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RESUMEN

El ciclo de Calvin es la fase de la fotosintesis mediante la cual las plantas producen
carbohidratos a partir de la fijacién de diéxido de carbono (CO3) por la enzima Rubisco.
El agua es un sustrato fundamental para la fotosintesis, por lo que la sequia es uno de los
tipos de estrés abidtico que més afecta el desarrollo de las plantas. Existe un grupo especial
de plantas llamado “plantas de resurreccidn”, caracterizadas por sobrevivir a la desecacion
acumulando trehalosa, un azucar no reductor. Se ha demostrado que la modificacion
genética para aumentar la sintesis de trehalosa en diversos cultivos, mejora su tolerancia
al estrés abidtico y que, ademas, mejora la fotosintesis en condiciones de sequia; sin
embargo, se desconoce el impacto que tiene en el ciclo de Calvin. El objetivo de este
trabajo fue analizar el efecto de la transformacion con el gen ScTPS1-TPS2, el cual
codifica para una enzima bifuncional para sintesis de trehalosa, sobre el ciclo de Calvin
en plantas de trigo bajo sequia. Se sembraron plantas transformadas con el gen ScTPS1-
TPS2, una dirigida por el promotor de expresion constitutiva CaMV 35S (35S) y dos lineas
por el promotor de respuesta a estrés rd29A (RD1B y RDI1C) y plantas de trigo no
transformadas (NT). Las plantas se sometieron a un tratamiento de ocho dias de sequia y
se determinaron sus parametros fotosintéticos, actividad de Rubisco, fructosa 1,6-
bifosfatasa y sacarosa fosfato sintasa y se cuantificé el contenido de azUcares. Las plantas
transformadas mantuvieron la actividad de Rubisco dos veces mas alta (P<0.05) al final
del tratamiento respecto a las NT. Las lineas RD1B y RD1C tuvieron una tasa fotosintética
mas alta (P<0.05) durante el tratamiento y no mostraron cambios (P>0.05) en su
intercambio gaseoso, mientras que en la linea 35S la fotosintesis disminuy6 (P<0.05)
debido a una menor asimilacion de CO; al igual que en las NT. La linea 35S tuvo una
mayor concentracion de trehalosa, pero menos sacarosa y almidéon que las otras lineas, lo
cual afect6 su crecimiento y disminuyd la continuacion del ciclo de Calvin. Las lineas
RD1B y RD1C mantuvieron el ciclo de Calvin y la sintesis de almidon y, aun cuando
aumentaron la trehalosa durante la sequia, su crecimiento no se vio afectado. Se concluye
que la transformacion con el gen ScTPS1-TPS2 mejora la fotosintesis y produce cambios
en el flujo de carbono fijado por la Rubisco, lo cual impacta sobre el ciclo de Calvin.

Palabras clave: fotosintesis, ciclo de Calvin, trehalosa, sequia, trigo.
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ABSTRACT

The Calvin cycle is the phase of the photosynthetic process in which the enzyme Rubisco
fixes carbon dioxide (CO.) for carbohydrate synthesis, such as sucrose and starch. Water
is a fundamental substrate for photosynthesis, making drought one of the most damaging
types of abiotic stress for plants. Resurrection plants, a unique group of organisms, can
survive desiccation conditions by accumulating trehalose, a non-reducing sugar. It has
been demonstrated that increasing trehalose synthesis in crops by genetic modification
enhances their abiotic stress tolerance and improves their photosynthetic performance,
even during drought. However, how the Calvin cycle is modified by this transformation
remains unknown. The aim of this work was to analyze the effect of the transformation
with the ScTPS1-TPS2 gene, for the overexpression of a bifunctional TPS-TPP enzyme
for trehalose synthesis, in the Calvin cycle of wheat plants during drought stress. Non-
transformed (NT) and three different transformed wheat plants lines were grown. In one
line, transformation with the SCTPS1-TPS2 gene was driven by the constitutive expression
CaMV35S promoter (35S) and by the stress-response promoter rd29A in the other two
lines (RD1B y RDI1C). Wheat plants received an eight-day drought treatment and
photosynthetic parameters, enzymatic activity of Rubisco, fructose 1-6-biphosphatase and
sucrose phosphate synthase, as well as sugar content were measured. Transformed lines-
maintained Rubisco activity two folds higher (P< 0.05) than NT plants at the end of the
drought treatment. RD1B and RD1C lines also had a higher (P<0.05) photosynthetic rate
during drought and their gas interchange was not affected (P>0.05), whereas in 35S line,
as well as in NT plants, photosynthetic rate decreased (P< 0.05) because of a lower CO2
assimilation. Trehalose content was higher (P< 0.05) in 35S line, but it had less sucrose
and starch in comparison with the other plants, affecting Calvin cycle and plant growth.
RD1B and RD1C plants-maintained Calvin cycle activity and starch synthesis and
increased their trehalose (P< 0.05) content during drought, but growth was not affected. It
is concluded that transformation with the ScTPS1-TPS2 gene of wheat plants improves
photosynthesis and modifies Calvin cycle by changes in carbon flux.

Key words: photosynthesis, Calvin cycle, trehalose, drought, wheat.
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1. INTRODUCCION

La fotosintesis es un proceso fundamental para la Tierra, pues a partir de este se
generan el oxigeno y la materia organica necesarios para la vida de muchos organismos
que habitan el planeta. A partir de luz solar, agua y didéxido de carbono (CO,), las plantas,
asi como algunas bacterias y algas fotosintéticas, sintetizan los carbohidratos que
representan la fuente de alimentacién de muchas especies de animales; por ello, la
fotosintesis se considera como la base de las cadenas troficas (Taiz y Zeiger, 2010)

La sintesis de carbohidratos a partir de materia inorganica es posible por la accion de la
enzima ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa oxigenasa, mejor conocida como Rubisco. Esta
enzima es la proteina mas abundante en el planeta y participa en la fijacion del CO;
atmosférico, que utiliza como sustrato para producir moléculas carbonadas durante el ciclo
de Calvin (Taiz y Zeiger, 2010).

