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RESUMEN

La trehalosa es un disacarido no reductor con la caracteristica de ser una molécula
estable a temperaturas altas y pH extremos, sintetizada principalmente mediante la via
metabdlica TPS-TPP en bacterias, levaduras y plantas. En plantas de la resurreccion
como Selaginella lepidophylla la trehalosa tiene una funcién osmoprotectora, confiriéndole
a estos organismos la capacidad de resistir largos periodos de desecacion al sustituir la
molécula de agua durante la deshidratacion para proteger la estructura y funcion de las
membranas y proteinas. Se insertd el gen ScTPS1-TPS2 de Saccharomyces cerevisiae,
que codifica para una enzima bifuncional para sintesis de trehalosa, en embriones de trigo
(Triticum aestivum), generando plantas transgénicas con mayor resistencia a estrés por
sequia. En este trabajo se evalué el efecto de la transformacién sobre la fotosintesis y el
metabolismo del carbono comparando la respuesta de las plantas transformadas de las
lineas RD1A, RD1B y RD1C con plantas no transformadas (NT) sometidas a un
tratamiento de estrés por sequia. Para medir el estado de hidratacion de las plantas
durante los dias 0, 2, 4 y 8 del tratamiento se determind el contenido relativo de agua
(CRA). La eficiencia de la fotosintesis se midi6 determinando los pardmetros de
intercambio gaseoso, eficiencia del uso del agua y el contenido de clorofila a, b y total. Se
determiné la actividad de las enzimas trehalosa fosfato sintasa (TPS), hexocinasa vy
trehalasa para conocer el estado del metabolismo de carbohidratos asi como betaina
aldehido deshidrogenasa (BADH) para explorar la sintesis de osmolitos en respuesta al
tratamiento. Las plantas transformadas mantuvieron un CRA mas alto que las no
transformadas a lo largo del estrés. No se encontraron efectos de la sequia sobre los
niveles de clorofila. La tasa de asimilacion y eficiencia en el uso de CO- de las plantas
transformadas fue mas eficiente durante la sequia en las plantas NT. Las plantas
transformadas mantuvieron mejor su actividad de TPS, hexocinasa y trehalasa y tuvieron
mayor actividad de BADH que las NT. Estos resultados sugieren que la transformacion,
ademas de otorgarle mayor resistencia a sequia también tuvo un impacto en la

fotosintesis y metabolismo de las plantas.



INTRODUCCION

El trigo (Triticum aestivum) es el cereal mas cultivado a nivel mundial, ocupando una gran
parte de la superficie destinada a agricultura. Se clasifica como una planta C3 por el tipo
de fotosintesis que lleva a cabo, junto a otros cereales como el arroz y la cebada.

La fotosintesis es la via metabolica mediante la cual las plantas sintetizan
carbohidratos a partir del diéxido de carbono (CO,) presente en la atmésfera, utilizando
como sustratos agua y luz solar, formando oxigeno y glucosa como productos.

Este proceso ocurre mediante dos fases: la fase luminosa, donde las moléculas de
clorofila captan la luz solar para transformarla en energia quimica y la fase oscura, donde
se sintetizan azucares mediante el proceso conocido como ciclo de Calvin-Benson, donde
la enzima ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa oxigenasa (Rubisco) cataliza la fijacion del
CO; atmosférico al unirlo con la ribulosa-1,5-bifosfato (RuBP), un azlcar de cinco atomos
de carbono presente en el tejido vegetal, para sintetizar fructosa-1,6-bifosfato, que es el
metabolito a partir del cual las plantas pueden formar sacarosa, para transportar energia
hacia otros tejidos, o almidén, para almacenarla.

Con frecuencia, los cultivos de trigo y de otros productos agricolas se enfrentan a
estrés abiotico, por ejemplo, altas temperaturas, sequia, salinidad del suelo, entre otros.
De estos, la sequia es el tipo de estrés abidtico que mas afecta el rendimiento de los
cultivos y segun las proyecciones a futuro, se espera que el cambio climético tenga un
gran impacto en los perfiles de temperatura y precipitaciéon en el mundo, lo que podria
aumentar la incidencia de sequias a lo largo de las zonas agricolas.

La sequia es una de las mayores limitantes para la productividad de muchos
cultivos. Cuando una planta esta en condiciones limitadas de agua, se observan diversos
efectos, como un cierre de los estomas de las hojas para evitar la pérdida de agua, lo que
disminuye la asimilacion de CO,, reduciendo la tasa de fotosintesis. Durante el estrés por
sequia las plantas pueden tener diversas respuestas, como una alteracion en los niveles
hormonales, induccién o supresién de algunas vias metabdlicas o cambios en la
expresion de ciertos genes.

Ademas de lo anterior, una de las principales estrategias para enfrentar el estrés
es la sintesis de compuestos que protegen a las células, ayudando a mantener su
turgencia, asi como la estructura de las membranas y proteinas. Ejemplos de estos
compuestos son azucares como la trehalosa, derivados alcohdlicos de azucares como el
manitol, compuestos cuaternarios de amonio y sulfonio como la glicina betaina y el

sulfopropionaldehido y aminoacidos como la prolina.
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La trehalosa (a-D-glucopiranosil-a-D-glucopiranésido) es un disacarido no
reductor, formado por dos moléculas de glucosa unidas por un enlace glucosidico a-a-1-1,
lo que la hace muy estable a altas temperaturas y a pH extremos. Este compuesto se
encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza, pues se sabe que puede sintetizarse
por diferentes organismos como bacterias, algas, levaduras, hongos, plantas e
invertebrados.

Sin embargo, a pesar de que todas las plantas sintetizan trehalosa, solo algunas
son capaces de almacenarla. Estas plantas son conocidas como “plantas de
resurreccion”, como Selaginella lepidophylla y Myrothamnus flabellifolia, las cuales
obtienen su nombre debido a su capacidad de resistir periodos largos de desecacién y
recuperar su viabilidad una vez que son rehidratadas. Su capacidad de resistir largos
periodos de deshidratacion esta relacionada con los niveles presentes de trehalosa, la
cual actua protegiendo proteinas y membranas al reemplazar a la molécula de agua,
formando puentes de hidrégeno para unirse a las proteinas y mantener su estructura y
funcion.

El papel de la trehalosa en la resistencia a desecacion en plantas de la
resurreccion, ha despertado el interés de mejorar otras especies vegetales al otorgarles la
capacidad de acumular este disacarido, lo que podria representar una mejora en su
metabolismo del carbono y en su tolerancia a la sequia.

En este trabajo se estudié el efecto que tiene la transformacién de plantas de trigo
con un gen que codifica para una enzima bifuncional para sintesis de trehalosa, sobre su
fotosintesis y metabolismo del carbono medido tanto como eficiencia para fijar CO, como
respecto a cambios en la actividad de enzimas que participan en este, en plantas

transformadas y no transformadas.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar la eficiencia de los parametros fotosintéticos y del funcionamiento del
metabolismo del carbono en plantas de trigo (T. aestivum) transformadas con el gen

ScTPS1-TPS2 para sintesis de trehalosa sometidas a estrés por sequia.

Objetivos Especificos

e Someter a plantas de trigo transformadas con el gen ScTPS1-TPS2 y a plantas no
transformadas a un tratamiento de sequia para someterlas a estrés.

e Conocer el estado de la fotosintesis en las plantas transformadas y no transformadas
midiendo sus parametros de fotosintesis y contenido de clorofila a, b y total durante
los dias de estrés por sequia.

o Estudiar el metabolismo de carbohidratos en las plantas transformadas y no
transformadas determinando la actividad de las enzimas trehalosa fosfato sintasa,
hexocinasa, trehalasa y betaina aldehido deshidrogenasa a lo largo del tratamiento de
sequia.

¢ Comparar la respuesta al estrés por sequia de las plantas transformadas y de las no

transformadas.
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ANTECEDENTES

Trigo

El trigo (T. aestivum) fue uno de los primeros cultivos domesticados por la humanidad v,
por mas de 8000 afios, ha sido la base de la alimentacién para la mayoria de las
civilizaciones de Europa, oeste de Asia y norte de Africa (CIMMYT, 2009). El trigo se
destina para la obtencion de una gran variedad de productos, como la harina, la sémola y
la malta, los cuales a la vez se utilizan como materia prima para elaborar otros productos
diferentes (Juarez y col., 2014). Actualmente, el trigo se produce en un amplio rango de
ambientes climaticos y regiones geograficas (CIMMYT, 2009).

En México, se clasifica al grano de trigo de acuerdo con su funcionalidad como
fuertes, medios fuertes, suaves y cristalinos, de los cuales en Sonora se producen los

panaderos (fuertes y medio fuertes) y cristalinos (Juarez y col., 2014).

Caracteristicas del Trigo

El trigo se clasifica como una planta tipo C3 por el tipo de fotosintesis que realiza. La hoja
bandera del trigo, que es la hoja donde se encuentra la espiga, tiene un papel primordial
en el rendimiento del grano, pues es la principal fuente de fotosintatos durante la etapa
del llenado del grano (Gutiérrez-Rodriguez y col., 2004; Raines, 2010). Las plantas de
trigo crecen a una temperatura 6ptima de 10 a 25 °C, sin embargo, pueden llegar a crecer
a temperaturas entre 3y 33 °C. La humedad del suelo no debe ser menor al 30% (Juarez
y col., 2014; Miralles y col., 2014).

El ciclo de crecimiento del trigo se da en una serie de seis etapas de desarrollo:
establecimiento, pre-macollaje, macollaje, encafiazén, antesis y llenado de grano (figura
1). Posteriormente, una vez que ocurre la formacién del grano, continla una etapa de

secado del grano donde este pierde humedad (Miralles y col., 2014).
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Figura 1. Etapas de desarrollo del trigo (Fuente: http://www.sgm.com)

Importancia del Trigo

El trigo ocupa un 30% del area total mundial utilizada para la produccion de cereales,
siendo el cultivo que crece en mas superficies distintas, con mas de 240 millones de
hectareas cultivadas en el mundo (CIMMYT, 2009; Cossani y Reynolds, 2012). Su
produccion anual excede los 0.6 billones de toneladas y su comercio es mayor que el de
todos los otros cultivos combinados, por lo que también provee mas alimento para
consumo humano que cualquier otra fuente (CIMMYT, 2009). La produccion de trigo
obtenida durante el afio 2015 se muestra en la tabla 1.

