamente no se detectd
actividad trealasa en raices de las lineas transgénicas a excepcion de las lineas 71 y 75 donde
se determind que la actividad trealasa se encontraba presente con valores de 0.013 y 0.02 ugr
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de Glu mgr Prot’ hr'. De esta forma se puede agrupar las lineas 137, 76 y 226 con
disminucion de actividad trealasa en hoja y tallo en diferente magnitud respecto a la planta
silvestre (ver Figura 23); mayor porcentaje de disminucion para la clona 137 (100% en raiz y
44% en tallo). Y en otro grupo las lineas 71 y 75 con disminucioén de actividad trealasa en
tallo de alrededor del 50% (con distintos niveles actividad para hoja) pero con la presencia de
actividad trealasa en raiz.
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FIGURA 23. Actividad trealasa plantas transgénicas del genotipo Morelos A98. a) Niveles
de actividad trealasa en pgr de Glu mgr Prot” hr'' en hoja, tallo y raiz de plantas control y
transgénicas mantenidas bajo condiciones de cultivo in vitro; b) Cuadro comparativo de los
porcentajes de actividad trealasa respecto al control. ND, No detectada

7.5.3 Actividad enzimatica en lineas transgénicas derivadas del genotipo Temporalero
A95

El andlisis de la actividad trealasa en lineas generadas de la variedad Temporalero A95
mostro porcentajes de disminucidon de actividad trealasa en todos los casos respecto a plantas
no transformadas (Figura 24). En hoja, el porcentaje de disminucion correspondio del 94
(lineas 220 y 144) al 39% (126); en tallo con valores similares del 80 al 97% de disminucion
de actividad trealasa respecto al control En raiz la actividad trealasa para plantas silvestres
alcanza niveles cercanos al 0.1 pgr de Glu mgr Prot™ hr'' que es el mayor valor registrado en
este experimento, en la clona 220 fue efectivamente inhibida en un 100% en tanto que en las
lineas 144 y 126 se inhibi6 en un rango del 42 al 9% respectivamente (Figura 24).
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FIGURA 24. Actividad trealasa en plantas del genotipo Temporalero A95. a) Niveles de
actividad trealasa en pgr de Glu mgr Prot” hr' en hoja, tallo y raiz de plantas control y
transgénicas mantenidas bajo condiciones de cultivo in vitro; b) Cuadro comparativo de los
porcentajes de actividad trealasa respecto al control. ND, No detectada.

7.6 Andlisis del Contenido de Trealosa en Plantas con Inhibicidon de Trealasa

Con el fin de determinar si la disminucién de actividad trealasa aument6 los niveles de
trealosa en arroz, se determind la concentracion de trealosa presente en raices de plantas
transgénicas y plantas silvestre en condiciones de no estrés y estrés por sequia en invernadero.
La determinacion del contenido de trealosa y otros azucares solubles presentes en raiz, se
realizd mediante su analisis en cromatografia de gases. El perfil de azucares obtenidos fue
posteriormente analizado por espectrofotometria de masas para determinar la naturaleza de los
compuestos presentes. Los azlicares presentes identificados en raiz fueron glucosa, sacarosa y
en algunos casos trealosa (Figura 25).

Los datos obtenidos del perfil cromatografico en plantas silvestres, muestran similar
contenido de trealosa para ambos genotipos alrededor del 0.3 mgr gr' de peso seco y el
tratamiento de sequia constituye un factor para la acumulacion de trealosa por arriba del 50%.
Entre las lineas transgénicas de ambos genotipos se encontraron casos de mayor acumulacion
de trealosa especialmente en condiciones de sequia.
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FIGURA 25. Cromatograma de azUicares presentes en raiz. a) Perfil completo de azucares de
raiz en planta productora de trealosa; b) Detalle de cromatograma donde se observa la deteccion
de trealosa.

7.6.1. Contenido de trealosa en plantas transgénicas del genotipo Morelos A98

Los niveles de trealosa en plantas del genotipo Morelos A98 creciendo en condiciones de
riego corresponden a los 0.32 mgr gr”' de peso seco y existe un incremento a 0.53 mgr gr' de
peso seco en condiciones de estrés por sequia. En lineas transgénicas bajo condiciones de
riego el contenido de trealosa fluctud entre los 0.12 a los 0.49 mgr gr'' de PS; las lineas 137 y
76 se encontraron por arriba respecto al control sin encontrarse diferencias significativas.

En condiciones de sequia las lineas 137, 76 y 226 alcanzaron concentraciones apenas
superiores a los 0.3 mgr gr’' de peso seco; en tanto que las lineas 71 y 75 alcanzaron niveles
de trealosa de 0.69-0.78 mgr gr' de peso seco respectivamente lo que corresponde a un
incremento del 30 al 50% en su concentracion respecto a plantas silvestres. El contenido de
trealosa en condiciones de sequia de las lineas 75 y 71 (0.69 y 0.72 mgr gr' de peso seco)
mostrd diferencias significativas cuando se compararon a plantas silvestres. El incremento
corresponde a un 300% y 100% respectivamente por arriba de plantas no transformadas.
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FIGURA 26. Nivel de trealosa en raices de plantas transgénicas del genotipo Morelos A98.
Contenido de trealosa en raices provenientes de plantas sometidas a estrés por sequia en
condiciones de invernadero. * Dif. Sig. respecto a planta Morelos A98 en las mismas condiciones;
** Dif. sig. respecto a las condiciones de riego.

7.6.1.1 Perfil de carbohidratos no estructurales

Glucosa. Los niveles de glucosa de lineas transgénicas fueron ligeramente menores a
plantas silvestres (5.5 mgr gr' de peso seco). En condiciones de sequia decaen
significativamente los niveles de glucosa en plantas no transformadas, a diferencia de las
lineas transgénicas ya que s6lo se observaron ligeras variaciones manteniendo los niveles
relativamente uniformes tanto en condiciones de riego y sequia (Figura 27).

Sacarosa. En condiciones de riego se observaron altos contenido de sacarosa en todas la
plantas (100-150 mgr gr'' peso seco), destacandose la linea 76 con 175 mgr gr''de peso seco.
Sin embargo las condiciones de sequia afectaron visiblemente los niveles de este azucar en
forma uniforme para todas las plantas analizadas con una reduccion del 50% respecto a las
condiciones de riego (Figura 27).

Almidén. En ambas condiciones los niveles de almidon mas altos se registraron en la

linea 75 (6.33 mgr gr' de peso seco) y el tratamiento de sequia no afecto significativamente el
contenido de almidon en plantas silvestres y lineas transgénicas (Figura 27).
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FIGURA 27. Perfil de Carbohidratos no estructurales en plantas transgénicas del genotipo Morelos A98.

Azlcares analizados en plantas bajo a) condiciones de riego y b) condiciones de sequia. * Dif. sig. respecto a
planta Morelos A98; ** Dif. sig. respecto a las condiciones de riego.

7.6.2 Contenido de trealosa en plantas transgénicas del genotipo Temporalero A95.

En condiciones de riego plantas del genotipo Temporalero A95 acumulan 0.35 mgr gr'' de
peso seco de trealosa y bajo un tratamiento de sequia incrementaron su concentracion a 0.55
mgr de trealosa gr' de peso seco. En condiciones de riego, todas las lineas transgénicas
generadas de este genotipo presentaron niveles similares de contenido de trealosa en raiz

(0.25 mgr mgr gr de peso seco), estos niveles de acumulacion se ubicaron por debajo del
obtenido en plantas silvestres (Figura 28).

El tratamiento de sequia indujo acumulacion de trealosa en todas las lineas transgénicas;
las lineas 220 y 144 con niveles de trealosa de 0.42 y 0.24 mgr gr' de peso seco no superaron
la concentracion de las plantas silvestre, al contrario de la linea 126 que acumul6 0.87 mgr
trealosa gr' de peso seco. Estadisticamente no se encontraron diferencias significativas en los
niveles de trealosa de las lineas transgénicas respecto a plantas silvestres en ambas
condiciones. Sin embargo es importante mencionar que la linea 126 incrementd

significativamente la acumulacion de trealosa en condiciones de sequia respecto a las
condiciones de riego (Figura 28).

72



1.2 -

O RIEGO
L. SEQUIA .
o
(]
[<B]
n
o 08-
[72]
[<5)
a
8 06
S
D
—
5 04
S
02 -
0

TO5 220 144 126

FIGURA 28. Nivel de trealosa en raices de plantas transgénicas del genotipo Temporalero
A95. Contenido de trealosa en raices provenientes de plantas sometidas a estrés por sequia en
condiciones de invernadero. ** Dif. sig. respecto a las condiciones de riego.

7.6.2.1 Perfil de carbohidratos no estructurales

Glucosa. En la planta silvestre el contenido de este azlicar se mantuvo sin variacion
respecto al tratamiento de sequia. La linea 220 se destacd por su alto contenido de glucosa
(8.07 mgr gr' de peso seco) sin mostrar afectaciones significativas por las condiciones de
estrés. Las lineas 144 y 126 con contenido de glucosa similar a la planta silvestre (~4 mgr gr’'
de peso seco), mostraron un ligero incremento en condiciones de sequia (Figura 29).