En las plantas, el crecimiento y produccion dependen directamente de la fotosintesis, por
lo que la eficiencia de este proceso influye en la acumulacion de biomasa (Parry et al.,
2011). En agricultura, una de las mayores problematicas es la falta de suministro de agua.
Debido a que el agua es uno de los sustratos necesarios para la fotosintesis, las plantas que
crecen en ambientes con baja disponibilidad de agua ven afectado su rendimiento (Basurto
et al., 2008; Marquez Berber et al., 2014). Ademas, se espera que el cambio climatico
aumente la persistencia de las sequias severas en diversas regiones del mundo (IPCC,
2013).

No obstante, las plantas cuentan con diversos mecanismos de respuesta a la sequia. Uno
de los mas estudiados es el ajuste osmético, que consiste en la sintesis y acumulacion de
moléculas que evitan la salida del agua de la célula (Taiz y Zeiger, 2010). Algunas
especies de plantas pueden sintetizar moléculas que, ademas de prevenir la pérdida de
agua, mantienen la estructura celular y protegen a las membranas y proteinas; estas
moléculas son conocidas como “compuestos compatibles” u “osmolitos” (Taiz y Zeiger,
2010; Anjum et al., 2011).

Uno de los osmolitos més estudiados es la trehalosa, un disacarido no reductor con la

caracteristica de ser resistente a temperaturas y pH extremos (Paul et al., 2008). En el reino
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vegetal, existe un grupo particular de plantas con la capacidad de acumular trehalosa,
llamadas “plantas de resurreccion”. La acumulacién de este osmolito les permite
sobrevivir en condiciones de desecacion y de recuperar su metabolismo cuando reciben
agua nuevamente (Dinakar et al., 2012). Por otra parte, también se ha descrito que
microorganismos como Escherichia coli y Saccharomyces cerevisiae, deben su capacidad
de sobrevivir a la deshidratacion y a temperaturas extremas a la acumulacién de trehalosa
(Singer y Lindquist, 1998).

A partir del conocimiento sobre el papel que juega la trehalosa en la proteccion celular,
diversas investigaciones se han centrado en la insercion de genes de origen microbiano en
algunas especies de plantas, para aumentar su capacidad de sintetizar trehalosa (Jang et
al., 2003; Lee et al., 2003; Lyu et al., 2012; Pellny et al., 2004; Cortina y Culiafiez-Macia,
2005), esto con la finalidad de mejorar su tolerancia a condiciones adversas, como la
sequia. Como resultado, se ha encontrado que una mayor sintesis de trehalosa no solo
mejora la tolerancia de las plantas a los ambientes desfavorables, sino que también permite
el mantenimiento de la fotosintesis, aun durante la falta de agua (Jang et al., 2003; Lee et
al., 2003; Lyu et al., 2012; Pellny et al., 2004; Cortina y Culiafiez-Macia, 2005). Sin
embargo, son pocos los trabajos que se han dedicado a estudiar especificamente la relacion
que existe entre una mayor sintesis de trehalosa y una mejor sintesis de carbohidratos a
través del ciclo de Calvin.

Resulta relevante entonces continuar profundizando en estudios sobre el efecto de la
transformacion genética de plantas sobre cambios en su metabolismo, ya que esto
contribuira al desarrollo de especies vegetales mas tolerantes a la sequia y otras
condiciones climaticas adversas. En el presente trabajo se evalué el efecto de la
transformacion de plantas de trigo con un gen para aumentar su capacidad de sintesis de
trehalosa en la eficiencia de su fotosintesis y del ciclo de Calvin.

13



2. LAS PLANTAS Y EL ESTRES HIDRICO

Las plantas son organismos autotrofos, pues producen su propio alimento utilizando

sustancias inorganicas en el proceso conocido como fotosintesis. En la célula vegetal, el
agua constituye de 80 a 95% del volumen total; ademas, es un nutriente esencial, ya que
el agua es uno de los sustratos requeridos para que la fotosintesis pueda llevarse a cabo
(Taiz y Zeiger, 2010).
Desde el punto de vista bioldgico, el estrés es aquel “conjunto de respuestas bioquimicas
y fisioldgicas que definen un estado particular de un organismo, diferente al observado en
condiciones Optimas” (Basurto et al., 2008). Cuando el estrés es causado por factores
ambientales, como la salinidad y pH del suelo, radiacion, temperatura o disponibilidad de
agua, se le conoce como estrés abidtico. Especificamente, el estrés hidrico ocurre cuando
el consumo de agua excede al suministro de esta, y es provocado por los factores abi6ticos
que comprometen la disponibilidad de agua, como la salinidad, el congelamiento o la
sequia. Todos estos tipos de estrés, ya sea por separado o0 en conjunto, afectan el
crecimiento, desarrollo y productividad de los cultivos (Zingaretti et al., 2013).

2.1 Estrés por Sequia en Agricultura

La sequia es la principal limitante en el rendimiento de los cultivos agricolas, ya que la
falta de agua afecta los procesos metabdlicos de las plantas, principalmente la fotosintesis
(Zingaretti et al., 2013). Gran parte de las especies vegetales utilizadas en agricultura
frecuentemente crecen en ambientes donde el agua es limitada, por ejemplo, en México
se estima que el 41% de la superficie agricola se encuentra en zonas aridas y semiaridas
(Basurto et al., 2008).