Se calcula que el trigo provee 500 kcal de energia alimenticia per capita diaria en
paises como China e India, dos de los mas poblados del mundo. Ademas, a lo largo de
todos los paises en desarrollo, un 16% de las calorias totales diarias proviene del trigo,
mientras que en los paises desarrollados es de un 26%, haciendo al trigo el segundo
cereal mas importante, solo después del arroz (CIMMYT, 2009).

Del afio 1993 al afio 2000, la poblacion mundial tuvo un crecimiento del 1.5%
mientras que la produccion de trigo solamente crecié 0.9%, por lo que, de continuar esta
tendencia, uno de los mayores retos para las futuras generaciones sera mantener el
suministro de alimentos (CIMMYT, 2009).
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En los paises desarrollados, el 90% de la superficie destinada para trigo se riega
mediante lluvia, mientras que en los paises en desarrollo, mas de la mitad de dicha
superficie se mantiene por irrigacion (CIMMYT, 2009).

Tabla 1. Principales productores de trigo en el afio 2015.

Pais Cosecha (toneladas métricas)
Union Europea 160,006,000

China 130,190,000

India 86,530,000

Rusia 61,044,00

Estados Unidos 55,840,000

Otros 55,578,000

Fuente: Produccién Mundial de Trigo, 2016 (https://www.produccionmundialtrigo.com)

Estrés por Sequia

El estrés se define como una desviacion significativa de las condiciones éptimas para la
vida. Desde el punto de vista de la Biologia, se le llama estrés al “conjunto de respuestas
bioquimicas o fisiolégicas que definen un estado particular del organismo diferente al
observado bajo un rango de condiciones éptimas” (Basurto y col., 2008).

El déficit de agua afecta directa y rapidamente los procesos metabdlicos de las
plantas (Basurto y col., 2008). La sequia es el tipo de estrés abibtico que mas afecta al
rendimiento de los cultivos y es responsable de provocar diversos procesos metabdlicos
en las plantas, siendo el aparato fotosintético uno de los mas afectados por esta (Budak y
col., 2013; Chakraborty y Pradhan, 2012).

Las predicciones respecto a los efectos del calentamiento global sobre el trigo
sugieren que la situacion para su produccién sera complicada, sobre todo en paises en
desarrollo (CIMMYT, 2009). Estos retos representan también una oportunidad para
desarrollar, diseminar y comercializar variedades de trigo que sean mas productivas y
mas tolerantes a estrés, cuya produccion ademas esté basada en practicas agricolas mas
sustentables, por ejemplo, conservando los recursos como el agua y el suelo (CIMMYT,
2009).
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México tiene una superficie agricola de 31,691,868 hectareas, de las cuales ocho
millones se encuentran en zonas &ridas y semiaridas, constituyendo el 41% de la
superficie destinada a agricultura. Es en estas regiones donde las cosechas se ven mas
afectadas, siendo las principales causas de pérdidas las heladas y las sequias (Basurto y
col., 2008).

En el periodo de 1930 a 1997, en el norte del pais se registraron sequias cada vez
mas intensas, siendo clasificadas 20 de ellas como severas y seis como extremadamente
severas (Basurto y col., 2008).

La creciente poblacibn mundial necesita cada vez més alimento y mas energia
para satisfacer sus necesidades, sin embargo, la disminucién en el suministro de agua
para la agricultura, junto a los efectos del cambio climético, estdn aumentando los niveles
de estrés abidtico a lo largo de las principales areas de produccién de trigo (CIMMYT,
2009).

Durante el estrés por sequia, pueden ocurrir cambios en la fotosintesis que
pueden llevar a una inhibicion del crecimiento y provocar el cierre de los estomas de las
plantas, reduciendo su tasa de transpiracion y disminuyendo asi la concentracion de CO;
dentro de las hojas (Chakraborty y Pradhan, 2012; Flexas y Medrano, 2002). Cuando el
cierre de los estomas es mas completo, la actividad del transporte de electrones también
es afectada, disminuyendo la sintesis de ATP. Se considera que el cierre de los estomas
es la principal causa de la reduccion en la tasa de fotosintesis (Flexas y Medrano, 2002).
La sequia también puede provocar una degradacion de las moléculas de clorofila y una
acumulacion de carotenos (Chakraborty y Pradhan, 2012).

Otros parametros, como la concentracion de ribulosa-1,5-bifosfato (RuBP),
sustrato del ciclo de Calvin, asi como la actividad de la enzima Rubisco también se ve
afectada progresivamente durante periodos de sequia (Budak y col., 2013; Flexas y
Medrano, 2002).

La fotosintesis en las plantas de trigo durante periodos de sequia se ve afectada
por dafios sobre el fotosistema Il (PSIl). Ademas, la generacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS), principalmente en el cloroplasto y en la mitocondria, resulta en dafio
oxidativo y peroxidacion lipidica lo que podria tener un efecto desfavorable en el
crecimiento de las raices (Budak y col., 2013).

Se proyecta que el cambio climédtico actual impactara significativamente en los
perfiles de temperatura y precipitacion, aumentando la incidencia de sequias severas

(Budak y col., 2013). La preocupacion respecto a dichos factores ambientales hace
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evidente la necesidad de enfocar esfuerzos en el desarrollo de la tolerancia a sequia y la

mejora de la eficiencia de uso de agua en los cultivos de trigo (CIMMYT, 2009).

Respuesta a estrés. Las respuestas de las plantas a estrés incluyen aspectos
como la limitacion en el crecimiento, cambios en la expresibn de genes, niveles
hormonales alterados, induccién y supresion de algunas vias metabdlicas; ademas,
ocurren aumentos en la peroxidacién de lipidos, produciendo altos niveles de especies
reactivas del oxigeno (ROS) y niveles aumentados de actividad antioxidante (Budak y col.,
2013).

Para enfrentar el estrés, las plantas también sintetizan proteinas, como las
desaturasas lipidicas, proteinas de estrés, proteinas de choque térmico y enzimas que
catalizan la sintesis de antioxidantes, de transportadores de iones y de osmoprotectores
(Suérez y col., 2009).

Otra respuesta a estrés de algunas plantas es la acumulacién de ciertos
metabolitos, también llamados “osmolitos” o “solutos compatibles”, los cuales estan
involucrados en el ajuste osmoético de la célula, funcionan como depdsitos de ROS y
protegen a las proteinas y estructuras celulares. Por lo general, este tipo de compuestos
son azUcares como la trehalosa, derivados alcohdélicos como el manitol, compuestos
cuaternarios de amonio y sulfonio como la glicina betaina y el sulfopropionaldehido y
aminoacidos como la prolina (Budak y col., 2013).

Estudios en plantas de trigo, encontraron que durante la respuesta a estrés por
sequia, ocurren cambios en los niveles de proteinas como las dehidrinas y proteinas LEA
(late embryogenesis abundant proteins), asi como de acuaporinas y HKT-1, transportador
de sodio y potasio (Budak y col., 2013). También se ha encontrado que T. aestivum tiene
una tolerancia intermedia a salinidad, asociada con un mecanismo de exclusion del Na*
en la hoja y la concentracion de osmolitos que protegen a la hoja, como la glicina betaina

y la prolina (Fischer, 2011).

Glicina betaina. La glicina betaina (GB) es un osmolito y osmoprotector con la

capacidad de mantener las funciones celulares. Su sintesis es catalizada por la enzima
betaina aldehido deshidrogenasa (BADH), que cataliza la oxidacién de la betaina
aldehido, utilizando NAD* como cofactor para la formacion de GB. Se conoce que la GB

puede acumularse como respuesta a estrés osmotico en diversos organismos, siendo
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capaz de proteger a las enzimas contra salinidad, calor, deshidratacién y congelamiento
(Mufioz-Clares y Velasco-Garcia, 2004).

En plantas, se sabe que la GB ademas de proteger membranas y proteinas, ayuda
a estabilizar los complejos proteina-pigmento del fotosistema Il durante condiciones de
estrés (Papageorgiou y Morata, 1995).

Fotosintesis

La fotosintesis (del griego photos, “luz” y synthesis, “sintesis”) es el proceso fisicoquimico
mediante el cual organismos como plantas, algas y algunas bacterias, utilizan la energia
luminosa para producir diversos compuestos organicos (Whitmarsh y Govindjee, 1999).

En las plantas, el proceso fotosintético utiliza el CO, de la atmdsfera, agua y
energia luminosa, para la produccién de moléculas organicas, como carbohidratos,
produciendo la liberacién de oxigeno. Para el estudio de este proceso metabdlico, se
divide en dos fases, las cuales se conocen como fase “luminosa” y fase “oscura’
(Whitmarsh y Govindjee, 1999; Horton, 2008) (figura 2).

En el proceso de fotosintesis, influyen factores reguladores internos, como la
actividad de la enzima Rubisco y el contenido de clorofila en las hojas y factores externos,
como el suelo y la disponibilidad de agua (Gutiérrez-Rodriguez y col., 2004). Esta via
metabdlica es clave en el rendimiento de los cultivos, por lo que la mejora de su
capacidad y eficiencia es uno de los objetivos principales a alcanzar para aumentar la
productividad de los cultivos, debido a que toda la materia seca producida depende
totalmente de este proceso (Cossani y Reynolds, 2012; Gutiérrez-Rodriguez y col., 2004).
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Figura 2. Fases e intermediarios de la fotosintesis (Fuente: http://www.profesorenlinea.cl)

Fase luminosa. La fase luminosa adquiere este nombre porque es donde ocurren
las reacciones dependientes de la luz. En esta parte del proceso, la energia luminosa
proveniente del Sol, incide sobre las moléculas de clorofila, que son los pigmentos que se
encuentran en los cloroplastos de la hoja, excitando a los electrones, quienes elevan su
nivel de energia. Al volver a su estado basal, esa energia excita a otro electron,
permitiendo el paso de protones a través de la membrana tilacoidal. En esta fase, se
utiliza la molécula de agua como sustrato, la cual al hidrolizarse, genera oxigeno como
producto (Horton, 2008).

El gradiente de protones formado impulsa la fosforilacion del adenosin difosfato
(ADP) mediante la accion de la enzima ATP sintasa, para producir adenosin trifosfato
(ATP). También existe formacion de poder reductor en forma de NADPH, molécula que
junto al ATP, serviran como fuente de energia en las reacciones ocurridas en la fase

oscura de la fotosintesis (Horton, 2008).
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Clorofila. Las clorofilas son las moléculas de pigmentos mas importantes en el
proceso de la fotosintesis, las cuales se encuentran en los cloroplastos de la célula
vegetal (Horton, 2008).