Sacarosa. El alto contenido de sacarosa de las plantas tipo silvestres y la linea 220 en
condiciones de riego (~250 mgr gr' de peso seco) fue afectado por la sequia disminuyendo
significativamente (100 y 50 mgr gr' de peso seco, respectivamente). En tanto que en las
lineas 144 y 126 registraron menor concentracion de sacarosa (100-150 mgr gr' de peso seco),
pero éste no se vio afectado bajo condiciones de estrés (Figura 29).

Almidon. En condiciones de riego se registraron bajos niveles de almidon para la
planta silvestres y lineas transgénicas en general (~4.0 mgr gr’' de peso seco); sin embargo, la
linea 220 presenté significativamente menor contenido de almidon (2.1 mgr gr' de peso seco).
La aplicacion de sequia afectd negativamente en la acumulacion de almidon en planta tipo
silvestre; sin embargo en forma general el tratamiento de sequia no afect6d la acumulacion de
almidon en lineas transgénicas e indujo fuertemente su acumulacion en la linea 126 (7.7 mgr
gr’' de peso seco) (Figura 29).
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FIGURA 29. Perfil de carbohidratos no estructurales en plantas transgénicas del genotipo
Temporalero A95. Azicares analizados en plantas bajo a) condiciones de riego y b) condiciones de
sequia. * Dif. sig. respecto a planta Temporalero A95; ** Dif. sig. respecto a las condiciones de riego.

7.7 Morfologia de plantas con inhibicién de Actividad Trealasa

La inhibicion de la actividad trealasa en plantas derivadas de los genotipos Morelos A98 y
Temporalero A95 resulto en plantas con caracteristicas fenotipicas similares a las plantas
silvestres en condiciones de riego. El analisis detallado de las caracteristicas fenologicas y
habitos de crecimiento en condiciones de riego y sequia, mostraron sutiles diferencias en
cuanto a la altura de la planta, produccion de materia seca de hoja y raiz, duracion del estado
vegetativo y comportamiento ante el estrés de sequia aplicado.

7.7.1 Plantas transgénicas derivadas del genotipo Morelos A98

De las lineas generadas, las lineas 76 y 226 mostraron un mejor desarrollo que plantas
silvestres; puesto que mostraron mayor altura (Figura 30 b). En general, todas las lineas
transgénicas produjeron ligeramente mayor materia seca en hoja en condiciones de riego (Fig.
30 b). La arquitectura de la raiz no se modific6 mayormente dado que todas las plantas
produjeron raices de 36 a 43 cms de longitud en condiciones de riego (Figura 30 b) sin
embargo se registrdé un incremento en el peso seco de raiz en las lineas 137 y 226 en aprox.
0.2 gr de peso seco por arriba del control (0.9 gr de peso seco) (Figura 30 a).
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M98-ctrl M98 137 76 226 71 75

b Altura de la Planta * Long de la Raiz * Etapa Fenolégica Nivel de Estrés
LINEAS Control Sequia Control Sequia Control Sequia Sequia
Morelos A98 86 +4 89 £7 43 £3 46 £6 Llenado de G. Vegetativa 4
137 69 £5 62 £8 36 +2 42 £2 Paniculaciéon Vegetativa 2
76 95 £10 89 £8 30 +4 40 +4 Paniculaciéon Vegetativa 2
226 99 £6 84 £3 40 +6 45 £2 Paniculacién Vegetativa 2
71 80 £2 83 £10 43 £2 46 +3 Paniculacién Vegetativa 2
75 82+2 81£6 42 +£3 46 +3 Paniculacién Vegetativa 2

FIGURA 30. Caracteristicas morfoldgicas de plantas transgénicas del genotipo Morelos A98 sometidas a
sequia. a) Aspecto general de plantas control Morelos A98 y lineas transgénicas sometidas a tratamiento de
sequia. Morelos A98-w.t, planta control en condiciones de crecimiento normal; M98, planta control en estrés. b)
Caracteristicas morfologicas y etapa fenologica alcanzada de las plantas control Morelos A98 y lineas
transgénicas observadas en condiciones control y de sequia. * cms. Nivel de estrés: (1) hojas expuestas, (2)
hojas en angulo respecto de la nervadura principal, (3) hojas plegadas a lo largo de nervadura principal, (4)
enrollamiento total de hoja. Los datos corresponden a lecturas realizadas al término del tratamiento de sequia y
representan el promedio de tres plantas colectadas en tiempos independientes (excepto en condiciones de riego)
con similar porcentaje de CC.

Datos obtenidos del analisis de biomasa de hoja y raiz en condiciones de riego y sequia
arrojo los siguientes datos. La aplicacion del tratamiento de sequia provoc6 la disminucion de
produccion de materia seca de hoja, a excepcion de lineas 71 y 75 que produjeron similar
cantidad de biomasa foliar que en condiciones de riego; las lineas 137 y 76 produjeron
significativamente menos materia seca (52 y 74% respectivamente) respecto a la planta
silvestre y el resto de las lineas transgénicas (Figura 31). Ademas se observd un incremento
en la longitud de la raiz en general de 3-6 cms pero sin ganancia en biomasa, la linea 76
produjo significativamente menos materia seca que el control bajo estas condiciones (60%
menos). El analisis de la produccion de biomasa foliar y de raiz en condiciones de sequia en
plantas silvestres y lineas transgénicas no reveld diferencias significativas respecto a las
condiciones de riego. Sin embargo un aspecto importante es que todas las plantas sometidas a
sequia se mantuvieron en etapa vegetativa retrasando el inicio de la etapa reproductiva (Figura
30).
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FIGURA 31. Produccién de biomasa en lineas transgénicas del genotipo Morelos A98.
Biomasa de raiz en plantas sometidas a a) condiciones de riego y b) condiciones de sequia.
Biomasa de hoja en plantas sometidas a ¢) condiciones de riego y d) condiciones de sequia. *
Dif. sig. respecto a planta silvestre en las mismas condiciones; ** Dif. sig. respecto a las
condiciones de riego.

7.7.2 Plantas transgénicas derivadas del genotipo Temporalero A95

Las plantas de lineas transgénicas 144 y 126 fueron fenotipicamente similares a plantas
silvestres con alturas promedio de 75 cms. La linea 220 mostré cambios fenotipicos
interesantes dado que su altura no supero los 60 cms, asi como una coloracion verde intenso
de sus hojas (Figura 32). El ciclo de desarrollo no fue afectado, las lineas transgénicas y
plantas silvestres alcanzaron la etapa reproductiva en especifico la etapa de llenado y
produccion de grano maduro; a excepcion de la linea 220 la cual se vio ligeramente retrasado
el inicio de la etapa reproductiva dado que al momento de la colecta se encontrd en la etapa de
paniculacion.

Datos obtenidos del analisis de biomasa de hoja y raiz en condiciones de riego y sequia

evidenci6 los siguientes comportamientos. La produccion de biomasa de las lineas 220 y 126
fueron superiores a plantas silvestres. Es interesante mencionar que la linea 220 a pesar de su
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baja altura produjo 40% mas biomasa foliar que plantas silvestres (1.2 gr de peso seco); la
linea 126 se destacd por una produccion significativamente mayor de biomasa (1.4 gr de peso
seco) lo que constituye un 65% mas que las plantas silvestres (Figura 33). La linea 126 asi
mismo se destaca por la produccion de biomasa de raiz (1.38 gr de peso seco), 56% superior a
las plantas silvestres.

a
b T95-ctrl T95 220 144 126
CLONA Altura de la Planta Long de la Raiz Etapa Fenolégica Nivel de Estrés
Control Sequia Control Sequia Control Sequia Sequia

Temporalero A95 75+3 65 4 44 +5 372 Llenado de g. Paniculacion 4

220 58 +4 49 +1 3243 3242 Paniculacion Paniculacion 2

144 76 £2 66 +4 45 +0 36+3 Llenado de g. Paniculacién 4

126 72 +5 68 +4 3343 40 +5 Llenado de g. Paniculacién 3

FIGURA 32. Caracteristicas morfoldgicas de plantas transgénicas del genotipo Temporalero A95
sometidas a sequia. a) Aspecto general de plantas control Temporalero A95 y lineas transgénicas sometidas a
tratamiento de sequia. Temporalero A95-w.t., planta control en condiciones de crecimiento normal; Temporalero
A95, planta control en estrés. b) Caracteristicas morfologicas y etapa fenoldgica alcanzada de las plantas control
Temporalero A95 y lineas transgénicas observadas en condiciones de riego y sequia. * cms. Nivel de estreés: (1)
hojas expuestas, (2) hojas en angulo respecto de la nervadura principal, (3) hojas plegadas a lo largo de
nervadura principal, (4) enrollamiento total de hoja. Los datos corresponden a lecturas realizadas al término del
tratamiento de sequia y representan el promedio de tres plantas colectadas en tiempos independientes (excepto en
condiciones control) con porcentajes similares de CC de suelo.