El déficit de agua compromete el crecimiento y desarrollo de los cultivos; ademas, afecta
su rendimiento y productividad (Taiz y Zeiger, 2010; Chakraborty y Pradhan, 2012). La

agricultura es una actividad econémica que requiere de un gran consumo de agua potable,
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lo que ha aumentado la demanda en su suministro. Ademas, se espera que el cambio
climatico agrave la severidad de las sequias actuales a lo largo del planeta (IPCC, 2013;
Zingaretti et al., 2013), por lo cual el desarrollo de especies vegetales con una mayor
tolerancia a condiciones ambientales adversas podria contribuir a mejorar la produccién

agricola frente al cambio climatico.

2.2 Ajuste Osmético como Respuesta al Estrés

El ajuste osmético es un mecanismo con el cual algunas plantas responden al estrés
hidrico. Para evitar la pérdida de agua en ambientes de sequia, las plantas sintetizan y
acumulan diferentes solutos, disminuyendo asi el potencial hidrico de la célula (Taiz y
Zeiger, 2010).

Los solutos que participan en el ajuste osmético pueden ser moléculas como azucares,
azucares alcoholes, acidos orgénicos, aminodcidos y algunos iones inorganicos; sin
embargo, iones como el Na* pueden inhibir la actividad de algunas enzimas. Los solutos
que no interfieren con las funciones enzimaticas de la célula se llaman “solutos
compatibles” u “osmolitos”. Dentro de este tipo de moléculas se encuentran la prolina, el
manitol, el sorbitol, la glicina betaina y la trehalosa (Taiz y Zeiger, 2010).

El papel de los osmolitos en la proteccion de las plantas frente al estrés ha sido
comprobado en varios trabajos. Al modificar genéticamente diferentes especies de plantas
para aumentar su capacidad de sintetizar osmolitos como manitol, prolina y glicina
betaina, se obtuvieron plantas mas resistentes a la sequia, salinidad, frio y estrés oxidativo
(Moghiaeb et al., 2000; Abebe et al., 2003; De Ronde et al., 2004; Kumar et al., 2004).
También, Sivakumar y colaboradores (2002) encontraron que al aumentar la
concentracion de manitol, trehalosa y otros azulcares alcoholes, la fijacion de carbono en
la fotosintesis se mantuvo durante estrés salino en plantas de Sesbania sesban. Por su
parte, se sabe que un aumento en la acumulacion de prolina esta relacionado con una mejor

tolerancia al estrés en plantas de trigo (Habash et al., 2014; Mishra et al., 2017).
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2.3 El Trigo y los Problemas en su Cultivo

El trigo es uno de los cereales mas consumidos a nivel mundial y ha representado la base
de la alimentacién en muchas culturas desde tiempos antiguos. Dentro del género
Triticum, las especies T. aestivum (panadero) y T. durum (cristalino) son las mas utilizadas
para alimentacion. En México, segun la funcionalidad de su grano, el trigo se clasifica
como fuerte, medio fuerte, suave o cristalino; estos ultimos son utilizados para producir
pastas y sémolas, mientras que los primeros se emplean en la industria de panificacion
(Juérez et al., 2014).

Las plantas de trigo tienen una temperatura 6ptima de crecimiento de 10 a 25 °C, mientras
que la humedad del suelo no debe ser menor al 30%. Su ciclo de vida consiste en una serie
de cinco etapas de desarrollo: emergencia, macollaje, encafiado, formacion de la espiga y
llenado del grano. Una vez formado el grano, sigue una etapa de secado, donde las semillas
formadas pierden humedad (Miralles et al., 2014).

Por su tipo de fotosintesis, el trigo se clasifica como una planta C3. La hoja donde se
forma la espiga, llamada “hoja bandera”, es fundamental para su rendimiento, ya que
realiza una fotosintesis mas eficiente que el resto de las hojas y aporta de 30 a 50% de los
carbohidratos utilizados para producir grano (Medrano et al., 2012; Flexas et al., 2016;
Dwivedi et al., 2017).

La produccion mundial de trigo ha sido afectada por problemas ambientales como sequias,
heladas o excesos de lluvia (Marquez Berber et al., 2014). La disponibilidad de agua
representa una limitante para su produccion, tanto bajo condiciones de temporal, como
por irrigacion. Los cultivos realizados bajo irrigacion tienen un rendimiento casi tres veces
mayor a los que dependen de las precipitaciones; sin embargo, el agua es uno de los
insumos mas caros para los productores (Marquez Berber et al., 2014).

Lo anterior ha provocado que la mayoria de los productores mexicanos prefieran sembrar
trigo cristalino, pues es mas tolerante a las condiciones climaticas desfavorables
comparado con el panadero. No obstante, el trigo cristalino no se consume tanto como el
panadero, por lo que los agricultores mexicanos se han visto en la necesidad de exportar

su produccion e importar trigo para panificacion. Por ello, la introduccion de nuevas

16



variedades de trigo panadero mas tolerantes a los ambientes extremos es una necesidad

para mejorar la produccion agricola (Marquez Berber et al., 2014).
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3. LA TREHALOSA Y SU FUNCION

La trehalosa (a-D-glucopiranosil-a-D-glucopirandsido) es un disacéarido formado por

dos moléculas de glucosa unidas por un enlace glucosidico a-a-1-1. Este enlace le confiere
ciertas caracteristicas particulares a la molécula: ademas de ser no reductor, es estable a
temperaturas de hasta 100 °C y a un rango de pH de 3.5 hasta 10 (Paul et al., 2008).
La molécula de trehalosa es altamente hidroxilada, por lo que tiene la capacidad de formar
puentes de hidrdgeno con las proteinas y membranas celulares, manteniendo su estructura
y funcion. Se propone que la trehalosa interactia con la capa de hidratacion de las
proteinas cuando la célula se encuentra en condiciones de desecacion (Pereira et al., 2004;
Jain y Roy, 2009).