La estructura de la molécula de clorofila consiste en un anillo de porfirina con un
atomo de magnesio al centro. Los dobles enlaces conjugados presentes en su estructura
son los que le permiten absorber la luz en la region de violeta a azul (650 a 700 nm) y en
la de naranja a rojo (400 a 500 nm) del espectro electromagnético, reflejando el color
verde caracteristico de la mayoria de las plantas (Horton, 2008).

Existen diversos tipos de clorofila, las cuales difieren en la cadena lateral en su
estructura. En plantas, los tipos de clorofila mas importantes son la clorofila a, la cual se
encuentra presente en todas las plantas fotosintéticas y la clorofila b, que esta presente
en la mayoria de las plantas verdes. La clorofila a tiene un grupo metilo como cadena
lateral, mientras que la clorofila b tiene un grupo carbonilo (Bidwell, 1993; Horton, 2008)
(figura 3).

En la naturaleza generalmente la clorofila a es mas abundante que la clorofila b,
en un relacion a/b aproximada de tres a uno. Sin embargo, las condiciones en las que se
encuentre la planta pueden modificar esta distribucion. Por ejemplo, se sabe que las
plantas expuestas a intensidades de luz muy altas tienen relaciones a/b mas altas,
mientras que en plantas que crecen en intensidades de luz bajas, dicho radio disminuye
(Lichtenhalter, 1987).
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Figura 3. Estructura de la molécula de clorofila y las diferencias entre la clorofila a
y b (Streit y col., 2005).

Fase oscura. En la fase oscura de la fotosintesis, se utiliza la energia formada
por las reacciones de la fase anterior para la sintesis de carbohidratos, a través de la
fijacion del CO. catalizada por la enzima ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa oxigenasa
(Rubisco). A esta via metabdlica se le conoce también como ciclo de Calvin (Horton,
2008).

En su funcién como carboxilasa, la Rubisco cataliza la uniéon covalente del CO; a
la RuBP, un azucar de cinco carbonos, para formar dos moléculas de 3-fosfoglicerato
(3PGA) (Lehninger, 2005). Se ha relacionado que una mayor fijacion de CO, contribuye a
un mejor rendimiento de los cultivos (Gutiérrez-Rodriguez, 2004).

Sin embargo, la Rubisco también actia como oxigenasa en la conversion de 2-
fosfoglicerato a 3PGA en las plantas C3, conocida como “via fotorrespiratoria”, en la cual
se consume ATP y se pierde una parte del CO; fijado, llegando a pérdidas de hasta el
30%. El nivel de fotorrespiracion depende de las concentraciones de oxigeno y de CO»
gue existan en el ambiente intracelular, asi como de la relacion carboxilacion/oxigenacion.
Se sabe también que la afinidad de esta enzima por el CO; disminuye conforme aumenta
la temperatura, puesto que sus sitios activos se inactivan progresivamente con el estrés

por calor. Por lo anterior, se considera a la reaccion de oxigenacion de la Rubisco como
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una de las mayores limitantes en su eficiencia y en la acumulacion de biomasa en las
plantas (Cossani y Reynolds, 2012; Garcia-Murria, 2006).

En las plantas C3 como el trigo, el ciclo de Calvin inicia con la entrada del CO,,
que por una reaccion de carboxilacion catalizada por la Rubisco, se une con la ribulosa-
1,5-bifosfato (RuBP), formando una molécula de 3PGA y una de 2-fosfoglicerato, que
también serd convertida a 3PGA. El 3PGA se transforma en 1,3-bifosfoglicerato por la
accion de la enzima fosfoglicerato cinasa en una reaccion que utiliza ATP, para que
posteriormente la enzima gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa catalice su conversion
a gliceraldehido-3-fosfato (G3P) utilizando al NADPH como coenzima (Horton, 2008).

Una parte de las moléculas de G3P formadas se dirigen a la generacién de
azucares, mientras que la otra parte se utiliza para regenerar a la RuBP de manera que el
ciclo pueda llevarse a cabo una vez mas. Se requieren fijar tres moléculas de CO; por

cada molécula de G3P formada (Horton, 2008).

Metabolismo de AzUcares

Para la sintesis de otros azlcares, como la glucosa-6-fosfato (G6P) y la sacarosa, la
molécula de G3P se condensa con una molécula de dihidroxiacetona fosfato (DHAP) para
formar fructuosa-1,6-bifosfato (F6P). Este metabolito es el precursor para la formacién de
otras moléculas de carbohidratos, ya que mediante una isomerasa, puede transformarse a
glucosa-6-fosfato, la cual a su vez puede dirigirse a la sintesis de sacarosa, para
transportar energia hacia otros tejidos, o de almidon, para la reserva de esta (figura 4).

Una vez que la planta requiera energia, las moléculas de azUcares pueden
utilizarse via glucdlisis, que es la ruta metabdlica mediante la cual la célula utiliza la
molécula de glucosa para convertirla en piruvato (el cual se utiliza en el ciclo de Krebs) y
generar ATP (Horton, 2008).
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Figura 4. Sintesis de sacarosa y de almidéon a partir del ciclo de Calvin

(Fuente: http://www.euita.upv.es)

La glucdlisis consiste en una serie de diez reacciones donde, a pesar de que
inicialmente se invierten dos moléculas de ATP, a lo largo del resto de esta via metabdlica
se generan cuatro, recuperando las moléculas invertidas en la primera fase. La primera
reaccion es catalizada por una hexocinasa, la cual transfiere fosfato de una molécula de

ATP a una molécula de glucosa, formando glucosa-6-fosfato (G6P) y ADP (Horton, 2008).

Hexocinasa. La hexocinasa es la enzima encargada de fosforilar a los azlcares
de seis carbonos, como glucosa o fructosa. Su actividad se regula por la concentracion de
su propio producto, la G6P. Debido a que las hexosas deben ser fosforiladas antes de
utilizarse en cualquier proceso metabdlico, las enzimas hexocinasas son fundamentales
para el metabolismo y desarrollo vegetal. Ademas, la fosforilacion de hexosas es un
proceso irreversible, por lo que se considera que la hexocinasa tiene un papel
fundamental en la regulacién en el metabolismo de carbohidratos en plantas (Granot y
col., 2014; Horton, 2008).
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Se sabe que en plantas existen hexocinasas especificas para fructosa
(fructocinasas), sin embargo la hexocinasa es capaz de reconocer glucosa, fructosa,
manosa e incluso glucosamina (Granot y col., 2014).

Existen datos que indican que la hexocinasa también actia como un sensor de
azlcares y que tiene un papel regulador en la via glucolitica y en la fotosintesis. Cuando
en los tejidos fotosintéticos de la planta la concentracion de glucosa es muy alta, la alta
actividad de la HK puede inhibir la fotosintesis y degradar las moléculas de clorofila de las
hojas como un intento de evitar la produccion de mas azucares para permitir la utilizacion

de los que ya se encuentran en la planta (Dai y col., 1999; Granot y col., 2014).
Trehalosa

La trehalosa (a-D-glucopiranosil-a-D-glucopirandsido) es un disacarido no reductor,
formado por dos moléculas de glucosa unidas por enlace glucosidico a-a-1-1 (figura 5).
Esta molécula se caracteriza por su habilidad protectora, su estabilidad y su baja
reactividad, pudiendo soportar el calor hasta de 100 °C y pH de 3.5 hasta 10 por 24 h.
Debido a que es un azlcar no reductor, no lleva a cabo la reaccion de Maillard (Paul y
col., 2008).

Industrialmente, la trehalosa es utilizada como aditivo en algunos productos
alimenticios, puesto que conserva mejor las propiedades organolépticas de estos; también
como crioprotector celular en medicina y como un componente en productos cosmeéticos

(Mascorro y col., 2005; Paul y col., 2008).

OH
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Figura 5. Estructura de la molécula de trehalosa.
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Abundancia en la Naturaleza

La trehalosa puede ser sintetizada por todos los organismos, excepto por los vertebrados.
Se encuentra en concentraciones altas en organismos como hongos y bacterias (Paul y
col., 2008). La presencia de trehalosa en Saccharomyces cerevisiae se relaciona con su
termotolerancia, resistencia al frio y estrés hidrico, asi como contra las ROS (Cortina y
Culidfiez-Macia, 2005).

La trehalosa se encuentra ampliamente distribuida en el reino vegetal, pero
solamente se acumula en las plantas conocidas como “de la resurreccion”, como
Selaginella lepidophylla (Garg y col., 2002). A pesar de que los humanos y animales
superiores no sintetizan la trehalosa, se sabe que si cuentan con la enzima trehalasa, la

cual cataliza la degradacion de este disacéarido (Mascorro y col., 2005).

Sintesis

Se conocen cinco vias metabdlicas para la biosintesis de trehalosa, siendo la mas
distribuida la via TPS-TPP, la cual ocurre en dos pasos, donde primero ocurre una
reaccion catalizada por la enzima trehalosa-6-fosfato sintasa (TPS) y otra por la enzima
trehalosa-6-fosfato fosfatasa (TPP). La trehalosa después puede ser degradada por la
enzima trehalasa en dos moléculas de glucosa (Paul y col., 2008) (figura 6).

Esta via se ha reportado en diversas especies de bacterias como Escherichia coli,
levaduras como S. cerevisiae, insectos y en plantas de la resurreccion como S.
lepidophylla (Garg y col., 2002; Suérez y col., 2009; Valenzuela-Avendafio y Valenzuela-
Soto, 2009).

En especies como Arabidopsis thaliana, arroz (Oryza sativa) y otras plantas
superiores, se han encontrado enzimas homodlogas para la TPS y TPP; sin embargo,
estas no son capaces de acumular cantidades significativas de trehalosa (Suarez y col.,
2009).
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Figura 6. Via TPS-TPP para sintesis de trehalosa (Paul y col., 2008).

TPS y TPP. La primera enzima que actlda en la sintesis de trehalosa es la TPS, la
cual cataliza la transferencia de la glucosa de la molécula de uridina difosfato glucosa
(UDPG) hacia una molécula de glucosa-6-fosfato, para formar el intermediario trehalosa-
6-fosfato (T6P). La segunda reaccion es catalizada por la TPP, que desfosforila a la
molécula de T6P, formando la trehalosa y liberando fosfato inorganico (Paul y col., 2008).

En S. cerevisiae, la enzima homoéloga de la TPS (TPS1) se encuentra formando un
complejo con la enzima homéloga de la TPP (TPS2), mas dos subunidades reguladoras
(TPS3) y la cadena larga de trehalosa sintasa (TSL), mientras que en E. coli, las enzimas
TPS y TPP se encuentran de forma independiente. Mediante el analisis de la secuencia
nucleotidica para ambas enzimas, se ha encontrado que tanto la TPS como la TPP se
mantienen altamente conservadas a lo largo de la naturaleza para mantener su funcién
(Paul y col., 2008).