Bajo condiciones de sequia las plantas se vieron afectadas en el crecimiento dado que no
alcanzaron la altura registrada en condiciones de riego, también disminuy¢6 la produccion de
materia seca en diferentes magnitudes. El tratamiento de sequia afect6 la biomasa de hoja y
raiz generada por lineas 220 y 126 asi como plantas silvestres; la linea 144 mantuvo su
produccion relativamente estable en ambas condiciones. En general la arquitectura de raiz no
se vio afectada a excepcion de la linea 126, en la cual se observo un moderado incremento en
su longitud pero sin afectar la biomasa. La produccion de materia seca de raiz se ve afectada
significativamente en planta silvestre (55% menor) y la linea 126 (70% menor). Sin embargo
es importante mencionar que la linea 126 mostrd el mayor rendimiento bajo condiciones de
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riego y sequia. Todas las lineas transgénicas y plantas silvestres retrasaron el inicio de la etapa
reproductiva respecto a las condiciones de riego, el material colectado se encontr6 en la etapa
de emergencia de panicula (Figura 33).
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FIGURA 33. Produccion de biomasa en lineas transgénicas del genotipo Temporalero
A95. Biomasa de raiz en plantas sometidas a a) condiciones de riego y b) condiciones de
sequia. Biomasa de hoja en plantas sometidas a ¢) condiciones de riego y d) condiciones de
sequia. * Dif. sig. respecto a planta silvestre en las mismas condiciones; ** Dif. sig. respecto a
las condiciones de riego.

7.8 Analisis de Tolerancia a Sequia

7.8.1 Tolerancia en lineas transgénicas del genotipo Morelos A98

El grado de tolerancia a sequia en las lineas transgénicas fue analizado segun el nivel de
enrollamiento de la hoja asi como la capacidad de retencion de agua evaluado por el CRA de
hoja. La aplicacion del tratamiento de sequia afectdé negativamente a plantas silvestres, bajo
estas condiciones se presentd un enrollamiento total de todas sus hojas (nivel 4 de estrés). Las
lineas transgénicas presentaron un enrollamiento moderado, oscilando entre el nivel 2 y 3 de
estrés y el analisis de CRA comprobd que las lineas transgénicas en condiciones de estrés
retuvieron el agua en sus hojas en mayor porcentaje respecto a plantas control. En condiciones
de estrés, plantas silvestres presentaron un 50% de CRA en hoja, en tanto que las lineas
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transgénicas retuvieron el agua en sus hojas con mayor eficiencia, las lineas 76 y 75
mostraron significativamente mayor CRA (81 y 90% respectivamente). Las lineas 226 y 71
también se vieron afectadas en el contenido de CRA bajo condiciones de sequia, pero sin
mostrar enrollamiento de hoja (Fig. 34 b).

M98-ctrl M98 37 76 226 71 75

Nivel de Estrés
(Enrollamiento de la Hoja)
(=3
s

"ttt
8 8 8 R 8 8 8 &8 &§ = =°

% Contenido Relativo de Agua (CRA)

FIGURA 34. Andlisis de tolerancia a sequia en lineas transgénicas derivadas del genotipo Morelos A98. a)
Detalle del fenotipo (enrollamiento de hoja) en plantas sometidas a sequia. M98-w.t., planta silvestre en
condiciones de riego; M98, planta silvestre en condiciones de sequia. b) Relacion del porcentaje de CRA de

hoja y el nivel de estrés desarrollado al final del tratamiento de sequia.© Riego, ® Sequia.

7.8.2 Tolerancia de lineas transgénicas del genotipo Temporalero A95

Aplicacion del tratamiento de sequia en plantas del genotipo Temporalero A95 indujo el
enrollamiento total de hoja pero con relativamente alto contenido de CRA en hoja (65%). En
forma general las lineas transgénica no mejoraron sustancialmente su capacidad de retencion
de agua pero desarrollaron menor nivel de estrés en hoja cuando se compararon con plantas
silvestres (Figura 35). Plantas de la linea 144 desarrollaron un alto grado de enrollamiento
total de hojas (nivel 4) al igual que la planta silvestre con 60-70% de CRA en hoja. En
condiciones de sequia la linea 126 perdi6 un 50% de CRA en hoja, sin embargo desarroll6
una mayor tolerancia dado que no sobrepaso el nivel 3 de enrollamiento de hojas. La linea de
mejor tolerancia a las condiciones de sequia fue la linea 220, mantuvo el CRA en hoja (75%)
y con bajo nivel de estrés (nivel 2).
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FIGURA 35. Analisis de tolerancia a sequia en lineas transgénicas del genotipo Temporalero A95. a)
Detalle del fenotipo (enrollamiento de hoja) en plantas sometidas a sequia. T95-w.t., planta silvestre en
condiciones de riego; T95, planta silvestre en condiciones de sequia. b) Relacion del porcentaje de CRA de hoja

y el nivel de estrés desarrollado al final del tratamiento de sequia. O Riego, ® Sequia.

7.9 Capacidad Fotosintética en Plantas Transgénicas

7.9.1 Parametros fotosintéticos en plantas transgénicas derivadas del genotipo
Morelos A98

La fotosintesis neta de las lineas transgénicas fue medida al final del tratamiento de sequia.
En condiciones de riego, las lineas transgénicas presentaron igual o en algunos casos superior
actividad fotosintética que las plantas silvestres (~5 umol s m™) (Figura 36). Las lineas 71 y
75 registraron una fotosintesis neta superior en un rango de 35 y 64% respectivamente,
cuando se compara con plantas silvestres. El tratamiento de sequia en plantas silvestre
provocd una disminucion del nivel fotosintético cayendo a 1.9 umol s m?, en tanto que
todas las lineas transgénicas mantuvieron su nivel fotosintético, todas con una alta diferencia
significativa en condiciones de estrés. Las lineas 76 y 226 de manera interesante mostraron un
incremento significativo de su actividad fotosintética en condiciones de sequia en un 200%
respecto a las condiciones de riego, alcanzando valores de 12 y 10 pmol s’ m™
respectivamente.
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Los niveles de conductancia y resistencia estomatica fueron evaluados simultaneamente
que la fotosintesis neta. En condiciones de riego, las plantas, control y lineas transgénicas,
mostraron niveles de conductancia estomatica fluctuando entre 0.2 y 0.4 pmol s m™. Las
condiciones de sequia afectaron significativamente la conductancia estomatica en plantas
silvestres y lineas 71 y 75 (disminucion del 40 al 65%). En tratamiento de sequia, la linea 76
aumento significativamente la conductancia estomatica, y el resto de las lineas no mostraron
variacion. La resistencia estomatica en condiciones de riego mostro niveles de entre 2 y 5 s
cm’' similar para todas las plantas, a excepcion de la linea 137 con valor cercano a los 6 s cm’
! significativamente mayor a la planta control silvestre. Como se esperaba las condiciones de
sequia provocaron un aumento en la resistencia estomatica de la hoja en plantas silvestres
respondiendo en forma similar para las lineas transgénicas; la linea 76 mostré menor
resistencia estomatica significativamente respecto a plantas silvestres. En linea 71 los valores

fueron significativamente mayores a plantas silvestres y también con respecto a las
condiciones de riego (Figura 37).
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FIGURA 36. Fotosintesis neta de lineas transgénicas del genotipo Morelos A98. * Dif.
sig. respecto a planta silvestre; ** Dif. sig. respecto a las condiciones de riego.
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FIGURA 37. Conductancia y resistencia estomatica del genotipo Morelos A98 y lineas
transgeénicas. Las plantas fueron evaluadas simultaneamente a la lectura de fotosintesis en a)
condiciones de riego y b) condiciones de sequia. * Dif. sig. Respecto a planta silvestre; **
Dif. sig respecto a las condiciones de riego.

7.9.2 Parametros fotosintéticos en plantas transgénicas derivadas del genotipo
Temporalero A95

En condiciones de riego la capacidad fotosintética de la linea transgénica 126 alcanz6 un
nivel de 10.3 umol s* m? lo que representa un incremento del 46% en la fotosintesis neta
respecto a plantas silvestres. Las lineas 220 y 144 registraron valores por debajo de la planta
silvestre (4.7 y 5.2 pmol s m™ respectivamente). El tratamiento de sequia aplicado afectd
negativamente la actividad fotosintética significativamente en plantas silvestres y linea 126.
Sin embargo las lineas 220 y 144 mantuvieron la misma capacidad fotosintética respecto a las
condiciones de riego y superior a plantas silvestres. Es importante mencionar que todas las
lineas transgénicas registraron mayor actividad fotosintética en condiciones de sequia que
plantas de tipo silvestre (Figura 38).