3.1 Abundancia en la Naturaleza

La trehalosa es sintetizada por todos los organismos, excepto por los vertebrados (Paul et
al., 2008). En el reino vegetal, este disacarido se encuentra ampliamente distribuido.
Existe un grupo especial de plantas con la capacidad de acumular esta molécula, llamado
“plantas de resurreccion” (Valenzuela-Avendafio y Valenzuela-Soto, 2009; Dinakar et al.,
2012).

Las plantas de resurreccion reciben ese nombre porque pueden sobrevivir en condiciones
de deshidratacién casi completa y recuperar su estado funcional al rehidratarse.
Generalmente, estas plantas crecen en ambientes donde hay poca disponibilidad de agua.
Algunos ejemplos de este tipo de plantas son Craterostigma plantagineum, Myrothamus
flabellifolia, Eragostis nindensis, Xerophyta viscosa y las plantas del género Selaginella,
entre otras (Dinakar et al., 2012).

La tolerancia de estas plantas a la falta de agua se debe a los diversos mecanismos con los
cuales protege la integridad celular y repara el dafio provocado por los procesos de

deshidratacion y rehidratacion. Uno de ellos es el apagamiento de su fotosintesis durante
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la desecacion como estrategia para minimizar la generacién de especies reactivas del
oxigeno. Ademds, cuentan con un sistema de enzimas y moléculas con actividad
antioxidante (Kranner y Birti, 2005; Dinakar et al., 2012).

El mecanismo bioguimico mas importante en estas plantas, sin embargo, es su capacidad
de sintetizar y acumular azlcares no reductores, como sacarosa, rafinosa v,
principalmente, trehalosa; este Gltimo sobre todo en las plantas del género Selaginella
(Valenzuela-Avendafio y Valenzuela-Soto, 2009). En otras especies, se ha reportado la
acumulacién de sacarosa como producto de la fotosintesis, relacionada con la actividad
de las enzimas sacarosa fosfato sintasa (SPS) y sacarosa sintasa (SS) (Ingram et al., 1997;
Ramanjulu y Bartels, 2002; Dinakar et al., 2012).

La trehalosa también ha sido muy estudiada en microorganismos, principalmente en
levaduras. En Saccharomyces cerevisiae, la presencia de trehalosa se relaciona con su
supervivencia a altas temperaturas y a la deshidratacion, asi como a la reactivacion de su
metabolismo después de rehidratarse (Singer y Lindquist, 1998). Se propone que la
trehalosa previene la desnaturalizacién de las proteinas como una alternativa cuando la
proteccién por proteinas de choque térmico (heat shock proteins) no es suficiente (Singer
y Lindquist, 1998).

3.2 Vias de Sintesis de Trehalosa

Actualmente se conocen cinco diferentes rutas por las cuales se lleva a cabo la sintesis de
trehalosa (Fig. 1). De estas, la mas distribuida en la naturaleza es la via trehalosa fosfato
sintasa-trehalosa fosfato fosfatasa (via TPS-TPP) (Fig. 1e) (Paul et al., 2008; Valenzuela-
Avendafo y Valenzuela-Soto, 2009).

En la via TPS-TPP, la trehalosa-6-fosfato sintasa (TPS) cataliza la sintesis de trehalosa-6-
fosfato (T6P), transfiriendo una molécula de glucosa a partir de UDP-glucosa, a una
molécula de glucosa-6-fosfato (G6P); después, la trehalosa-6-fosfato fosfatasa (TPP)

defosforila a la molécula de T6P para generar trehalosa y fosfato inorgénico (Paul et al.,
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2008). Esta ruta ocurre en todos los organismos procariontes y eucariontes gque sintetizan
trehalosa; ademas, esta es la Unica via reportada en plantas (Paul et al., 2008).

En cuanto a microorganismos, en S. cerevisiae, se descubrié que la sintesis de trehalosa
estd catalizada por dos enzimas homélogas a la TPS y TPP: la TPS1, con funcién de
sintasa y la TPS2, que actta como fosfatasa. Ambas forman un complejo enzimatico en
conjunto con dos subunidades reguladoras, la TPS3 y la cadena larga de trehalosa sintasa
(TSL). En cambio, en Escherichia coli, la TPS y la TPP son dos entidades separadas (Bell
et al., 1998; Paul et al., 2008).

a b c
Gl ufosa ADP-glucosa
‘ +
Maltosa Glucosa-1-fosfato
Glucosa

Trehalosa sintasa - P
(TS) I'rehalosa fosforilasa

(TreP)

I'rehalosa
glicosiltransferasa
sintasa
(TreT)

OH
OH
HO% HO OH
HO OH o o
OH

Trehalosa

. Trehalosa-6-fosfat
d Maltooligosil-trehalosa € e ?OST C oo

. osfatasa

hidrolasa (TPP)
(TreZ)
Maltooligosil trehalosa Trehalosa-6-fosfato
Maltooligosil-trehalosa ! rehal;:lat;(;—afosfam
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Maltooligosacaridos +
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Figura 1. Rutas de sintesis de trehalosa. Vias de sintesis de trehalosa distribuidas en la
naturaleza. a) Sintesis de trehalosa a partir de maltosa; b) sintesis de trehalosa a partir de
glucosa y glucosa-1-fosfato; c) sintesis de trehalosa a partir de glucosa y ADP-glucosa; d)
sintesis de trehalosa a partir de maltooligosacaridos; e) sintesis de trehalosa a partir de
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UDP-glucosa y glucosa-6-fosfato (Paul et al., 2008; Valenzuela-Avendafio y Valenzuela-
Soto, 2009).