Funcién Osmoprotectora

La trehalosa tiene una capacidad de retencion de agua muy alta, lo que le permite
mantener la fluidez de las membranas y estabilizar proteinas cuando la planta se enfrenta
a condiciones de sequia (Garg y col., 2002; Jang y col., 2003). Esta molécula resulta muy
eficiente para mantener los lipidos en una fase fluida en ausencia de agua, evitando la
separacion de fases, fugas o la fusion de las membranas (Suarez y col., 2015).

Una de las propiedades de la trehalosa es la habilidad de reemplazar a la molécula
de agua formando puentes de hidrégeno con los residuos polares de las proteinas y
membranas, manteniendo la estructura terciaria y actividad de estas (Mascorro y col.,

2005; Paul y col., 2008) (figuras 7 y 8). Durante la deshidratacion, se ha observado que en
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plantas resistentes a desecacion el contenido de trehalosa aumenta hasta un 12%,
mientras que en la rehidratacién, este contenido disminuye y las plantas recuperan su
viabilidad (Jang y col., 2003).

Existen datos que indican que la trehalosa estabiliza a las proteinas en su estado
nativo y reduce la agregacion de estas en forma desnaturalizada, lo cual podria explicar

su rapida degradacion una vez que termina el estrés (Cortina y Culidfiez-Macia, 2005).
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Figura 7. Mecanismo de accién protectora de la molécula de trehalosa sobre las
membranas celulares durante la desecacion (Suarez y col., 2015).
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Figura 8. Mecanismo de accion protectora de la molécula de trehalosa sobre las

proteinas durante la desecacion (Suérez y col., 2015).

Transformacion de Cultivos para su Tolerancia a Estrés Hidrico

Los avances en biotecnologia han permitido desarrollar cultivos mas resistentes a las
condiciones ambientales adversas. Diversos autores han trabajado con la modificacion
genética de cultivos importantes para la produccion de alimentos. Especificamente para
mejorar la tolerancia a estrés por sequia, se ha propuesto la insercion de genes para
aumentar su capacidad de sintesis de trehalosa como una alternativa. Algunos de los
estudios realizados al respecto se presentan en la tabla 2.

Los cultivos genéticamente modificados de trigo aliin no han sido aprobados para
su produccion comercial en ningan pais del mundo. Sin embargo, se ha permitido la
siembra de variedades desarrolladas para una mejor resistencia a sequia, enfermedades
y herbicidas Unicamente para su estudio en algunos paises como Australia, Canada,
Alemania, Suiza y EUA (CIMMYT, 2009).
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Tabla 2. Estudios realizados sobre la transformacion de plantas con genes para sintesis

de trehalosa.

Autor Organismo
Yeo y col. (2000) Papa (S. tuberosum)
Garg y col. (2002) Arroz (O. sativa)
Jang y col. (2003) Arroz (O. sativa)
Pellny y col. (2004) Tabaco (N. tabacum)
Miranda y col. (2007) Arabidopsis thaliana
Suarez y col. (2009) Alfalfa (M. sativa)
Lyu y col. (2012) Tomate (S. lycopersicum)
Yellisetty y col. (2015) Sorgo (S. bicolor)

Transformacién con el Gen para TPS

Se han realizado estudios con el fin de mejorar la tolerancia a estrés abidtico
introduciendo el gen para la expresion de TPS a partir de microorganismos en plantas de
arroz, las cuales mostraron una mejora en su tolerancia a sequia. Sin embargo, también
se observaron fuertes alteraciones en su crecimiento (Jang y col., 2003).

En el trabajo realizado por Yeo y col. (2000) en plantas de papa transformadas
para expresar la enzima TPS1, se demostré que aunque las plantas mostraron una
tolerancia a sequia, estas tuvieron un crecimiento y desarrollo fuera de lo normal. En
plantas de tomate transformadas para sobre expresar la misma enzima, se observo que
durante condiciones normales de crecimiento, hubo un contenido de clorofila més alto, asi
como una mayor acumulacion de almidon; las plantas también fueron mas tolerantes a
estrés oxidativo. No obstante, también se presentaron efectos en la fisiologia de la planta
y un metabolismo alterado (Cortina y Culiafiez-Macia, 2005).

De manera similar, en las plantas de sorgo transformadas estudiadas por Yellisetty
y col. (2015), las cuales a pesar de haber tenido una mejor tolerancia a salinidad, también

se encontré que mostraban diferencias fenotipicas.

Efectos de la T6P. Existen reportes en numerosos estudios de que la alteracion

en los niveles de T6P tiene efectos en el metabolismo y desarrollo de los organismos
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(Paul y col., 2008). Se ha propuesto que la T6P puede tener un papel como molécula
sefializadora en la coordinacion del metabolismo de carbohidratos con el desarrollo de la
planta al afectar la distribuciébn de carbohidratos, lo que lleva a una inhibicién del
crecimiento (Mascorro y col., 2005; Suéarez y col., 2009).

En estudios con plantas de papa y tabaco transformadas para la expresion
consecutiva de TPS y TPP de E. coli, se han observado efectos negativos, como un
retraso del crecimiento y un metabolismo alterado, aun bajo condiciones normales de
crecimiento (Garg y col., 2002; Yeo y col., 2000).

En levaduras, la T6P tiene un efecto inhibidor sobre la enzima hexocinasa, lo que
afecta la regulacion del flujo de glucosa hacia la glucdlisis, lo que ha llevado a especular
que la T6P puede causar alteraciones fenotipicas en las plantas transformadas (Jang y
col., 2003). En tomate, la expresion de la enzima TPS alter6 la biosintesis de
carbohidratos, llevando a una mayor acumulacién de almidén y provocando cambios
pleiotrépicos (Cortina y Culiafiez-Macia, 2005). En Arabidopsis thaliana, se observé que la
expresion de la TPS1 también inhibi6 la fotosintesis y llevé a una mayor produccion de

almidon (Granot y col., 2014).

Transformacién con la Enzima Bifuncional TPS-TPP

La fusién de los genes para sintesis de TPS y de TPP, ha permitido crear una enzima
bifuncional, con las ventajas de tener una eficiencia catalitica neta mas alta para la
formacion de trehalosa y de reducir la acumulacion de T6P, metabolito potencialmente
toxico (Garg y col., 2002; Jang y col., 2003).

Estudios como el de Garg y col. (2002) mostraron que plantas de arroz
transformadas para la expresibn de esta enzima bifuncional, tuvieron una mayor
acumulacién de trehalosa y una mejor tolerancia a salinidad, sequia y bajas temperaturas,
sin tener algun efecto perjudicial en la planta o en el grano. Resultados similares se
encontraron en el estudio realizado por Jang y col. (2003), donde las plantas de arroz,
también transformadas con la enzima bifuncional, ademés de tener una mejor tolerancia a
deshidratacion y salinidad, mantuvieron una tasa de fotosintesis eficiente durante las
condiciones adversas. Los autores Miranda y col. (2007) realizaron la misma
transformacién de la planta modelo Arabidopsis thaliana, la cual mostré tener un aumento
significativo en su tolerancia a sequia, congelamiento, salinidad y calor sin alteraciones

morfoldgicas o en su crecimiento.
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En el trabajo realizado por Lyu y col. (2012) se estudiaron plantas transgénicas de
tomate transformadas con el gen para la enzima bifuncional, donde se detect6 una
acumulacién de trehalosa y, después de siete dias sin riego, no mostraron cambios en su
contenido de clorofila, sugiriendo que dichas plantas fueron mas tolerantes a la sequia
que las plantas nativas. Las plantas fueron también mas tolerantes a salinidad, pues
exhibieron tasas fotosintéticas mas altas que las plantas nativas durante el periodo de
estrés. Esto concuerda también con el trabajo realizado por Suérez y col. (2009), donde
las plantas de alfalfa con la misma transformacion de igual manera mostraron una mejor
tolerancia a diversos tipos de estrés abibtico, como salinidad y calor.

Adicionalmente, en el trabajo realizado por Valenzuela-Avendafio (2012) se llevé a
cabo la transformacién de embriones de trigo para la expresion de una enzima bifuncional
TPS/TPP para aumentar su capacidad de sintesis de trehalosa, obteniendo plantas que
fueron mas resistentes a las condiciones de estrés por sequia y salinidad (Cabral-Torres,
2014; Valenzuela Avendario, 2012).

A pesar del aumento en su tolerancia a estrés abidtico, ninguno de los organismos
estudiados en los trabajos anteriormente mencionados reportd tener alteraciones en su
crecimiento o fisiologia. Por lo tanto, dichos resultados sugieren gque la transformacion con
una enzima bifuncional TPS/TPP es mas efectiva que la transformacion Unicamente con
TPS y que, ademas, podria tener aplicacion practica en la mejora genética de los
diferentes cultivos destinados a la producciéon de alimento para que estos sean mas

tolerantes a las condiciones climéticas adversas y tengan un mejor rendimiento.
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MATERIALES Y METODOS

Material Biol6gico

Se utilizaron semillas de trigo (T. aestivum) de la variedad Kronstad F2004 generacién T4
previamente transformadas por Valenzuela-Avendafio (2012), con un gen para la enzima
bifuncional TPS-TPP para sintesis de trehalosa de S. cerevisiae (ScTPS1-TPS2), con el
promotor rd29A, el cual es inducible bajo estrés y el gen de seleccion que confiere
resistencia al herbicida fosfinotricina (PPT), de las cuales se obtuvieron las lineas RD1A,
RD1B y RD1C.

Esterilizacion de Semillas

Para su esterilizacion las semillas se sumergieron en una solucion de Tween 20 al 0.05%
durante 30 min con agitacion suave constante para posteriormente recibir tres lavados
con agua estéril de 30 min con agitacion suave constante. Después para su desinfeccion
las semillas se sumergieron en una solucién de PPM (Preservative Plant Mixture) al 10%
durante 20 min con agitacion suave contante y posteriormente recibieron tres lavados con

agua estéril de 40 min con agitacién suave constante.

Generacién de Plantas

Las semillas se pusieron a germinar en cajas Petri con un papel filtro himedo en
condiciones de oscuridad a una temperatura de 30°C hasta que desarrollaron el
hipocotilo. Posteriormente se pasaron a luz en periodos de 16 h de luz y 8 h de oscuridad
hasta que desarrollaron raices para asi ser plantadas en charolas con tierra. Una vez que
las plantas desarrollaron la primera hoja fueron trasplantadas a macetas con tierra y

llevadas al invernadero.
Induccién de estrés por Sequia
Para iniciar el tratamiento de estrés por sequia, una vez que las plantas cumplieron las

seis semanas de edad dejaron de recibir suministro de agua. Se midi6 la humedad del

suelo cada 24 h con un medidor de humedad de suelo de dos conectores con escala de 1
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a 10, hasta que la tierra se encontraba en un valor de 8. A partir de ese punto, se

contabilizaron los dias hasta completar los dias 2, 4 y 8 de sequia.