La conductancia estomatica en condiciones de riego para plantas silvestres y lineas
transgénicas se mantuvo a niveles similares tanto en condiciones de riego como de sequia
(alrededor de 0.25 pmol s’ m™), sin presentar cambios significativos respecto plantas
silvestres, con la excepcion de la linea 126. Para esta linea, en condiciones de riego se observo
un incremento significativo, asi mismo la sequia indujo una disminucién significativa de la
conductancia estomatica. De la misma manera la resistencia estomatica, no mostré cambios
significativos con respecto al tratamiento a sequia, a excepcion de la linea 126, que conforme
a lo anteriormente observado muestra una resistencia menor que el control en condiciones de
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riego y aumenta significativamente en condiciones de sequia pero dentro de los niveles
registrados por el resto de las plantas (Figura 39).

Fotosintesis
(umol/m?/s)
[o)}

T95 220 144 126
10 SEQUIA

Fotosintesis
(pumol/m#/s)

FIGURA 38. Fotosintesis neta de lineas transgénicas derivadas del
genotipo Temporalero A98. * Dif. sig. respecto a planta silvestre; ** Dif.
sig. respecto a las condiciones de riego.
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FIGURA 39. Conductancia y resistencia estomatica de lineas
transgénicas del genotipo Temporalero A95 Las plantas fueron
evaluadas simultaneamente a la lectura de fotosintesis en a) condiciones
de riego y b) condiciones de sequia.* Dif. sig. respecto a planta silvestre;
** Dif. sig. respecto a las condiciones de riego.
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DISCUSION

La acumulacion de trealosa en la naturaleza, ha establecido el papel de esta como
agente protector (Elbein et al. 1974; Miiller et al. 1999) asi como el papel de su metabolismo
en procesos de regulacion importantes como el crecimiento y desarrollo de la planta
(Eastmond et al. 2002, van Dijken et al. 2004), utilizacién de carbohidratos (Schluepmann et
al. 2004), ademas de adquisicion de tolerancia a estrés hidrico, salino y térmico (Garg et al.
2002, Holmstrom et al. 1996, Pilon-Smits et al. 1998, Yeo et al. 2000). Por lo anterior, se ha
analizado la capacidad de produccion de trealosa distintas especies de plantas y su efecto en el
crecimiento y desarrollo en condiciones de estrés abidtico. En el caso del arroz, que
constituye un cultivo de altos requerimientos de agua y gran importancia econdémica, se ha
buscado incrementar la capacidad de desarrollarse en ambientes de baja disponibilidad de
agua mediante la acumulacion de trealosa. En este trabajo se desarrollaron lineas transgénicas
de arroz acumuladoras de trealosa y se analizo el efecto de la modificacion del metabolismo
de la trealosa (acumulacion mediante inhibicién de hidrolisis por la enzima trealasa) en la
respuesta del arroz en condiciones de baja disponibilidad de agua.

Resistencia de plantulas de tabaco a la germinacién en medios osmoticos. Gamez
(2004) observo que plantas de tabaco con inhibicion de trealasa eran capaces de crecer en
ausencia de una fuente de carbono en condiciones in vitro, proponiendo a una mejor
capacidad fotosintética la responsable de tal comportamiento. En este trabajo los analisis de
germinacion y crecimiento de plantulas de tabaco in vitro en condiciones de alta osmolaridad
evidenciaron dos aspectos importantes. Por una parte, que la inhibicion de trealasa permitid
una mejor utilizacion de fuentes de carbono y menor sensibilidad en la etapa de germinacion a
altas concentraciones de azicares, como se observo en el medio suplementado con 12% de
sacarosa (Figura 11). Leyman et al. (2006) reporta la utilizaron del metabolismo de trealosa
como herramienta para la seleccion de plantas transformadas en un medio de alta glucosa. Lo
anterior basado en que la sobre-expresion del gen AtTPSI1 reduce fuertemente la sensibilidad a
la glucosa en la etapa de germinacion de Arabidopsis o regeneracion de explantes en tabaco.
En este estudio encontramos fenotipos mds contrastantes respecto a los encontrados por
Leyman et al. Se observd una completa inhibicidon del proceso germinativo y un vigoroso
crecimiento de las lineas transgénicas en medios osmotico. La principal diferencia se
encuentra en la utilizacion de sacarosa como agente osmotico, ya que la glucosa utilizada por
Leyman et al. es una fuente de energia disponible para el tejido no transformado que pudiera
contribuir al crecimiento en tejido no transformado. Se ha observado que alta disponibilidad
de aztcares induce la expresion de TPS y acumulacion de T6P, y la acumulacién de este
sustrato sin una fuente metabolizable de carbon inhibe el crecimiento de la plantula
(Schluepmann et al. 2004) La constante disponibilidad de sacarosa conduce a una progresiva
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acumulacion de T6P en plantulas, como se ha comprobado alta concentracion de T6P bloquea
la entrada de carbon a glucolisis (Schluepmann et al. 2003) y la trealosa presente puede
contrarrestar tal efecto. La adicion de trealosa, conduce a un pico incremento inmediato de
T6P pero disminuye en un periodo de 24 hrs. (Schluepmann et al. 2004). Mdas importante la
trealosa también induce la expresion del gen TPPB; este gen es una T6P-fosfatasa funcional;
este dato implica un mecanismo de regulacion de los niveles de T6P (Vogel et al. 1998). De
esta manera la trealosa que probablemente esta presente en las semillas transformadas,
tendrian la capacidad de regular los niveles de T6P inducidos por alta concentracion de
sacarosa, mecanismos que podria cooperar con la modulacion de la resistencia a alto potencial
osmotico observado por la capacidad de germinacion en PEG.

La germinacion y crecimiento en medio suplementado con PEG 3% permiti6 corroborar la
adquisiciéon de tolerancia al estrés osmotico, proporcionando ventajas en el crecimiento,
obteniendo plantas mas vigorosas, especialmente cuando se utilizo el promotor inducible por
estrés rd29: TREas (Figura 13). Se ha observado que alta disponibilidad de azlcares
especificamente sacarosa induce la expresion de genes TPS y conduce a una acumulacion de
T6P en Arabidopsis (Schluepmann et al. 2004). Acumulaciéon de T6P sin una fuente de
carbono metabolizable inhibe el crecimiento de la planta esto es consistente con rol de
regulador del flujo metabdlico. La ventaja que representa la manipulacion del metabolismo de
la trealosa como agente selectivo es que no se presentan efectos negativos y las plantas
generadas son facilmente evaluadas. Ademas de su uso como marcador de seleccion en
protocolos de transformacion vegetal, los fenotipos observados en la etapa de germinacion de
estas plantulas, permiten comprobar la resistencia a sequia de plantulas con inhibicién de la
trealasa por lo que representaria una doble ventaja en su utilizacion.

Cultivo de tejidos de arroz. Es ampliamente aceptado que el potencial de induccion de
callo embriogénico y regeneracion en cultivo de tejidos de arroz depende de numerosos
factores, como el genotipo de la planta donadora, el nivel fisioldgico del explante,
composicion y concentracion de medio basal y los componentes organicos asi como los
reguladores de crecimiento en el medio de cultivo (Jain 1997, Kyazuka et al. 1998). Entre
todos estos factores, las diferencias genotipicas son las mas importantes por lo que es
considerable la variacion en las respuestas obtenidas en el cultivo de tejidos de arroces de la
subespecie Indica. En general los arroces de la subespecie Indica presentan una baja respuesta
a la induccion y proliferacion de callo embriogénico junto con el dificil mantenimiento del
potencial embriogénico y la capacidad de regeneracion de plantulas verdes. La obtencion de
callo embriogénico de arroz a partir de embriones maduros fue un protocolo altamente
eficiente puesto que se obtuvo un cultivo de embriones con alta capacidad de division,
compuesto de embriones en etapa globular principalmente de aspecto friable, estas
caracteristicas corresponden a un callo embriogénico y lo hacen un tejido apropiado para la
transformacion. En el proceso de regeneracion en callo no transformado la cinetina (KIN) fue
de respuesta mas lenta que el BAP que indujo regeneracion de plantulas sin raiz de forma mas
rapida y con buen vigor (Figura 18). Sin embargo la regeneracion de plantulas en callo de
lineas transgénicas se obtuvo en medio suplementado con cinetina (KIN) via germinacion de
embriones, lo que se supone se debid al estado fisiologico de callo sometido al proceso de
seleccion.
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Transformacidn genética de arroz por biobalistica. La eficiencia de transformacion fue
similar a la reportada para este protocolo (Valdez et al. 1998) por lo que indica el correcto
establecimiento de esta técnica. La actividad de B-glucoronidasa presente en tejido 3 dias
post-bombardeo indica la eficiencia de transformacion obtenida; en tanto que el analisis de
expresion estable indicaria la naturaleza transgénica del tejido. Sin embargo en la literatura se
ha reportado la pérdida de actividad por efecto del silenciamiento del gen B-glucoronidasa
(Kohli et al. 1996), en este trabajo se observé que la actividad puede desaparecer a partir de
30 dias post bombardeo por lo que la diferencia obtenida en la expresion de B-glucoronidasa
entre la variedad Morelos A98 y Temporalero A95 puede deberse a distinta capacidad de
expresar genes foraneos y el grado de silenciamiento genético a que esta sujeto cada genotipo.
Las diferencias obtenidas en la generacion de clonas a partir del bombardeo con
microparticulas de oro y tungsteno se explica por la mayor densidad del oro capaz de penetrar
a capas celulares mas profundas (Morrish et al. 1993). En tanto que las diferencias
encontradas entre las variedades Morelos A98 y Temporalero A95 en el proceso de
transformacion en especifico la seleccion y aparicion de clonas probablemente sea debido una
taza de division celular distinta acentuado por una distinta tolerancia a la presencia del
antibidtico higromicina en el medio de cultivo.