3.3 Mejoramiento Genético de Cultivos para Responder al Estrés

El conocimiento de los mecanismos de respuesta al estrés de las plantas ha permitido el
desarrollo de variedades vegetales mas tolerantes a las condiciones ambientales
desfavorables. Algunos de estos trabajos se han basado en la insercién de genes de origen
microbiano para las enzimas TPS y/o TPP, con el fin de aumentar la capacidad de sintesis
de trehalosa y generar asi plantas resistentes a los diferentes tipos de estrés abiotico (las
citas de estos trabajos se muestran en la Tabla 1).

Al insertar genes que codifican para la enzima TPS, se han conseguido plantas con una
mejor tolerancia a la sequia, salinidad y al estrés oxidativo (Yeo et al., 2000; Lee et al.,
2003; Cortina y Culiafiez-Macia, 2005; Yellisetty et al., 2015). A pesar de ello, algunos
autores han reportado que las plantas con esta transformacion tienen un crecimiento mas
lento, un menor tamafio, raices con aberraciones y cambios en el color de las hojas, entre
otros (Yeo et al., 2000; Lee et al., 2003; Cortina y Culiafiez-Macia, 2005). Una explicacién
para este efecto es que la T6P acta como una molécula sefial que regula el metabolismo
de carbohidratos, ya que inhibe a la SNF1-related kinase 1 (SnRK1), enzima que controla
la sintesis y degradacion de almidon y sacarosa (Lawlor y Paul, 2014; Lunn et al., 2014).
Se propone gque un aumento en la concentracion de T6P esta relacionada con un mayor
contenido de sacarosa y que, incluso, juega un papel importante en el control de la apertura
estomatica (Lawlor y Paul, 2014; Figueroa y Lunn, 2016).

En 2007, Miranda y colaboradores, a partir de los genes que codifican para la TPS1 y
TPS2 de S. cerevisiae, sintetizaron una enzima que combina ambas actividades cataliticas.
La ventaja de esta enzima bifuncional es que previene la acumulacion de T6P, evitando
asi alteraciones en el metabolismo de carbohidratos. En dicho trabajo, la sobreexpresion
de esta enzima en plantas de Arabidopsis thaliana, generd plantas tolerantes a estrés por
temperatura, sequia y salinidad.
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De manera general, el aumento en la sintesis de trehalosa en plantas les ha conferido una
mejor tolerancia a los diferentes tratamientos de estrés a los que fueron sometidas.
Estudios como los mencionados anteriormente respaldan la necesidad de continuar
desarrollando variedades vegetales tolerantes, asi como de investigar a sus caracteristicas

metabdlicas.

Tabla 1. Estudios de la transformacion de plantas para aumentar su capacidad de sintesis
de trehalosa.

Especie Autores Gen incorporado
Alfalfa Suarez et al. (2009) TPS1-TPS2
(Medicago sativa L.) (S. cerevisiae)
Arabidopsis thaliana Miranda et al. (2007) TPS1-TPS2
(S. cerevisiae)
Yadev et al. (2014) TPSy TPP
(E. coli)
Arroz Garg et al. (2002) TPS-TPP
(Oryza sativa L.) (E. coli)
Jang et al. (2003) TPS-TPP
(E. coli)
Papa Yeo et al.(2000) TPS1
(Solanum tuberosum) (S. cerevisiae)
Sorgo Yellisetty et al. (2015) TPS1
(Sorghum bicolor L.) (S. cerevisiae)
Tabaco Lee et al. (2003) TPS1
(Nicotiana tabacum) (S. cerevisiae)
Pellny et al. (2004) TPSy TPP
(E. coli)
Tomate Cortina y Culiafez- TPS1
(Solanum lycopersicum) Macia (2005) (S. cerevisiae)
Lyu et al.(2012) TPS-TPP
(S. cerevisiae)
Trigo Valenzuela-Avendafio TPS1-TPS2

(Triticum aestivum L.)

(2012)

(S. cerevisiae)
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4. FOTOSINTESIS

La fotosintesis es la via metabdlica por la cual se sintetizan moléculas de carbohidratos
a partir de la fijacién del dioxido de carbono (COz) de la atmosfera, utilizando agua y
energia luminosa como sustratos, y generando oxigeno y glucosa como productos. Este
proceso lo llevan a cabo organismos como las plantas, algas fotosintéticas (verdes y
azules) y algunas especies de bacterias, y es fundamental para el mantenimiento de la vida
terrestre (Taiz y Zeiger, 2010).
En las plantas, la fotosintesis es clave para su crecimiento y desarrollo, ya que a partir de
ella se obtiene la energia quimica necesaria para sostener el resto de los procesos
metabolicos (Taiz y Zeiger, 2010). La eficiencia de este proceso representa una limitante
en la productividad de los cultivos. En condiciones ambientales normales, se calcula que
la eficiencia de conversidn de energia de la fotosintesis en las plantas C3 es solo del 5%
(Parry et al., 2011; Ashraf y Harris, 2013). La fotosintesis se ve facilmente afectada por
factores ambientales, principalmente por la falta de agua (Ashraf y Harris, 2013). Para
fines de su estudio, cominmente la fotosintesis se divide en dos fases: la fase luminosa y

la fase oscura (también llamada ciclo de Calvin).