Contenido Relativo de Agua

Para conocer el estado de hidratacion de las plantas a lo largo de los dias del tratamiento
de sequia se midié su contenido relativo de agua (CRA). Se cort6 una hoja de la planta y
se peso para registrar su peso fresco (PF). Después la muestra se dejo hidratar en una
caja Petri llena con agua destilada hasta peso constante y obtener el peso turgente (PT).
Posteriormente la muestra se dejé secar en una estufa a 70°C hasta peso constante para
obtener el peso seco (PS).

Para calcular el %CRA se utilizé la siguiente formula:

Determinacion de Contenido de Clorofila a, b y total

Para determinar la concentracién de clorofila a, b y total, se pesaron 0.15 g de tejido de
hoja, se congelaron con nitrégeno liquido y se pulverizaron con un mortero con mano. Se
agregaron 1.5 mL de acetona al 80% y se incubd la muestra por dos h en oscuridad.
Después se centrifug6d la muestra a 10000 rpm durante 10 min a 4°C, se recuper6 el
sobrenadante y se le afiadieron 1.5 mL de acetona al 80% al precipitado remanente para
repetir los pasos anteriores dos veces mas. Se juntaron los sobrenadantes de las tres
centrifugaciones y se aforaron a un volumen de 4.5 mL y se tomé lectura de sus
absorbancias a las longitudes de onda de 645, 663 y 665 nm.

Para calcular el contenido de clorofila a, b y total se utilizaron las siguientes

férmulas, respectivamente:

Clorofilaa (mg/L) = (12.7 X Ae63) — (2.69 X Ae4s)

Clorofilab (mg/L) = (22.9 X Aeas) — (4.68 X As63)

Clorofila total (mg/L) = (8.02 X Ae63) + (20.2 X As45)
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Parametros Fotosintéticos

Se utiliz6 el equipo LCi Portable Photosynthesis System (ADC Bioscientific Ltd,
Hertfordshire UK) para obtener los parametros de tasa de asimilacion de CO; (A), tasa de
transpiracion (E), conductancia estomatica del agua (gs) y concentracion subestoméatica
de CO: (Ci), a partir de los cuales se calcularon la eficiencia del uso del agua (A/E) y la
eficiencia de asimilacion del CO, (A/Ci).

Obtencion de Extractos

Para la obtencion de los extractos se pesé 1 g de tejido vegetal y sé congelado con
nitrégeno liquido para pulverizarse con un mortero con mano. Se afadieron 4.45 mL de
baffer de extraccion (Tris-HCI 50 mM pH 7.5 con MgCl; 2mM), 0.045 mL de PMSF 100
mM, 0.025 mL de coctel de inhibidores de proteasas y 45 mg de PVP. La muestra se
centrifugd a 10,000 rpm por 20 min a 4°C, se recuperd el sobrenadante y se llevé a una
segunda centrifugacion a 10,000 rpm por otros 20 min a 4°C. Los extractos crudos
obtenidos se utilizaron para la determinaciéon de actividad enziméatica de TPS, trehalasa,

hexocinasa y BADH.

Determinacién de Actividad de Hexocinasa

La actividad de la enzima hexocinasa se midi6 siguiendo la metodologia descrita por
Sofianez-Organis y col. (2011). Se midieron 100 uL de extracto crudo y se mezclaron 200
pL de buffer de actividad (HEPES 325 mM pH 8 con KCI 37.5 mM y MgCl, 33.25 mM), 20
ML de glucosa 1 M, 20 y de ATP 30 mM, 20 uL de NAD 4 mM y 5 U de glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa en una celda para medir el cambio en la absorbancia a 340 nm durante 3
min a 30 °C.

Determinacion de Actividad de Trehalosa-6-fosfato Sintasa
La actividad de trehalosa-6-fosfato sintasa (TPS) se midio realizando un ensayo acoplado
segun el método descrito por Hottiger y col. (1987). En la primera parte se llevo a cabo la

formacion de trehalosa-6-fosfato tomando 30 uL de extracto crudo, al cual se le agregaron
57 pL de buffer HEPES 0.2 M pH 7.1 con MgCl, 0.05 M, 12 pL de glucosa-6-fosfato 0.2 M,
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12 pL de UDP-glucosa 100 mM y 130 pL de agua. La mezcla se incubé por 30 min a 35
°C y después se hirvié durante cinco min para detener la reaccion, se enfrié a 4°C por 10
min y se centrifugd a 5000 rpm durante 5 min.

En la segunda parte del ensayo se llevd a cabo la conversion de trehalosa-6-
fosfato hasta lactato, midiendo la oxidacién del NADH. Se tomaron 200 pL del
sobrenadante obtenido en el primer paso y se afiadieron 70 pyL de buffer HEPES 1.12 M
pH 7.6, 20 pL de fosfoenol piruvato 100 mM, 20 pL de NADH 7.5 mM, 5 U de lactato
deshidrogenasa, 5 U de piruvato cinasa y 150 pL de agua y se determiné el cambio en la
absorbancia a 340 nm durante tres min.

Determinacion de Actividad de Trehalasa

Para medir la actividad de trehalasa se realiz6 un ensayo compuesto de dos etapas segun
el método descrito por Miiller y col. (1994).

En la primera reaccién se midieron 25 uL de extracto crudo y se agregaron 20 uL
de buffer HEPES 125 mM pH 7 y 5 uL de trehalosa 1 M. La mezcla se incub6 a 30°C
durante 30 min, después se hirvié por cinco min y se centrifugd a 5000 rpm por cinco min.

En la segunda reaccion se tomaron 50 yL del sobrenadante obtenido en la
reaccion anterior y se agregaron 270 yL de buffer fosfato-citrato 65 mM pH 6, 2 U de
glucosa oxidasa, 5 U de peroxidasa y 10 pyL de O-dianisidina 7.88 mM. La mezcla se
incub6 a 30 °C por 60 min y después se afiadieron 150 pL de H,SO4 12 N para detener la
reaccion. Se midid la absorbancia a 546 nm y se calcul6 la concentracion de glucosa

utilizando una curva de calibracion de glucosa.

Determinacién de Actividad de Betaina Aldehido Deshidrogenasa

La actividad de BADH se determind segun el método propuesto por Guzman-Partida y
Valenzuela-Soto (1997). Se mezclaron 16 yL de extracto crudo con 200 pL de buffer de
actividad (HEPES 200 mM pH 8 con EDTA 2 mM y mercaptoetanol 14.3 mM), 20 yL de
BA 10 mM, 20 yL de NAD 20 mM y 144 puL de agua y se midido el cambio en la

absorbancia a 340 nm durante tres min a 30°C.
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Determinacion de Proteina

Para determinar la concentraciéon de proteina se utilizd el método de Bradford (1976)

usando albumina de suero bovino como referencia.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Generaciéon de Plantas

Se pusieron a germinar 80 semillas de plantas no transformadas (NT) y 83 semillas de
plantas transformadas de la linea RD1A, 83 semillas de la linea RD1B y 73 semillas de la
linea RD1C.

En las primeras 24 h, para la linea NT germiné el 57% y al tercer dia germiné el
83%, que fue el porcentaje total de germinacion para dicha linea. De las plantas de la
linea RD1A, en 24 h germiné el 5% y el 1% de las RD1C, mientras que las RD1B tardaron
MAs en comenzar a germinar, ya que hasta las 48 h germiné el 1%.

A los cinco dias germiné el 46% de las plantas RD1A, el 8% de las RD1B y el 29%
de las RD1C. Al décimo dia se tenia el 72% de las RD1A, 29% de las RD1B y 92% de las
RD1C. Los resultados finales del porcentaje de germinacion, cuyo tiempo total fue de 22
dias, se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Porcentaje de germinacion total de las diferentes lineas de plantas de trigo.

Linea % de Germinacion
NT 83

RD1A 82

RD1B 64

RD1C 99

Las plantas RD1B tuvieron un tiempo de germinacion mas largo de los dias de
germinacion asi como el porcentaje de germinacion mas bajo, mientras que las RD1C
fueron las semillas que germinaron mas rapidamente y con mayor porcentaje de
germinacion.

Una vez que las plantas desarrollaron el hipocotilo, se expusieron a la luz para
comenzar la sintesis de clorofilas. Todas las plantulas germinadas desarrollaron color
verde aproximadamente a las cuatro horas de exposicion a la luz, indicando que inici6 la
produccion de clorofilas.

Cuando las plantulas se habian tornado verdes, se trasplantaron a charolas con
tierra para el desarrollo del tallo y las primeras hojas. Todas las plantas tardaron de 36 a

48 h, en alcanzar los 6 cm de altura y desarrollar la primera hoja. Después, las plantas se
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trasplantaron a macetas con tierra y se llevaron al invernadero, obteniendo un 100% de
sobrevivencia, pues todas las semillas que germinaron sobrevivieron al trasplante y se

convirtieron en plantas.

Contenido Relativo de Agua

Para comprobar el estatus hidrico de las plantas una vez que se dejaron de regar, se
midi6 su CRA al dia cero, dos, cuatro y ocho del tratamiento. Al dia cero, cuando las
plantas se encontraban sin estrés, los valores de CRA fueron de 74.2% para las NT,
83.6% para las plantas RD1A, 76.9% para las RD1B y 80.8% para las RD1C (figura 9).

A los dos dias de estrés, los valores para las lineas NT, RD1A, RD1B y RD1C
fueron de 74.7%, 78.9%, 84.9% y 76.0%, respectivamente (figura 9).

Al dia cuatro, las plantas NT tuvieron un CRA de 72.3%, las RD1A de 70.9%, las
RD1B de 58.5% y las RD1C de 71.8% (figura 9).

Al octavo y dltimo dia del tratamiento, donde las plantas estaban totalmente
estresadas, los valores de CRA fueron de 49.0% para las NT, 50.5% para las RD1A,
58.0% para las RD1B y 67.1% para las RD1C (figura 9).
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Figura 9. Contenido relativo de agua de las diferentes lineas de plantas de trigo a

lo largo del tratamiento de sequia (n=6).