Inhibicion de actividad trealasa. La actividad trealasa mantiene normales los niveles de
trealosa posiblemente con el fin de prevenir los efectos detrimentales observados por su
acumulacion al afectar el metabolismo de carbon (Eastmond et al. 2002, Kolbe et al. 2005,
van Dijken et al. 2004). En trigo se ha reportado que la actividad trealasa en raiz es
ligeramente mayor en plantas tolerantes a salinidad y sequia, y que ésta disminuye bajo un
tratamiento de sequia solamente en las plantas tolerantes y no asi en plantas sensibles (El-
Bashinti et al. 2005). En arroz, la actividad trealasa del genotipo tolerante (Temporalero A95)
presenta significativamente mayor actividad que el genotipo sensible (Morelos A98) en todos
los organos analizados (Figura 23). La actividad trealasa en plantas transgénicas de ambas
variedades mostraron distintos niveles de actividad en los distintos 6rganos. Se ha descrito
anteriormente las diferencias existentes en la expresion de la trealasa en Arabidopsis, la
expresion mas alta se ha encontrado en oOrganos reproductores en relacion a tejidos
vegetativos; y en raiz, la actividad trealasa es mayor que en hoja y tallo (Miiller et al. 2001).
En lineas transgénicas derivadas de la variedad Morelos A98 el porcentaje de inhibicion
obtenido en hoja y tallo fue discreto; sin embargo de manera interesante en las lineas 75 y 76
fue posible detectar actividad trealasa dado que en plantas control no fue posible detectarlas.
En las lineas 75 y 76 la actividad trealasa se relaciona directamente con el contenido de
trealosa en raiz (discutido mas adelante). En lineas transgénicas derivadas de la variedad
Temporalero A95 se obtuvieron altos porcentajes de inhibicion de actividad trealasa en hoja 'y
tallo (50-95%) pero ligero efecto en raiz.

Anteriormente se ha reportado que existe una alta actividad trealasa en condiciones de alta
disponibilidad de trealosa (exdgena), probablemente como un mecanismo de regulacion
(Brodmann et al. 2002).Sin embargo el gen de trealasa no se induce por la trealosa dado que
se observd un incremento de actividad antes de que se llevara a cabo la acumulacion del
azucar. Es mas probable que la actividad enzimatica sea regulada por auxinas dado que se ha
inducido actividad trealasa en raices tratadas con auxinas, en tanto que la presencia de trealosa
no afecta su actividad (Miiller et al. 1995). El patron de actividad trealasa resultante en lineas
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transgénicas conserva significativa actividad en raiz que se relacionan positivamente con el
contenido de trealosa y tolerancia a estrés (discutido mas adelante). Es posible que este patron
de actividad trealasa sea positivo en la adquisicion de tolerancia a estrés como sucede en trigo
(El-Bashinti et al. 2005), y que exista un mecanismo de regulacion especifico responsable de
este comportamiento.

Acumulacion de trealosa en raiz. Las lineas transgénicas derivadas de la variedad
Morelos A98 no mostraron una acumulacion importante de trealosa en raiz en condiciones
control puesto que no se observaron diferencias significativas entre ellas. La aplicacion del
estrés hidrico afect6 positivamente en el mantenimiento de concentracion o indujo en algunos
casos mayor acumulacion de trealosa en raiz de las plantas bajo estrés, encontrandose
diferencia significativa para este efecto en las lineas 71 y 75 (Figura 27). La actividad trealasa
en condiciones de no estrés en estas lineas presenta en comun actividad trealasa en raiz. Las
lineas restantes no mostraron variacion significativa en la acumulacion de trealosa con
relacion al efecto del estrés hidrico a pesar de existir una disminucion de actividad trealasa en
hoja y tallo. Anteriormente se ha observado que en plantas con modificaciones en el
biosintesis de trealosa, los niveles de trealosa no se incrementan de manera significativa a
pesar de el efectivo incremento en la actividad de genes biosintéticos y a su vez no se ha
detectado algun efecto localizado (Garg et al. 2002, Karim et al. 2007). En plantas silvestres
de la variedad Temporalero A95 se observo una mayor capacidad de produccion de trealosa,
por lo que era probable obtener una mayor acumulacion del azlicar en lineas transgénicas
obtenidas de esta variedad; sin embargo no se encontraron diferencias significativas en las
lineas transgénicas con respecto al control ya sea en condiciones de riego o bajo sequia
(excepto linea 126) (Figura 28). De las lineas transgénicas generadas, la linea 126 se destaca
debido a una acumulacion significativa (200% mayor a silvestre) ocasionada por el efecto de
la sequia respecto a las condiciones de riego; esta linea present6 actividad trealasa en raiz
similar al control en raiz, pero significativamente menor en hoja y tallo.

En este punto, la raiz aparece como un 6rgano importante en la tolerancia a estrés mediada
por el metabolismo de trealosa. En trigo se observd que cuando existe un estrés hidrico se
induce la produccion de trealosa en raiz indicada por la actividad de la enzima TPS, y a su vez
ocurre una represion de la actividad trealasa en raiz en variedades tolerantes a estrés abiotico
(El-Bashinti et al. 2005), lo que puede constituir un mecanismo de adaptacion. Anteriormente
se ha mencionado que la capacidad de sintetizar trealosa esta presente en todas las plantas y
su produccion es disparada especificamente por sefales de estrés mediante la induccion de las
enzimas TPS y TPP con efectos conocidos en la regulacion del metabolismo y tolerancia a
estrés abidtico; pero en la capacidad de regular el metabolismo de la trealosa para llevar a
cabo su acumulacion es probable que la actividad trealasa juegue un papel fundamental. En
este trabajo se observo que existe la tendencia de acumulacion de trealosa en raiz de la
variedad con mayor grado de adaptacion al estrés por sequia (evidenciado por el potencial de
rendimiento en condiciones de secano), por lo que es posible que exista una estrecha relacion
entre la capacidad de regular el metabolismo de trealosa y la caracteristica de resistencia a
sequia en la generacion de cultivos resistentes.

Niveles de carbohidratos no estructurales en plantas acumuladoras de trealosa. En

plantas con modificaciones en el metabolismo de trealosa, se observo incremento en el
contenido de azucares no estructurales en hoja (Pilon-Smits et al. 1997), que concordaron con
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elevada capacidad fotosintética y que sumada a la presencia de trealosa pudiesen ser en parte
responsables del ajuste osmoético en contraparte con la planta silvestre. En Arabidopsis la
inhibicioén quimica de la trealasa con Val A, conduce a fuertes alteraciones en el contenido de
carbohidratos no estructurales (Miiller et al. 2001). En estas plantas se encontr6é una reduccion
significativa en el contenido de almidon y sacarosa en flor, hoja y tallo. Ademas, el almidon
se encontrd significantemente reducido en raices tratadas con Val A; no encontrandose
cambios importantes en el contenido de glucosa, fructosa y azucares tipo rafinosa (Miiller et
al. 2001). A pesar de lo anterior, se ha observado que la trealosa induce la acumulacion
masiva de almidon en hojas de Arabidopsis (inversion de la localizacion de carbono) (Wingler
et al. 2000). En Arabidopsis, la trealosa induce enzimas biosintéticas de almidén pero la Val
A por si sola no (Wingler et al. 2000) lo que explicaria la contradicciones en el estudio
realizado por Miiller et al (2001). En este estudio, el contenido de carbohidratos no
estructurales de arroz con inhibicidon post-transcripcional de la trealasa mostrd similar perfil
que Arabidopsis creciendo en 25mM de trealosa y en algunos casos las condiciones de sequia
afectaron el contenido de estos azlicares. Cambios significativos fueron observados en el
contenido de sacarosa, donde lineas transgénicas derivadas del genotipo Temporalero A95
ademéas de mostrar mayor contenido de este azucar que el genotipo Morelos A9S,
disminuyeron su contenido en manera inversamente proporcional al contenido de trealosa y
en general la sequia afectd negativamente en la acumulacion de este azlcar. Sin embargo las
diferencias mas significativas fueron encontradas en el contenido de almidon; en que las
lineas derivadas de Morelos A98 efectivamente disminuyeron el nivel de almidon como se
reportd en Arabidopsis (Miiller et al. 2001). Lineas transgénicas derivadas del genotipo
Temporalero A95 no mostraron variaciones significativas en el contenido de almidon respecto
a plantas control. De manera interesante la exposicion a condiciones de sequia (y la
acumlacion de trealosa) incrementd el contenido de almidon en plantas transgénicas siendo
¢ste significativo en la linea 126, lo que concuerda con lo observado en plantas de
Arabidopsis expuestas a trealosa (Wingler et al. 2000) y la significativa acumulacion de
trealosa en lineas transgénicas derivadas del genotipo Temporalero A95.