4.1 Fase Luminosa

Se le llama fase luminosa a la serie de reacciones de la fotosintesis que dependen de la
captacioén de la luz solar. Durante este proceso, la energia luminosa, en forma de fotones,
incide sobre las moléculas de clorofila, pigmentos almacenados en los cloroplastos de la
celula vegetal (Taiz y Zeiger, 2010).

La incidencia de la luz provoca una excitacién en los niveles de energia de la clorofila y,
una vez que regresa a su estado basal, los electrones son transferidos a la molécula vecina,
hasta que alcanzan el fotosistema Il (PSII), un complejo proteico donde la molécula de

agua es oxidada para generar oxigeno (O2) y iones H* (Taiz y Zeiger, 2010).
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Después del PSII, los electrones continian su paso a lo largo de una serie de proteinas
incrustadas en la membrana de los tilacoides, pequefios compartimientos presentes en el
interior de los cloroplastos, formando asi una cadena de transporte de electrones. Durante
el proceso, se genera poder reductor en forma de NADPH., asi como un gradiente de
protones, el cual impulsa a la sintesis de moléculas de adenosin trifosfato (ATP) por la
ATP sintasa del cloroplasto (Taiz y Zeiger, 2010).

4.2 Ciclo de Calvin

El Ciclo de Calvin es el proceso de la fotosintesis donde se fija el CO, atmosférico y es
utilizado para la sintesis de azlcares. Aqui, se hace uso del NADPH; y ATP generados en
la fase luminosa (Taiz y Zeiger, 2010).

El CO: entra a la célula a través de los estomas de las hojas y es fijado por la enzima
ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa oxigenasa (Rubisco), para condensarlo con la ribulosa-
1,5-bifosfato (RuBP), una molécula de cinco carbonos. En las plantas C3, el producto de
esta primera reaccion son dos moléculas de 3-fosfoglicerato (3PGA), molécula de tres
carbonos. El 3PGA es transformado a 1,3-bifosfoglicerato por la enzima fosfoglicerato
cinasa, y después a gliceraldehido-3-fosfato (G3P), por la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa. La molécula G3P puede ser dirigida hacia la sintesis de azUcares, o bien,
hacia la regeneracion de RuBP para la continuacion del ciclo (Taiz y Zeiger, 2010).
Durante la sintesis de azUcares, el G3P se condensa con dihidroxiacetona fosfato (DHAP),
otra molécula de tres carbonos, para la formacién de fructosa-1,6-bifosfato (F6P) y
glucosa-6-fosfato (G6P) para asi finalmente obtener glucosa, molécula de gran
importancia en todo el metabolismo energético de la planta (Taiz y Zeiger, 2010).

La sintesis de carbohidratos solo se realiza en los cloroplastos de las hojas, por lo que
existe un sistema de transporte a lo largo de toda la planta para movilizar los azlcares
hacia otros tejidos que requieren energia, como las raices y tallos. Los azlcares no pueden
ser transportados como monosacaridos, sino Gnicamente en forma de sacarosa (Taiz y
Zeiger, 2010).
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Para la produccion de sacarosa, el G3P atraviesa la membrana del cloroplasto a través de
un sistema de proteinas de transporte de triosas fosfato hacia el citoplasma de la célula
vegetal. En este sitio, la SPS cataliza la formacion de sacarosa fosfato a partir de la F6P y
UDP-glucosa y después la SS forma sacarosa, con la liberacion de fosfato inorganico (Taiz
y Zeiger, 2010).
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Figura 2. Ciclo de Calvin y sintesis de azlcares en la célula vegetal.

4.2.1 Rubisco

La Rubisco (E.C. 4.1.1.39) es la enzima responsable de la conversion de carbono de su
forma inorganica a organica, por lo que su actividad es esencial para el mantenimiento de
las cadenas troficas. Es la proteina mas abundante de la Tierra, pues representa un 50%
de la proteina presente en los tejidos vegetales (Garcia-Murria, 2006).
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En la mayoria de las plantas C3, un mayor contenido de Rubisco esté relacionado con
una mejor tasa fotosintética. Por ello, algunos autores consideran que un aumento en la
concentracién de Rubisco mejoraria la supervivencia de las plantas en condiciones de
estrés abidtico, principalmente en condiciones de luz y temperaturas altas (Makino,
2011; Parry et al., 2011).

En condiciones saturantes de luz, la concentracion y fijacion de CO; son los factores
limitantes para la fotosintesis en la mayoria de las plantas. Por lo tanto, la actividad de
Rubisco y la regeneracion de RuBP representan puntos clave para el flujo de esta via
metabodlica (Flexas et al., 2004; Galmés et al., 2014; Flexas et al., 2016).

A pesar de la abundancia de la Rubisco, se considera que su eficiencia es muy baja
debido a que también presenta afinidad por el oxigeno. En plantas C3 expuestas a estres,
la Rubisco también actia como oxigenasa en un proceso conocido como
fotorrespiracion. En la via fotorrespiratoria, se consumen parte del CO; fijado y del ATP
generado, lo que representa una pérdida de energia y una menos produccion de azlcares
(Taiz y Zeiger, 2010). Se ha propuesto que introducir una enzima con alta eficiencia
catalitica (mayor afinidad por el CO2 que por el O2) es una alternativa para mejorar la
fotosintesis en cultivos expuestos a sequia y temperaturas altas, como en el trigo (Parry
et al., 2011; Sharma et al., 2015).