El CRA de todas las lineas disminuyo progresivamente durante los dias de sequia,
excepto en las RD1B, en las cuales se observé una recuperacion en los dias dos y cuatro
del tratamiento. Las plantas RD1C fueron las que conservaron de manera mas efectiva su
CRA hasta el final del estrés, mientras que las NT se vieron mas afectadas por la sequia
severa al final del tratamiento.

A pesar de que en los primeros cuatro dias del tratamiento de sequia los valores
de CRA fueron similares para las plantas NT, al dia 8 el CRA disminuy6 de 74.0% hasta
49.0% como consecuencia del estrés. Las plantas transformadas conservaron mejor su
CRA, las tres lineas tuvieron valores entre 50.0 y 67.0%.

Esto muestra que el tratamiento de sequia si afecté al CRA de las plantas y que
fueron las plantas transformadas con el gen para sintesis de trehalosa las que tuvieron
una mejor resistencia a la sequia respecto a las NT, lo cual puede estar relacionado con

la capacidad de la molécula de trehalosa de retener el agua.
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Contenido de Clorofila a, b y total

Los valores obtenidos para el contenido de clorofila a lo largo del tratamiento de sequia
fueron mas altos en las plantas NT en todos los dias del estrés. Al dia cero, cuando las
plantas se encontraban sin estrés, el contenido de clorofila a fue de 29.2 mg/L para las
NT, 27.4 mg/L para las plantas RD1A, 24.8 mg/L para las RD1B y 24.4 mg/L para las
RDI1C (figura 17).

Al segundo dia, la clorofila a se mantuvo igual en las plantas NT, mientras que en
las plantas transformadas RD1A y RD1C disminuyo y aumenté en las RD1B (figura 17).

Al cuarto dia de estrés, las plantas NT no mostraron muchos cambios respecto al
dia dos, mientras que en las plantas transformadas se observé que las lineas RDI1A,
RD1B y RD1C tuvieron una recuperacion en sus niveles de clorofila a (27.4 mg/L, 24.7
mg/L y 24.6 mg/L, respectivamente) (figura 17).

Al dia ocho del tratamiento, los niveles de clorofila a fueron similares entre las
cuatro lineas de plantas, NT, RD1A, RD1B y RD1C quienes presentaron un contenido de

24.9 mg/L, 24 mg/L, 24.7 mg/L y 23.5 mg/L, respectivamente (figura 17).
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Figura 10. Contenido de clorofila a de las diferentes lineas de plantas de trigo a lo

largo del tratamiento de sequia (n=3).
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Los niveles de clorofila b en el dia cero fueron de 23.7 mg/L, 15.9 mg/L, 21.6 mg/L,
15.4 mg/L y 23.7 mg/L para las plantas NT, RD1A, RD1B y RD1C, respectivamente (figura
18).

Al segundo dia de estrés, todas las plantas tuvieron un incremento en el contenido
de clorofila b respecto al dia cero (28.6 mg/L, 18 mg/L, 24.7 mg/L y 30.3 mg/L para las
lineas NT, RD1A, RD1B y RD1C, respectivamente) (figura 18).

Al dia cuatro el contenido de clorofila b fue menor para todas las lineas que en el
dia dos, con valores de 23.3 mg/L para las NT, 14.1 mg/L para las plantas RD1A, 22.1
mg/L para las RD1B y 20 mg/L para las RD1C (figura 18).

Al dia ocho, en las plantas totalmente estresadas, las lineas RD1A y RD1B
tuvieron un contenido mayor respecto al dia cuatro (20.8 y 23.9 mg/L, respectivamente),
mientras que se observé un contenido menor en las plantas RD1C y NT (17.5y 19 mg/L,
respectivamente), siendo las RD1B quienes presentaron un contenido mas alto que todas

las demas plantas (figura 18).
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Figura 11. Contenido de clorofila b de las diferentes lineas de plantas de trigo a lo

largo del tratamiento de sequia (n=3).
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El contenido de clorofila total no mostr6 cambios importantes a lo largo del
tratamiento de sequia, excepto en el dia dos, donde todas las plantas tuvieron los niveles
mas altos (figura 19).

Al inicio del tratamiento, el contenido de clorofila total fue de 47.7 mg/L en las
plantas NT, 43.4 mg/L en las RD1A, 46.4 mg/L en las RD1B y 39.8 mg/L en las RD1C
(figura 19).

Al dia dos, la clorofila total aumenté para todas las lineas, donde fueron las plantas
NT las que mostraron el nivel mas alto respecto a las tres lineas transformadas (56.6
mg/L) (figura 19).

En los dias cuatro y ocho del tratamiento, los valores obtenidos para la clorofila
total, tanto para las plantas transformadas como para las no transformadas, fueron

similares a los que se tenian en las plantas sin estrés del dia cero (figura 19).
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Figura 12. Contenido de clorofila total de las diferentes lineas de plantas de trigo a

lo largo del tratamiento de sequia (n=3).

Las plantas de la linea RD1A tuvieron una recuperacion de su contenido de
clorofila a al cuarto dia de estrés, mientras que las RD1C lo hicieron al dia cuatro y las

RD1B se recuperaron al segundo dia y mantuvieron su nivel de clorofila a hasta el dia
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ocho. Las plantas NT mantuvieron su contenido de clorofila a en los primeros dos dias de
estrés y se observo que incluso al final del tratamiento, este fue mayor que en las otras
lineas.

El contenido de clorofila b aumentd en todas las lineas al segundo dia de estrés,
disminuyendo al dia cuatro y aumentando nuevamente al dia ocho, lo que podria ser
indicador de que las plantas se encontraban en estrés para el final del tratamiento.

En cuanto al contenido de clorofila total, se observé que fue mayor en las plantas
NT que en las lineas transformadas excepto en el dia ocho de estrés, donde la linea
RD1B tuvo una recuperacion de sus niveles de clorofila total teniendo el contenido més
alto. La linea RD1A también tuvo una recuperacién en el Ultimo dia del tratamiento,
mientras que esto solamente ocurrié en el dia dos para las RD1C, las cuales para el dia
ocho tuvieron el menor contenido de clorofila total.

Lyu y col. (2013) encontraron cambios en el contenido de clorofila total en plantas
de tomate en sequia similares a los encontrados en éste trabajo. Sin embargo dichos
autores no midieron clorofila a o b, por lo que solo se puede comparar respecto a la

clorofila total.

Parametros Fotosintéticos

Tasa de Asimilacion de CO;

Para conocer la cantidad de CO- que estaba ingresando a la célula de la hoja, se midié la
tasa de asimilacion de CO; (A) durante el tratamiento de estrés. En las plantas NT, el
valor de A disminuy6é conforme aumentd el grado de sequia. Lo mismo ocurrié para las
lineas de plantas RD1A, RD1B y RD1C; sin embargo, el valor de A siempre se mantuvo
mas alto en las lineas transformadas, incluso cuando las plantas se encontraban en
sequia severa (figura 10).

Al dia cero de estrés, la tasa de asimilacion de CO; de las plantas NT fue de 17.2
pumol m2 s, mientras que las plantas transformadas RD1A, RD1B y RDI1C tuvieron
valores dos veces mas altos (35.5, 39.8 y 36.7 umol m? s, respectivamente) (figura 10).

En el segundo dia el valor de A disminuyé a 12.6 ymol m? s en las plantas NT,
29.5 para las plantas RD1A, 24.3 para las RD1B y 23.5 ymol m? s para las RD1C. Al

cuarto dia, estos valores no presentaron grandes cambios, a excepcion para las plantas
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RD1C, en las cuales su asimilacion de CO; fue menor que en las otras lineas de plantas
(18.5 ymol m2 s?) (figura 10).

Al dia ocho de sequia, cuando las plantas se encontraban en estrés severo, la tasa
de asimilacion de CO, fue de 4.4 pymol m? s en las NT, mientras que en las lineas
transformadas, dicho valor fue de 9.7 ymol m2 s en las plantas RD1A, 14 umol m?2 s en
las RD1B y 5.4 ymol m2 s en las RD1C (figura 10).
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Figura 13. Tasa de asimilacion de CO; de las diferentes lineas de plantas de trigo
durante el estrés por sequia (n=7).

A pesar de que para el dia ocho del tratamiento, la tasa de asimilacion de CO; en
las plantas transformadas habia disminuido alrededor de cuatro veces respecto al dia
cero, fueron estas lineas las que tuvieron un valor de A mayor frente a las plantas NT.

Estos resultados muestran que las tres lineas de plantas de trigo transformadas
poseen una mayor capacidad de asimilar CO; respecto a las no transformadas, tanto en
condiciones de no estrés como de estrés, sin embargo, cuando la sequia fue mas severa

se observaron diferencias entre las lineas de plantas transformadas, donde fueron las
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lineas RD1A y RD1B quienes tuvieron una tasa de asimilacion de CO; mas alta respecto
alas RD1C.

Eficiencia de la Asimilaciéon del CO;

La eficiencia de la asimilacion del CO; se calculo a partir de la relacién entre la tasa de
asimilacion de CO: (A) y la concentracion subestomatica de CO (Ci). En el dia cero, aun
cuando las plantas se encontraban sin estrés, la linea NT mostré6 una eficiencia de
asimilacion del CO; de 0.03, mientras que las plantas transformadas mostraron valores
doblemente altos (0.05 para las RD1A, 0.06 para las RD1B y 0.06 para las RD1C) (figura
11).

Esta relacion continué al segundo dia del tratamiento de sequia, donde las tres
lineas de plantas transformadas nuevamente tuvieron valores de A/Ci dos o mas veces
mayores que el que presentaron las plantas NT (figura 11).

Al cuarto dia de estrés, en las plantas NT el valor de A/Ci ya habia disminuido a
casi la mitad de lo que mostré6 en el dia 0 (0.01), mientras que en las plantas
transformadas, fue en este dia cuando se obtuvo la eficiencia de asimilaciéon de CO, mas
alta de todos los dias del estrés (0.06, 0.08 y 0.07 para las RD1A, RD1B y RD1C,
respectivamente) (figura 11).

Para el final del tratamiento, se observé una disminucién en el valor de A/Ci,
obteniéndose los valores mas bajos para las cuatro lineas de plantas de todos los dias del
tratamiento; sin embargo, aun en sequia severa las tres lineas de plantas transformadas
RD1A, RD1B y RDI1C, tuvieron una eficiencia de asimilacion de CO, mayor que las
plantas NT (0.01), donde la linea RD1B tuvo un valor dos veces mas alto que las NT
(0.03) (figura 11).