Las wvariaciones significativas en el contenido de carbohidratos no estructurales
observadas entre los distintos genotipos pudieran deberse al distinto grado de tolerancia a
sequia de cada variedad y el distinto nivel de acumulacion de trealosa. La acumulacion de
sustancias como el almidon puede cooperar a disminuir el dafio ocasionado por la desecacion
ocurrida bajo el estrés hidrico. En granos de cebada y trigo obtenidos bajo condiciones de
estrés hidrico, la proporcion de almidon total mostro una tendencia a incrementar bajo estas
condiciones (Pessarakli et al. 2005). Esta modificacion del contenido de azucares
posiblemente indica la plasticidad de estos genotipos para contrarrestar la desecacion del
protoplasma; en arroz a nivel de raiz puede presentarse de la misma forma, como se observa
en las lineas transgénicas derivadas de Temporalero A95. Los efectos del estrés abidtico al
igual que los mecanismos de tolerancia al estrés abidtico son similares en organos fuente y
vertedero. Aunque el estrés actiia simultdneamente limitando tanto la fotosintesis como la
absorcion de nutrientes, el principal problema para el rendimiento de los cultivos es la
removilizacion y deterioro en la calidad de las reservas durante este periodo y durante la
restauracion de la normalidad metabolica, por lo que la mayor acumulacion de carbohidratos
en forma de almidon contribuiria a la tolerancia a las condiciones de estrés abiotico.
Adicionalmente la T6P ha sido implicada recientemente en la regulacion de la sintesis de
almidon via activacion redox de la ADP-glucosa pirofosforilasa (AGPasa), con implicacion
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directa en la utilizacion de azucares a través de la sintesis de almidon en cloroplasto (Kolbe et
al. 2005, Lunn et al. 2006), lo que explicaria el mayor contenido de almidoén en plantas
acumuladoras de trealosa. Cambios inducidos en los niveles de T6P por el contenido de
azucares pueden desempefiar un papel de suma importancia en coordinar la utilizacion de
carbohidratos y produccion de sustancias de reserva (Lunn et al. 2006); por lo que el estudio
del metabolismo de trealosa tiene efecto directo sobre el rendimiento de los cultivos.

Efecto de la acumulacion de trealosa sobre el crecimiento y fenotipo de arroz. Se ha
reportado que la inhibicién quimica de la trealasa por valA no afecta a nivel morfologico o en
el desarrollo (Miiller et al. 1995, 2001, Wingler 2000) y la sobre-expresion del gen de trealasa
en Arabidopsis no tiene un fenotipo distinguible de plantas silvestres (Schluepmann et al.
2003) debido a que la expresion de trealasa y su inhibicion no afecta el contenido de T6P. La
producciéon de trealosa en plantas transgénicas presentan en algunos casos diferentes
irregularidades de desarrollo, tales como retraso del crecimiento y una alteraciéon en el
fenotipo de la hoja (Goddijn et al. 1997, Pilon-Smiths et al. 1998). La razon para las
desviaciones observadas en el patréon de crecimiento, aun no se ha comprendido
completamente, pero posteriormente se comprobo6 que tales desviaciones son causado por una
sobreproduccion de T6P (Schluepmann et al. 2004, Karim et al. 2007). La estrategia
propuesta en este trabajo consiste de la acumulacion de trealosa sin la afectacion de los
niveles de T6P, por lo que se esperaba plantas sin efectos negativos sobre su crecimiento y
desarrollo. La inhibicion de trealasa resulto en lineas transgénicas de arroz con caracteristicas
morfoldgicas similares a las plantas control sin encontrarse afectaciones en la produccion de
biomasa foliar en condiciones de crecimiento normal en la variedad Morelos A98. El efecto
general de estrés hidrico en las lineas transgénicas y control fue la disminucién de biomasa
foliar y de raiz excepcion de las lineas 71 y 75, que presentaron los niveles mas altos de
acumulacion de trealosa para esta variedad; sin embargo no se encontraron diferencias
significativas entre lineas y plantas control para la produccion de biomasa. En la variedad
Temporalero A95 la produccion de biomasa foliar en condiciones de estrés es mantenida a
niveles similares a las condiciones control; la linea 126 se destacd con mayor produccion de
biomasa foliar y de raiz en condiciones control y de sequia; aspecto que concuerda al mayor
nivel de trealosa en raiz. En la linea 220 se observd un fenotipo caracteristico para plantas
acumuladoras de trealosa, plantas con crecimiento limitado y coloracion de hojas verde
intensa (Cortina et al. 2005, Romero et al. 1997). Estos efectos pleiotropicos asociados a la
acumulacion de trealosa son similares los reportados en tomate y tabaco (Cortina et al. 2005,
Goddijn et al. 1997, Pilon-Smits et al. 1998, Romero et al. 1997) donde se obtuvieron plantas
con mayor produccion de biomasa total en condiciones de estrés hidrico. Schluepmann et al.
(2003) comprob6 que pequeiios cambios en el contenido de T6P es la responsable de tales
fenotipos, altas concentraciones de T6P desarrolla plantulas con cotiledones verde intenso y
de tamafo reducido; por lo que seria importante conocer si el fenotipo de la linea 220 es
resultado de modificaciones en el contenido de este metabolito.

Es importante sefialar que la presencia de trealosa en las lineas transgénicas no evitd el
retraso del inicio de la etapa reproductiva en condiciones de sequia, efecto ampliamente
documentado en arroz, debido a que esta etapa es la mas sensible al estrés hidrico (Osuna
2001). También es interesante la observacion que en condiciones de crecimiento sin estrés se
ve ligeramente afectado el ciclo de desarrollo de las lineas transgénicas, puesto que en
condiciones control se ve retrasado el inicio de la etapa reproductiva. En las lineas
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transgénicas derivadas de Morelos A98, todas las lineas se mantuvieron en la etapa de
emergencia de panicula evento que marca el inicio de la etapa reproductiva; la variedad de
secano Temporalero A95 parece ser mas tolerante a la acumulacion de trealosa en este
aspecto, dado que no se observo una afectacion en el ciclo de desarrollo en relacion al control.
Los efectos negativos sobre el crecimiento y desarrollo de la planta son bien conocidos; segiin
estudios efectuados por Sharma y Kumar (1989), la reduccion en el area de las hojas, materia
seca y altura de la planta sometida a periodos de sequia, se debe a que el alargamiento celular
es muy sensible a las variaciones de humedad en el suelo, disminuyendo el crecimiento.
Estudios realizados por el IRRI (1987), indican que las caracteristicas del tallo y la raiz
poseen una estrecha relacion con la resistencia a la sequia. Yamagata (1997) expone que hay
una estrecha relacion directa entre la morfologia de la hoja y la tolerancia al estrés, de aqui su
asociacion positiva con el rendimiento. Por otra parte, ha sido demostrado que algunos
procesos morfoldgicos y fisiologicos pueden ser mantenidos en alto rango como resultado de
un ajuste osmotico, en este caso la produccion de trealosa en condiciones de estrés; como por
ejemplo el mantenimiento de la conductancia estomatica y rangos de fotosintesis
relativamente altos (Jones y Rawson, 1979); mantenimiento del crecimiento de hoja,
hipocotilo y raiz (Cutler et al. 1980; Sharp y Davies, 1979) en comparacion con plantas sin
ajuste osmotico. De acuerdo con varios autores (Gesch et al. 1992, Khanna y Chopra 1999,
Sen-Gupta y Berkowitz 1987), se ha sefialado que el ajuste osmoético probablemente le
permita sobrevivir y terminar su ciclo de vida a la planta, pero no necesariamente a tener un
mayor rendimiento bajo estrés. Babu et al. (1999) sefialan que el aporte positivo del ajuste
osmotico al rendimiento esta condicionado al largo del periodo de desecamiento del suelo.
Blum et al. (1999) sefiala que el aporte del ajuste osmotico al rendimiento, se manifiesta de
manera indirecta como por ejemplo, generando un mayor crecimiento de raices con capacidad
de explorar un mayor area de suelo. Es importante mencionar, que la eficiencia de seleccion
basada en el rendimiento es relativamente baja y que las interacciones genotipo ambiente
tiene efectos mayores en el proceso (Austin 1989). Otros componentes como la duracion del
ciclo y crecimiento de la planta, son factores que poseen alta heredabilidad y pueden ser
empleados como criterio de seleccion para tolerancia a la sequia mas eficientemente segin
Richard (1989). De aqui que el conocimiento de los procesos fisiologicos que influyen en el
rendimiento bajo sequia pueden facilitar la seleccion mediante el uso de caracteres indirectos
como el metabolismo de trealosa.