Cuando las plantas C3 se enfrentan a sequia sufren pérdidas en la concentracion y
actividad de Rubisco. Por ejemplo, Bota y colaboradores (2004) encontraron que, en
plantas de frijol y de uva, la actividad de esta enzima disminuye cuando su contenido
relativo de agua (CRA) es de un 75%. En plantas de trigo, por su parte, la diferencia en
la tolerancia a estrés abidtico entre diversas variedades se atribuye principalmente a la
concentracion y actividad de Rubisco, pues al comparar variedades tolerantes y sensibles
al estrés, no se encontraron diferencias en cuanto a su fotoquimica, pero si en su

intercambio gaseoso (Sharma et al., 2015).
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4.2.2 Regulacion del Ciclo de Calvin

Ademas de la actividad de Rubisco, otros puntos de regulacion para el ciclo de Calvin
estan dados por la accion de enzimas implicadas tanto en la sintesis de azlcares, como en
la regeneracion de RuBP (Kobmann et al., 1994; Simkin et al., 2015; Ding et al., 2016).
La fructosa-1,6-bifosfatasa (FBPasa) (E.C. 3.1.3.11) cataliza la liberacién de un fosfato
de la FBP para la generacion de F6P. Esta enzima se considera como una potencial
responsable de la pérdida de la fotosintesis durante el estrés (Ashraf y Harris, 2013).
Kobmann y colaboradores (1994) modificaron genéticamente plantas de papa para
disminuir la expresion de FBPasa, encontrando una reduccion en la tasa fotosintética y un
menor crecimiento de estas.

La sedoheptulosa-1,7-bifosfatasa (SBPasa) (E.C. 3.1.3.37) es la enzima encargada de la
sintesis de sedoheptulosa-7-fosfato, a partir de la liberacion de un fosfato de la molécula
de sedoheptulosa-1,7-bifosfato. Existen reportes de que la SBPasa tiene un impacto sobre
el aumento en la tasa fotosintética y en una mayor tolerancia al frio (Parry et al., 2011;
Simkin et al., 2015; Ding et al., 2016). Simkin y colaboradores (2015) transformaron
plantas de tabaco para aumentar la expresion de SBPasa junto a la fructosa-1,6-bifosfato
aldolasa (FBPA), otra enzima involucrada en la regeneracion de la RuBP. Como resultado
se encontrd que la sobreexpresion de estas enzimas no solo generd plantas con una mayor
tasa fotosintética, sino que también la carboxilacion de la Rubisco y el transporte de
electrones alcanzaron valores mas altos respecto a las plantas no transformadas; ademas,
las plantas tuvieron una mayor produccion de biomasa.

Otro de los puntos de regulacidn mas importantes esta en la actividad de la fosforribulosa
cinasa (PRK) (E.C. 2.7.1.19). La PRK cataliza la sintesis de RuBP mediante la
fosforilacion de ribulosa-5-fosfato, utilizando una molécula de ATP; esto la convierte en
una enzima clave en esta ruta, pues de ella depende directamente la regeneracion del
primer sustrato para que la fijacion de CO> pueda seguir llevandose a cabo. En algunas
especies de plantas C3, la regeneracion de RuBP es uno de los factores mas importantes
para que la fotosintesis continle llevandose a cabo en condiciones de sequia severa (Bota
et al., 2004).
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4.3 Efectos de la Sequia sobre la Fotosintesis

En las plantas, el principal efecto adverso provocado por la sequia ocurre sobre la
fotosintesis. La magnitud de este efecto depende de factores estomaticos, no estomaticos,
0 ambos, segun la especie vegetal. Dentro de las limitaciones estomaticas, estan la
cantidad, el tamafio y la apertura de los estomas; por su parte, las limitaciones no
estomaticas involucran al metabolismo de la planta (Ashraf y Harris, 2013; Feller, 2016).
Por ejemplo, las plantas que tienen menos estomas o de menor tamafio, conservan mejor
el agua durante periodos de sequia (Mishra et al., 2012; Ashraf y Harris, 2013; Feller,
2016).

En las primeras etapas de la sequia, las plantas cierran sus estomas para evitar la pérdida
de agua por transpiracion. Como consecuencia del cierre estomatico, la asimilacion de
CO. disminuye conforme disminuyen el contenido relativo de agua (CRA) y el potencial
hidrico de la planta, lo cual a su vez disminuye la sintesis de carbohidratos (Medrano et
al., 2002; Bota et al., 2004; Chaves et al., 2009; Ashraf y Harris, 2013; Flexas et al., 2016).
La disminucidn en la tasa de transpiracion provocada por la sequia ocasiona un aumento
en la temperatura en la hoja, generando estrés por calor (Lu y Zhang, 1999). Las altas
temperaturas pueden inhibir la actividad catalitica de la Rubisco (Parry et al., 2011;
Sharma et al., 2015; Feller, 2016).

La apertura estomatica esta controlada por el acido abscisico (ABA), una hormona que
también participa en otros procesos fisiolégicos de las plantas, como la dormancia,
floracion y promocidn de la senescencia (Finkelstein, 2013). EI ABA se considera como
una hormona sefializadora del estrés, pues participa en la respuesta a estrés abiotico. En
condiciones de estrés por sequia, al disminuir la humedad del suelo, se genera un aumento
en la concentracion de ABA (Feller, 2016). El ABA se sintetiza en laraiz y es transportado
en su forma conjugada hacia las hojas a través del xilema; después, el ABA pasa a su
forma libre, lo cual promueve el cierre de los estomas en las hojas (Hansen y Dorffling,
1999; Finkelstein, 2013; Feller, 2016).