Mientras que la asimilacion de CO: disminuyé en las plantas NT conforme
aumento el estrés por sequia, se observd que las plantas transformadas mantuvieron su
eficiencia durante los primeros cuatro dias del tratamiento de estrés. A pesar de que para
el final del tratamiento este valor disminuyd incluso a menos de la mitad de lo que
mostraron al dia cero, las plantas transformadas tuvieron un valor de A/Ci més alto que
las NT, indicando que aun en sequia severa, dichas plantas continuaban fijjando CO, para

llevar a cabo su actividad fotosintética.
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Figura 14. Eficiencia de la asimilacion del CO; de las diferentes lineas de plantas

de trigo durante el estrés por sequia (n=7).

Existen pocos estudios sobre parametros fotosintéticos en plantas transformadas
con genes para sintesis de trehalosa, sin embargo, los resultados encontrados en este
trabajo coinciden con los reportados por Lyu y col. (2013), quienes transformaron plantas
de tomate con una enzima bifuncional para sintesis de trehalosa, donde encontraron una

mayor tasa de asimilacion de CO; en las plantas transformadas.

Eficiencia del Uso del Agua

Para calcular la eficiencia del uso del agua de las plantas de trigo sometidas a
estrés, se hizo una relacion entre la tasa de transpiracion (E) y la tasa de asimilacién de
CO2 (A).

En el dia cero del tratamiento, cuando las plantas no se encontraban en estrés por
sequia, no habia diferencia en la eficiencia del uso del agua entre las plantas NT y las
plantas de las lineas transformadas RD1A, RD1B y RD1C, donde las cuatro lineas

mostraron un valor de A/E de alrededor de 0.3 (figura 12).
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Al segundo dia del estrés, el valor para A/E disminuyd ligeramente para las tres
lineas de plantas transformadas, mientras que para las plantas NT continué casi igual que
en el dia O (figura 12).

Al cuarto dia, las plantas transformadas RD1A, RD1B y RD1C tuvieron los valores
mas altos para la eficiencia del uso del agua (3.5, 3.8 y 4.7, respectivamente), observando
un aumento del triple respecto al que mostraron en el dia 0 de estrés; en las plantas NT,
aungue el aumento no fue tan marcado como para las plantas transformadas, el valor de
A/E también increment6 (figura 12).

Para el final del tratamiento de sequia, la eficiencia de uso del agua disminuy6
aproximadamente un 50% menos de lo que habia en el dia 4. En la linea NT este valor,
incluso a pesar de que las plantas ya estaban severamente estresadas, continud
aumentando. A pesar de esto, las plantas transformadas tuvieron un A/E mayor que las
NT, donde fue la linea RD1B la que tuvo el valor de A/E mas alto (figura 12).

Como se observa en la figura 12, a pesar del progresivo aumento en el estrés por
sequia, fueron a los dias cuatro y ocho donde las plantas, tanto NT como transformadas,
mostraron una eficiencia del uso del agua mas alta respecto a los dias anteriores. Este
valor disminuyé para el final del tratamiento, sin embargo, no parece haber diferencias en
la eficiencia de uso del agua entre las plantas transformadas y las no transformadas

cuando estas se encontraban en estrés alto.
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Figura 15. Eficiencia del uso del agua de las diferentes lineas de plantas de trigo

durante el estrés por sequia (n=7).

La disminucion en la eficiencia en el uso de agua observada puede relacionarse
con la alta tasa de transpiracién encontrada en las plantas transformadas, ya que esta es
una de las consecuencias de la apertura estomatica ocurrida para que el intercambio
gaseoso pueda darse y el CO; entre a células de las hojas.

Puesto que las plantas de las lineas transformadas tuvieron una mayor tasa de
asimilacién de CO., su apertura estomatica continud durante la sequia severa vy, por lo
tanto, tuvieron una mayor tasa de transpiracion, lo que se refleja en una disminucion en la
eficiencia del uso del agua. En cambio, aunque en las plantas NT se observa una mejora
en la eficiencia del uso del agua conforme a los dias, su tasa de asimilacion de CO;
disminuy6, lo que indica que conforme aumentd el grado de sequia los estomas se
cerraron para evitar la pérdida de agua, impidiendo la entrada de CO: a las células.

Los resultados obtenidos para los pardmetros fotosintéticos sugieren que las
plantas transformadas mantuvieron una fotosintesis mas eficiente aun cuando el agua no
estuvo disponible, lo que demuestra que la transformacion hizo a las plantas capaces de

sobrevivir aun en condiciones de estrés.
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Actividad de Hexocinasa

La actividad de la enzima hexocinasa en las plantas NT aument6 durante los primeros
dias de estrés, incrementando casi diez veces al dia 4 del tratamiento respecto a la planta
sin estrés (20.9x10° umoles/min/mg de proteina); sin embargo al dia 8 esta actividad
disminuy6 nuevamente al nivel del control sin estrés (1.9x10® ymoles/min/mg de proteina)
(figura 13).

En las plantas transformadas RD1A, la actividad de hexocinasa al dia cero de
estrés fue de 1.3x10° pmoles/min/mg de proteina; la actividad disminuyé al dia dos
respecto al control (4.81x103 pymoles/min/mg de proteina). Para el dia cuatro la actividad
de hexocinasa aumentd a 12.11x10° ymoles/min/mg de proteina y disminuyé nuevamente
a 2.46x10 ymoles/min/mg de proteina para el dia 8 (figura 13).

Las plantas RD1B tuvieron una actividad de hexocinasa de 31.82x103
umoles/min/mg de proteina al dia cero de estrés, la cual al dia dos disminuyé a 1.37x103
y hasta a 1x10“ pymoles/min/mg al dia cuatro y, al octavo dia, la actividad no mostré
cambios (figura 13).

En la linea RD1C, la actividad de hexocinasa inicialmente fue de 4.94x103
umoles/min/mg de proteina; al segundo dia, la actividad fue 3.93x10° pmoles/min/mg,
mientras que al cuarto dia de estrés, no se detectd actividad; sin embargo, al dia ocho las
plantas recuperaron la actividad de hexocinasa (2.97x10° umoles/min/mg de proteina)
(figura 13).
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Figura 16. Actividad de hexocinasa en las diferentes lineas de plantas durante la
sequia (n=3) .

La actividad de hexocinasa fue mayor en todas las plantas transformadas que en
las plantas NT cuando estas se encontraban sin estrés (dia cero); sin embargo, para el
segundo y cuarto dia, fueron las NT quienes presentaron una mayor actividad. Esta se
perdié al dia ocho, cuando las plantas estaban totalmente estresadas. Aunque todas las
plantas transformadas conservaron la actividad incluso al octavo dia de estrés, fueron las
de la linea RD1B quienes mostraron una actividad mayor tanto al inicio como al final del
tratamiento.

Los valores para la actividad de hexocinasa sugieren que las plantas no
transformadas agotaron su fuente de energia en los dias dos y cuatro del tratamiento de
estrés, mientras que en las plantas transformadas, la baja actividad de hexocinasa podria
ser un indicador de que los azucares sintetizados en el ciclo de Calvin pudieron dirigirse a

la sintesis de trehalosa y no a ser utilizados como fuente de energia via glucdlisis.
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Actividad de Trehalosa-6-fosfato Sintasa

Al inicio del tratamiento de sequia, no se presenté gran diferencia en la actividad de
trehalosa-6-fosfato sintasa entre las diferentes lineas, tanto transformadas como NT vy, al
dia dos de estrés, todas las plantas mostraron comportamientos similares. Sin embargo,
al cuarto dia, la actividad de TPS fue mayor en las plantas NT que en las tres lineas
transformadas; a pesar de esto, al octavo dia, cuando las plantas se encontraban
totalmente estresadas, las plantas NT perdieron su actividad de TPS y fueron las plantas
transformadas de la linea RD1B las que mostraron la actividad mas alta (figura 14).

Las plantas NT tuvieron una actividad de trehalosa fosfato sintasa de 85.9x10-3
umoles/min/mg de proteina en el dia cero, 63.6x102 en el dia 2 y 11.8x102 en el dia
cuatro; al ultimo dia del tratamiento, ya no se detect6 actividad (figura 14).

La actividad de TPS en las plantas transformadas RD1A disminuy6
progresivamente durante el tratamiento. Al dia cero, fue de 17.7x102 pmoles/min/mg de
proteina, mientras que al dia dos, cuatro y ocho tuvieron valores de 10.8x103, 10.5x103 y
6.5x10° ymoles/min/mg de proteina, respectivamente (figura 14).

En las plantas RD1B al dia cero, la actividad fue de 10.8x102 uymoles/min/mg de
proteina; esta aument6 a 11.3x102 en el dia dos y a 22.6x102 en el dia cuatro; al Gltimo
dia del tratamiento, la actividad de TPS se mantuvo respecto al dia cuatro (23.4x1073
pmoles/min/mg de proteina) (figura 14).

En la linea RD1C, la actividad fue de 61.4x10° pmoles/min/mg de proteina en el
dia cero, la cual disminuyé para el segundo y cuarto dia, a 60.3x103 y 44.9x103
pmoles/min/mg de proteina, respectivamente; al octavo dia, se observo una recuperacion
de la actividad de TPS de hasta 56.5x10° ymoles/min/mg de proteina (figura 14).

La actividad de TPS mostré valores mas altos para las plantas NT que para las
transformadas durante los primeros cuatro dias de estrés. Sin embargo, conforme
aumento la sequia, las plantas de las lineas transformadas mostraron una recuperacion
de la actividad de TPS, manteniéndose al dia ocho del estrés, donde las plantas NT ya no
mostraban actividad. De estas, fue la linea RD1C quien conservd mejor la actividad de
TPS alo largo del estrés, incluso en la sequia severa (figura 14).

Segun estos resultados, la actividad de TPS se mantuvo durante el estrés severo
en las plantas transformadas, mientras que las no transformadas perdieron su actividad.
Esto puede ser un indicador de que debido a la transformacion, las plantas sintetizaron

trehalosa a pesar del grado de sequia. Dado que las plantas de trigo se transformaron con
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un promotor inducible por sequia, los datos obtenidos para la actividad de TPS muestran
gue probablemente la actividad cuantificada en este experimento durante los primeros
cuatro dias, no corresponde a la de la enzima bifuncional, por lo que se recomienda
realizar mas estudios al respecto para comprobar esto.
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Figura 17. Actividad de TPS en las diferentes lineas de plantas durante la sequia
(n=3).