Efecto de la inhibicién de trealasa sobre la resistencia a sequia. La tolerancia a la
sequia en las especies de cultivo estd asociada al grado en que éstas regulan el contenido de
agua y el potencial hidrico foliar durante el estrés. La capacidad de una planta para mantener
su estado hidrico a medida que el potencial hidrico del suelo disminuye constituye una
adaptacion al déficit hidrico (Acevedo et al. 1998), y esta capacidad se refleja en el CRA, en
el potencial de solutos (ys) de los tejidos y en el ajuste osmdtico. EI CRA (Barrs y
Weatherley 1962) es la expresion mas usada para medir el nivel de agua de un tejido, es una
medida del contenido de agua del tejido respecto del total de agua que éste puede almacenar,
se expresa como porcentaje y permite conocer el estado hidrico de la planta, por lo que en este
trabajo fue un indicativo importante para la determinacion de grado de resistencia a la sequia.
En arroz para la discriminacion de variedades resistentes a sequia el enrollamiento de la hoja
es un factor visual facilmente evaluado y ampliamente utilizado que varia con el grado de
tolerancia del genotipo y esta controlado por un gen simple recesivo y puede ser localizado en
el cuarto cromosoma. (Loresto et al. 1976), un grado pequeiio de enrollamiento es tomado
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como un indicativo de una gran capacidad de evitacion de deshidratacion por el desarrollo de
raices profundas y este es un indicativo del potencial de agua en hoja (Jones, 1979).
Anteriormente que plantas acumuladoras de trealosa aumentan su tolerancia a estrés abidtico
(Cortina et al. 2005, Garg et al. 2002, Goddijn et al. 1999, Pilon-Smits et al. 1998, Romero et
al. 1997), sin embargo no se ha reportado que la inhibicion de trealasa incremente la
tolerancia a estrés hidrico por lo que se procedié a analizar el grado de tolerancia en
condiciones de invernadero. El efecto observado en la variedad Morelos A98 bajo el
tratamiento de sequia en lineas transgénicas fue una mayor resistencia a estrés observado por
la disminucién de nivel de enrollamiento de hoja; hojas de la planta control sufrieron
enrollamiento total de sus hojas (nivel 4) con un 50% de CRA (Figura 33). Todas las lineas
transgénicas derivadas de la variedad Morelos A98 mostraron un menor nivel de estrés
(ubicados entre el 2 y 3) y mayor contenido de CRA que el control, pero solo las lineas 76 y
75 con una diferencia estadistica respecto a la eficiencia de mantenimiento de CRA aun en
condiciones de estrés (Figura 33). Una linea interesante lo fue la 226 la cual a pesar de su bajo
CRA no mostro senales de estrés evidente (perdid agua rapidamente de la misma manera que
el control pero a diferencia de éste no hubo enrollamiento de hojas); esta linea asi mismo no
mostrd acumulacion significativa de trealosa en raiz respecto al control, es probable que la
acumulacion del aztcar se llevara a cabo en otra parte de la planta lo que le confirid
proteccion al estrés. En la variedad Temporalero A95 fueron discretos los efectos de
proteccion debido a que se presentaron relativamente altos niveles de estrés en lineas
transgénicas (Figura 38). La linea 144 no conservo el CRA eficientemente y desarrollo
enrollamiento de hoja al igual que el control. La linea 220 con fenotipo de baja altura y
conservd de manera mas eficiente el CRA de hoja y mostré el mejor nivel de resistencia,
aunque no fue alta la concentracion de trealosa en raiz es probablemente que el contenido de
trealosa en hoja lo que le confiere la resistencia a sequia asi como el fenotipo observado. La
linea 126 a pesar del alto contenido de trealosa en raiz mostré un nivel 3 de estrés. Sin
embargo no se presentaron diferencias significativas de CRA en condiciones de sequia
respecto a las condiciones control, por lo que es posible que la acumulacién de trealosa en
lineas transgénicas no tuviera efecto adicional en la eficiencia de retencion de agua genotipo-
independiente, al observar un comportamiento similar de plantas control y lineas en
condiciones de sequia.

Tomando en cuenta lo anterior el CRA de un genotipo resistente a la sequia debiera tener
valores altos a pesar del avance del estrés hidrico, lo que le permitiria a la planta mantener la
turgencia (y,) (Gesch et al. 1992) y los procesos que de ella dependen. El efecto adaptativo de
enrollamiento de hoja en arroz, minimiza la pérdida de agua por transpiracion durante déficit
de agua (O'Toole et al. 1979) sin embargo cuando ocurre enrollamiento de hoja se reduce el
intercambio gaseoso y la intercepcion de luz lo cual reduce la fotosintesis. El efecto de un
ajuste osmotico que retrase el enrollamiento de la hoja es una respuesta fisioldgica que en
forma colectiva ayuda al mantenimiento de funciones celulares en condiciones de baja
disponibilidad de agua en hoja. Hsiao et al., (1984) demostrd que el grado de enrollamiento de
la hoja indica la capacidad del arroz de entrar en ajuste osmotico y ocurre un retardo de la
respuesta de enrollamiento de hoja en condiciones de bajo potencial de agua, esto permite
mantener el intercambio gaseosas manteniendo la fotosintesis de la misma manera que retarda
la senescencia y muerte de la hoja en condiciones de sequia permitiendo recuperarse una vez
que se restituye el agua a la planta. Es probable que después de haber aplicado el estrés de
sequia las plantas transgénicas que mostraron mayor nivel de estrés mostraran mejor
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capacidad de hidratacion que las plantas control una vez que hubiera sido restituido el nivel de
agua a las plantas como se han visto las plantas sobre-productoras de trealosa (Cortina et al.
2005, Garg et al. 2002, Goddijn y van Dunn 1999, Pilon-Smits et al. 1998, Romero et al.
1997). Asi mismo existe la posibilidad de la interaccion con otros factores ambientales como
la temperatura principalmente lo que pudiese haber influido en el comportamiento del
enrollamiento de la hoja dado que existen multiples factores que influencian el estatus hidrico
de la planta (Ortiz et al. 2003).

Capacidad fotosintética de lineas transgénicas de arroz acumuladoras de trealosa. En
trabajos anteriores se han reportado efectos opuestos del efecto de la acumulacion de trealosa
sobre la fotosintesis. Garg et al. (2002) reportd una alta taza de fotosintesis de arroz
expresando coordinadamente los genes 0tSA/0tSB bajo condiciones de estrés, sugiriendo que
la trealosa es la responsable de la alta capacidad fotosintética por la disminucioén del daio
fotooxidativo causado por el estrés. Karim et al. (2007) propone que el cloroplasto puede ser
importante en la tolerancia a sequia debido que la acumulacion localizada de trealosa
incrementa significativamente la tolerancia probablemente por la proteccion de proteinas
relacionadas a estrés presentes en cloroplasto. Pellny et al. (2004) demostr6é que es posible la
modificacion de la fotosintesis a través del metabolismo de trealosa y que las alteraciones de
la capacidad fotosintética se encuentran mas relacionadas al contenido de T6P que a los
niveles de trealosa. Sin embargo, la gran capacidad fotosintética, estrechamente relacionada a
la cantidad y actividad de Rubisco, no se tradujo en crecimiento mayor o biomasa; esto
debido a que fue negativamente relacionada al area foliar; en contraste, el crecimiento y
biomasa fueron relacionados positivamente.

En arroz la capacidad fotosintética entre las variedades Morelos A98 y Temporalero A95,
mostr6 una diferencia significativa, siendo mayor la fotosintesis llevada a cabo por la
variedad de secano Temporalero A95 en condiciones control, sin embargo el tratamiento de
sequia afecto esta actividad de manera importante (Figura 39); el mismo comportamiento se
observo en la variedad Morelos A98 (Figura 34), resultado del efecto de un bajo CRA y
enrollamiento de hoja. En las lineas transgénicas 71 y 75 derivadas de Morelos A98 que
mostraron los mayores niveles de acumulacion de trealosa en condiciones de estrés, mostraron
una mejora en la capacidad fotosintética en condiciones control y la sequia no afectd su
actividad (Figura 34); es posible que la trealosa acumulada en raiz haya proporcionado la
capacidad de retencion de agua evitando los dafos provocados por la sequia. En las lineas 76
y 226 que no presentaron acumulacion significativa de trealosa, se observo un incremento
significativo en la fotosintesis. En las lineas transgénicas 220 y 144 derivadas de Temporalero
A9S5 presentan una disminucion significativa de la taza de fotosintesis en relacion a las plantas
control en condiciones de riego, contrario de la linea 126 que presenta una significativa mayor
capacidad fotosintética relacionada con la mayor acumulacion de trealosa en raiz (Figura 38),
como se ha visto también en la variedad M98. Sin embargo, las lineas 220 y 144 expuestas a
sequia conservan significativamente la actividad fotosintética en condiciones control,
contrario a lo que se observa en la linea 126 la cual disminuye los rangos de actividad a la par
que el control. La pérdida de actividad fotosintética en esta variedad, se explica con un bajo
CRA observado y un nivel de enrollamiento de hoja alto contrario a lo observado en lineas de
la variedad Morelos A98.
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Parametros de conductancia y resistencia estomdtica. En estudio realizado por
Tsunoda (1997), expone que las plantas de arroz poseen un elevado nimero de estomas por
unidad de area comparado con el trigo y el maiz; aunque mas pequeios. Sin embargo en
condiciones de estrés hidrico, la conductancia estomatica es regulada acorde a la respuesta
varietal al estrés por sequia. Las variedades de secano poseen menor nimero de estomas,
menor apertura e inferior conductancia estomatica (Tsunoda y Fukoshima, 1986), por lo que
es positivo que las plantas resistentes a sequia sean menos sensibles a la sintesis y
translocacion del acido abscisico en condiciones de secano y presenten resistencia estomatica
superior.

En lineas transgénicas de ambas variedades se obtuvieron mayores niveles de
conductancia estomatica que plantas control. El mantenimiento de la conductancia estomatica
en condiciones de sequia de las lineas transgénicas constituye un aporte positivo a la
capacidad fotosintética y no limita la fotosintesis como ocurre en plantas control. Es posible
que este comportamiento sea explicado por un mayor nimero de estomas y la regulacion de
estos bajo estrés hidrico. Karim et al (2007) reporta que plantas transgénicas productoras de
trealosa contienen de 20 a 30% mas que plantas silvestres, por lo que el cierre estomatico no
limita la fotosintesis en condiciones de sequia; asimismo, sugiere que el metabolismo de
trealosa afecta el desarrollo de células guarda y posiblemente también afecta su respuesta a
sequia. Es posible que el metabolismo de trealosa este fuertemente implicado en la funcion
estomatica dado que el gen TPS1 de Arabidopsis responde fuertemente a la sefializacion por
ABA en células guarda (Leonhardt et al. 2004), Este aspecto se sumaria a las diversas
funciones que el metabolismo de trealosa desarrolla en respuesta al estrés abdtico.

Uso del metabolismo de la trealosa como marcador bioquimico en el mejoramiento
genético del arroz. El analisis detallado de los datos del metabolismo de la trealosa, asi como
el comportamiento fisioldgico bajo condiciones de estrés hidrico de plantas silvestres de la
variedad tolerante y sensible a sequia, permitié obtener evidencia para proponer el uso como
marcador bioquimico en el mejoramiento genético del arroz. En los programas de
mejoramiento tradicional, no se han asociado caracteristicas fenotipicas o fisiologicas
directamente con la tolerancia a sequia y alin no se conocen las bases genéticas que controlan
la tolerancia a sequia en arroz. Recientemente, se han identificado QTL’s relacionados a
sequia (Li y Xu 2007) para ser utilizados como marcadores de seleccion, sin embargo debido
a la complejidad del caracter el proceso es lento debido a un gran nimero de QTL's
identificados. En este trabajo se encontré que el contenido de trealosa de plantas bajo sequia
fue incrementado significativamente solo la variedad Temporalero A95, tolerente a sequia
ademas de cambios en los niveles de sacarosa y almidon. La actividad trealasa es alta en la
variedad tolerante a sequia Temporalero A95, en relacion a la variedad Morelos A98. Ademas
se observo un incremento an la capacidad fotosintética en Temporalero A95 observada bajo
condiciones de estrés hidrico, la cual fue acompainiada de baja resistencia estomdtica y mejor
capacidad de retencion de agua ambas también bajo estrés. La informacion bioquimica
obtenida del metabolismo de la trealosa junto con caracteristicas fisioldgicas y morfologicas
relacionadas a la tolerancia a sequia, puede ser utilizada como marcador de seleccion en el
proceso de mejoramiento genético del arroz. Los ensayos tradicionales utilizados para medir
la tolerancia a sequia pueden ser reforzados por la lectura de la actividad trealasa, contenido
de trealosa o induccion especifica de los genes TPP/TPS bajo condiciones de estrés como
marcadores del nivel de adaptacion a estrés abidtico en arroz.
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La estrategia utilizada en este trabajo no modificé la capacidad natural de la planta de
sintetizar trealosa, ya que solo se tratd de evitar su degradacion y con ello su acumulacion.
Teoéricamente no se esperaban cambios importantes en los niveles de T6P y por lo tanto no
debiesen existir efectos detrimentales en el crecimiento y desarrollo de la planta como ocurrié
en ambas variedades, obteniendo en general plantas de fenotipo normal sin afectaciones
importantes en su ciclo de vida. La acumulacion de trealosa se observa basicamente en
condiciones de sequia, anteriormente se ha reportado que los genes TPS y TPP son inducibles
por estrés, y es en estas condiciones cuando es posible observar el efecto de la inhibicion de la
trealasa sobre la resistencia a sequia. En el genotipo Morelos A98 la inhibicion de la trealasa
proporciond a la planta una mejor tolerancia a la sequia manteniendo la turgencia en
condiciones de estrés; en tanto que en las lineas transgénicas de la variedad Temporalero A95
mostro efectos discretos dado que no se evitd el desarrollo de signos de estrés como el
enrollamiento de hoja principalmente. Lo mecanismos evaluados en los que tuvo efecto
positivo la presencia de trealosa fue el mantenimiento del CRA en hoja conservando la
turgencia y con ello los procesos fotosintéticos. Las diferencias encontradas en este trabajo
indican que el metabolismo de trealosa y en particular la actividad trealasa en raiz tiene una
relacion en la resistencia a sequia en variedades de arroz de secano (Temporalero A95) y
consecuentemente en la adquisicion de resistencia en plantas sensibles (Morelos A98). Existe
una tendencia de niveles de alta actividad trealasa en raices de plantas resistentes a sequia, lo
que refleja la capacidad de regular el metabolismo de la trealosa. Es probable que existan
niveles “permitidos” por la planta para la acumulacion de trealosa para un crecimiento normal
dado que es posible que exista una modulacion de la actividad trealasa en condiciones de
estrés. Seria importante investigar si existe una relacion directa entre la capacidad de
regulacion de metabolismo de trealosa en especial la actividad trealasa y la resistencia a
déficit hidrico. Asi también es interesante investigar la existencia de un mecanismo de
regulacion de la actividad trealasa en condiciones de estrés hidrico y como se ven afectados
los niveles de T6P por esta enzima. Los efectos de la inhibicion de trealasa y con ello
acumulacion de trealosa de la plantas de arroz generadas, corrobora la existencia de un papel
importante del metabolismo de trealosa en los mecanismos regulatorios del crecimiento de la
planta, asi como en el metabolismo y la tolerancia a estrés.

95



CONCLUSIONES

1. La inhibicion por antisentido disminuye la actividad trealasa en lineas transgénicas de
arroz.

2. Las condiciones de sequia inducen la acumulacion de trealosa en lineas transgénicas de
manera significativa.

3. Lineas transgénicas del genotipo Temporalero A95 presentan los mayores niveles de
acumulacion de trealosa en raiz.

4. La acumulacion de trealosa en lineas transgénicas de la variedad Temporalero A95
induce una mayor produccion de biomasa foliar y radicular en condiciones de riego y sequia.

5. La acumulacion de trealosa retrasa el inicio de etapa reproductiva en lineas transgénicas
de Morelos A98 y no en lineas de Temporalero A95 evidenciando la distinta tolerancia a la
acumulacion de trealosa.

6. La capacidad fotosintética en lineas transgénicas es mayor que plantas de tipo silvestre.

7. La inhibicion de la actividad trealasa incrementa la tolerancia a sequia en arroz.
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Abstract: Rice is one of the most important crops worldwide. Abiotic stresses can directly or
indirectly affect its physiology status, which may negatively alter overall metabolism. Rice is
drastically affected when grown under drought conditions in rain-fed lowland ecosystems.
Unfortunately, traits influencing the response of drought tolerance in rice and other crops are
controlled by genetic regulation localized in many quantitative trait loci (QTL) so the
breeding is a long and complex process. Trehalose accumulation in several plant tissues has
correlated with the development of different abiotic stresses including drought tolerance and
might be involved in mechanisms of osmoprotection and stabilization of biomolecules. In this
study we characterized and analyzed trehalose accumulation and activity and the plant growth
in three selected mexican rice genotypes: two drought tolerant (Temporalero A95 and
Sabanero A95) and one drought sensitive (Morelos A98) after a drought treatment with the
aim to obtain evidences to be used as genetic markers. Our results show that similar trehalose
content was found in roots under irrigated conditions among all varieties, however, under
drought conditions the synthesis of trehalose was enhanced only in drought tolerant varieties.
Additionally, changes in the levels of non-structural sugars accompanied the accumulation of
trehalose. Trehalase activity was higher in drought tolerant varieties than the sensitive one. An
increased nphotosynthetic capacity in drought tolerant varieties was observed under stress
conditions, which was accompanied with lower stomatal resistance and better water holding
capacity. We conclude that the information obtained can be used as a marker-assisted
selection to drought tolerance with the aim of developing new protocols for genetic
improvement in drought tolerance in rice.
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