Actividad de Trehalasa

La actividad de trehalasa fue mas alta en las lineas de plantas transformadas que en las
plantas NT durante todos los dias del tratamiento. Se observdé un decremento en la
actividad de trehalasa en los dias 2 y 4 del tratamiento, respecto al dia cero, excepto para
las plantas de la linea RD1C, en las cuales al cuarto dia de sequia nuevamente aumenté
la actividad enzimatica. Al dia ocho, en las plantas de la linea RD1A se observé una
recuperacion de la actividad de trehalasa, aun cuando estas se encontraban en estrés
severo (figura 15).

En las plantas NT, la actividad de trehalasa fue de 6.7x10° pymoles/min/mg de

proteina al dia cero, la cual aunque disminuyé en el dia dos, al cuarto dia nuevamente
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aumentd a 2.3x102 ymoles/min/mg de proteina y a 3.6x10° ymoles/min/mg de proteina
en el dia ocho (figura 15).

En las plantas transformadas RD1A se encontré una actividad de trehalasa de
5.4x10° pmoles/min/mg de proteina en el dia cero, teniendo la actividad mas alta al dia
dos (13.6x10° umoles/min/mg de proteina), puesto que al dia cuatro esta decayd; sin
embargo, al dia ocho se observdé una recuperacion de la actividad de trehalasa
alcanzando nuevamente el nivel del dia cero (5.8x10% umoles/min/mg de proteina) (figura
15).

Las plantas RD1B tuvieron la actividad de trehalasa mas alta en el dia cero
(13.6x10° umoles/min/mg de proteina), ya que esta disminuy6é notablemente para el
segundo dia de sequia (2.9x10° pmoles/min/mg de proteina); en el cuarto dia del
tratamiento nuevamente aument6 la actividad, la cual se mantuvo sin muchos cambios
aun en el dia ocho (4.6x10* pmoles/min/mg de proteina) (figura 15).

En la linea RD1C, la actividad fue de 7.2x102 pmoles/min/mg de proteina al dia
cero, la cual aumentd progresivamente durante el segundo y cuarto dia del tratamiento;
para el octavo dia de sequia, a pesar de que se observd una disminucion en la actividad,
esta fue mayor que en las plantas no estresadas (8.4x10° pymoles/min/mg de proteina)
(figura 15).

53



0.016

—|—RD1A

0.012 4

0.008 A

Actividad de trehalasa
(umoles/min/mg)

0.004

0.000

Sequia (d)

Figura 18. Actividad de trehalasa en las diferentes lineas de plantas durante la de
sequia (n=3).

Estos resultados muestran que la sintesis de trehalosa fue mayor en las plantas
transformadas durante todo el tratamiento. Lo anterior puede ser consecuencia de la
expresion de la enzima bifuncional para sintesis de trehalosa, haciendo que este
disacarido estuviera presente en mayor cantidad en las lineas transformadas que en las
NT. Ademas, es posible que la presencia de esta molécula haya tenido impacto en las
plantas transformadas, haciéndolas mas resistentes a la sequia severa, ya que fueron

estas plantas quienes mantuvieron mejor su actividad enziméatica.

Actividad de Betaina Aldehido Deshidrogenasa

La actividad enzimatica de la betaina aldehido deshidrogenasa tuvo un comportamiento
similar entre las lineas NT, RD1B y RD1C durante los primeros cuatro dias del tratamiento
de estrés, mientras que para las plantas RD1A, la actividad fue notablemente mas alta.
Sin embargo, al dia ocho del estrés por sequia, la actividad de BADH fue similar en las
lineas transformadas RD1A, RD1B y RD1C, mientras que las plantas NT ya no

presentaron actividad (figura 16).
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La BADH en las plantas NT no estresadas tuvo una actividad de 18.9x103
pmoles/min/mg de proteina, la cual disminuy6é a menos de la mitad de la actividad inicial
para el segundo dia de estrés (7.5x10® ymoles/min/mg de proteina); a pesar de que para
el cuarto dia la actividad seguia presente, al dia ocho, cuando las plantas estaban
totalmente estresadas, no se encontro actividad de la enzima BADH (figura 16).

En la linea de plantas transformadas RD1A, inicialmente la actividad de BADH fue
de 7.8x10° pymoles/min/mg de proteina, la cual tuvo un aumento para los dias dos y
cuatro del tratamiento (72.7x10°% y 79.5x10° pumoles/min/mg de proteina,
respectivamente). No obstante, para el final de los dias de estrés, la actividad disminuyé
nuevamente casi a nivel de las plantas sin estresar (41.2x10° pmoles/min/mg de
proteina) (figura 16).

La BADH en las plantas RD1B al dia cero, tuvo una actividad de 31.6x103
pmoles/min/mg de proteina. Esta disminuyd notablemente al segundo dia, pero en el
cuarto dia se observé un ligero aumento que continué hasta el dia ocho (2x102y 3.3x10°3
pmoles/min/mg de proteina, respectivamente) (figura 16).

En las plantas de la linea RD1C, la actividad de BADH aumentd del dia cero
(8.6x10% ymoles/min/mg de proteina) a los dias dos y cuatro del tratamiento (13.3x103 y
11.9x102 ymoles/min/mg de proteina, respectivamente), incrementando su valor cuatro
veces respecto al dia cero en el dia ocho, donde las plantas estaban totalmente

estresadas (38.5x10 ymoles/min/mg de proteina) (figura 16).
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Figura 19. Actividad de BADH en las diferentes lineas de plantas durante la
sequia (n=3).

Durante los primeros cuatro dias del tratamiento, las lineas RD1A y RD1C tuvieron
una actividad de BADH mas alta que las plantas NT, pero en el dia ocho se observé un
aumento de esta en la linea RD1B.

La actividad de BADH disminuyé progresivamente en las plantas NT a lo largo de
los dias de sequia, mientras que en las tres lineas de plantas transformadas se mantuvo
alta incluso al octavo dia, donde estas se encontraban altamente estresadas. De acuerdo
con los datos obtenidos, se sugiere que las plantas de trigo bajo condiciones de sequia
son capaces de inducir la actividad de BADH vy, por lo tanto, acumular glicina betaina
como osmolito para enfrentar el estrés por sequia.

Estos resultados sugieren que las plantas transformadas enfrentaron mas
efectivamente el estrés por sequia que las plantas NT, no solo por el aumento en la

sintesis de trehalosa, sino también por la sintesis y acumulaciéon de otros osmolitos como
la glicina betaina.
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Las plantas de la linea NT tuvieron una menor retencion del contenido relativo de
agua, pero no mostraron cambios en su contenido de clorofila a, b y total y su eficiencia
del uso del agua aumenté a lo largo del tratamiento. Sin embargo, aunque la actividad de
trehalasa aumentd, su asimilacion de CO; y la actividad enzimética de hexocinasa se
vieron severamente afectada y se perdi6 la actividad de TPS y BADH.

En las plantas transformadas de la linea RD1A, se observo que en estrés severo
hubo una pérdida de agua casi a nivel de las NT, el contenido de clorofila a disminuy®,
mientras que la clorofila b y total aumentaron. La eficiencia del uso del agua disminuyé
conforme aumentaron los dias de estrés, asi como la eficiencia en la asimilacion de CO..
La actividad de las enzimas TPS y hexocinasa disminuyeron mientras que la actividad de
trehalasa aumenté y fue en esta linea donde se encontré la actividad mas alta de BADH
para el final del tratamiento de sequia.

Las plantas de la linea RD1B perdieron su contenido relativo de agua conforme
aumentaron los dias de estrés, sin embargo, la eficiencia del uso del agua aumenté y no
mostraron cambios en su contenido de clorofila a, b y total; ademas, aunque la eficiencia
de la asimilacion de CO; disminuy6 progresivamente, fue esta la linea que mostré un valor
mas alto respecto a las demas cuando la sequia era severa. No obstante, la actividad de
hexocinasa, TPS, trehalasa y BADH fue menor conforme aumenté el grado de estrés.

En la linea transformada RD1C, el estrés por sequia en las plantas se vio reflejado
con mayor pérdida de su contenido relativo de agua conforme el paso de los dias. Los
niveles de clorofila a no mostraron muchos cambios, la clorofila b aumenté y aunque la
clorofila total habia aumentado para el dia dos, para el final del tratamiento disminuyé. La
eficiencia de asimilacion de CO2 y la eficiencia del uso del agua disminuyeron al
aumentar los dias de sequia, obteniendo los valores mas bajos entre todas las lineas. Sin
embargo, la actividad de las enzimas hexocinasa, TPS y trehalasa se mantuvo para el
final del tratamiento mientras que la actividad de BADH aumento.

Los resultados sobre el CRA de las diferentes plantas muestran evidencia del
impacto que tuvo la deficiencia de agua en las plantas no transformadas, quienes
perdieron su CRA en mayor medida frente a las plantas transformadas. Esto indica que la
sintesis de trehalosa mejoré la retencién de agua en las plantas transformadas, quienes
conservaron mejor su CRA cuando la sequia era alta.

El estrés por sequia no tuvo impacto en los niveles del contenido de clorofila a, by
total en las plantas de trigo. La tasa de asimilacion de CO, fue mayor y méas eficiente en

dos de las tres lineas de plantas transformadas que en las no transformadas, mientras

57



que la eficiencia en el uso del agua disminuy6 en las plantas no transformadas conforme
aumento la severidad del estrés, mientras que en las plantas transformadas fue mas alta.
Esto es indicador de que a pesar de que aparentemente la sequia no tuvo impacto en el
contenido de clorofilas y, por lo tanto, en la asimilacion de luz, los resultados sobre la
asimilacion y fijacion del CO; indican que la fotosintesis fue mejor en las plantas
transformadas que en las no transformadas.

La actividad de las enzimas hexocinasa, trehalosa fosfato sintasa y trehalasa en
las plantas no transformadas indicé un claro impacto de la sequia sobre su metabolismo.
En las plantas transformadas, hubo una baja actividad de hexocinasa y una mayor
actividad de TPS y trehalasa, lo que indica que la transformacién con la enzima para
sintesis de trehalosa estuvo activa durante los dias de estrés y mejord su resistencia ante
la sequia. La BADH se mantuvo con mayor eficiencia en las plantas transformadas
cuando estas se encontraban en estrés, lo que también podria ser consecuencia de la
transformacion, haciendo que las plantas transformadas enfrentaran mejor el estrés no
solo por mejoras en su metabolismo del carbono, sino también por la sintesis de osmolitos

como la glicina betaina.
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CONCLUSIONES

Se concluye que la transformacion con la enzima bifuncional TPS-TPP para sintesis de
trehalosa tuvo un impacto en el metabolismo del carbono y en la respuesta a estrés por
sequia de las plantas de trigo transformadas, permitiéndoles enfrentar la sequia de

manera mas eficiente y con ello sobrevivir al estrés.
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