El estrés por sequia también promueve cambios en la concentracion de los pigmentos
fotosintéticos, tales como una degradacion de las clorofilas. La pérdida del contenido de

clorofilas resulta en una menor eficiencia en la absorcion de luz y, por lo tanto, en una
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menor capacidad fotosintética (Zhang et al., 2011; Ashraf y Harris, 2013). No obstante,
en trigo sometido a sequia, Lu y Zhang (1999), reportaron que la asimilacion de CO;
disminuye hasta un 89%, pero no encontraron que el estrés tuviera efecto sobre el
contenido de clorofila. Al mismo tiempo, la degradacién de clorofila puede ocasionar un
desbalance en el transporte de electrones, lo que produce especies reactivas del oxigeno,
moléculas que inducen estrés oxidativo (Anjum et al., 2011; Ashraf y Harris, 2013).
Ademas de las clorofilas, existen otros pigmentos que participan en el proceso
fotosintético. Los carotenoides comprenden un grupo de pigmentos con una gran
diversidad de estructuras (Taiz y Zeiger, 2010). Se ha descrito que existe una relacion
directa entre los carotenoides y la sintesis de ABA (Finkelsten, 2013). EI ABA es un
compuesto de 15 carbonos, producido a partir de la degradacién de la violaxantina, una
molécula de 40 carbonos. La violaxantina es un pigmento clasificado dentro del grupo de
las xantofilas y se sintetiza a partir del B-caroteno en los plastos de la célula vegetal (Parry
y Horgan, 1991; Finkelstein, 2013).

El papel de los carotenoides en la fotosintesis radica en la absorcion de longitudes de onda
diferentes a las clorofilas, disipando el calor generado por la luz y protegiendo al aparato
fotosintético del estrés por temperatura. Ademas, algunas de estas moléculas pueden
actuar como antioxidantes cuando hay generacion de especies reactivas de oxigeno en
periodos de estrés oxidativo (Parry y Horgan, 1991; Ashraf y Harris, 2013).

Como consecuencia de una disminucion del transporte electronico, también se detiene la
produccion de ATP y NADPH: en la fase luminosa, comprometiendo asi la sintesis de
azucares en el ciclo de Calvin. Se sabe que, en plantas de trigo, las variedades que
mantienen mejor su contenido de clorofila y fotosintesis tienen un periodo de llenado de
grano mas largo y un mejor rendimiento en la produccion de semilla (Vijayalakshmi et
al., 2010; Sharma et al., 2015).

Los niveles en la concentracion y actividad de las enzimas fotosintéticas también se ven
afectados por la sequia (Gill et al.,, 2011; Ashraf y Harris, 2013). Al disminuir la
concentracion de CO: en la célula vegetal, enzimas como la Rubisco y la SPS pierden
parte de su actividad. En plantas de T. aestivum, la sequia severa (CRA de 80%), la
actividad fotosintética disminuye hasta 75% comparado con plantas sin estrés (Lu y
Zhang, 1999; Chaves et al., 2009).
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4.4 Sintesis de Trehalosa y Fotosintesis Bajo Condiciones de Estrés

Si bien, se conoce que la trehalosa esta implicada en la tolerancia a diferentes tipos de
estrés abidtico en plantas, también se ha encontrado que puede estar relacionada con la
conservacion de la fotosintesis (Jang et al., 2003; Lee et al., 2003; Cortina y Culiafiez-
Macia, 2005; Lyu et al., 2012; Pellny et al., 2012). Por ejemplo, Chang y colaboradores
(2014) encontraron que la aplicacion exdgena de trehalosa contrarresté los efectos dafiinos
de la salinidad sobre la pérdida de agua y la fotosintesis en plantas de Catharanthus
roseus.

Por su parte, algunos de los trabajos anteriormente mencionados en la Tabla 1, también
concluyeron que existe una relacion entre la sintesis de trehalosa y una mejor fotosintesis.
Al aumentar la actividad de las enzimas TPS y TPP en las plantas de arroz de Jang y
colaboradores (2003), se encontrd que estas tuvieron una tasa fotosintética mas alta aun
al ser sometidas a diferentes tipos de estrés abiotico; resultados similares se obtuvieron en
las plantas transgénicas de tomate sometidas a sequia de Lyu y colaboradores (2012). Por
su parte, la insercion del gen de S. cerevisiae que codifica para la enzima TPS1, gener6
plantas con un mayor contenido de clorofila y acumulacion de almidédn (Lee et al., 2003;
Cortina y Culidfiez-Macia, 2005). Asimismo, Pellny y colaboradores (2004) encontraron
que las plantas de tabaco transformadas para aumentar la actividad de TPS y TPP, tuvieron
un aumento en su capacidad fotosintética y una mejor actividad de Rubisco. También, al
estudiar las plantas de trigo transformadas por Valenzuela-Avendafio (2012), se encontr6
que la sobreexpresion del gen SCTPS1-TPS2 llevé a obtener plantas con una fotosintesis
mas eficiente, no solo al ser sometidas a condiciones de salinidad y sequia, sino también
al encontrarse sin estrés (Cabral-Torres, 2014; Romero-Reyes, 2016).

Es evidente que, ademas de promover una mejor tolerancia al estrés, un aumento de la
sintesis de trehalosa en plantas también esta involucrada en el mantenimiento de su
fotosintesis (Jang et al., 2003; Lee et al., 2003; Cortina y Culiafiez-Macia, 2005; Lyu et
al., 2012; Pellny et al., 2012). Debido a la susceptibilidad del proceso fotosintético frente
al estrés abidtico, principalmente al estrés por sequia, la transformacién con genes para
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las enzimas TPS y TPP podria representar una alternativa para mantener la productividad
de los cultivos agricolas aun en condiciones adversas.

Resulta entonces pertinente generar mayor conocimiento de las implicaciones metabolicas
que tiene la modificacidén genética de estas plantas. Si bien, estudios como los citados
anteriormente reportan que la fotosintesis mejora al aumentar la sintesis de trehalosa, es
poca la informacion que se tiene respecto a lo que ocurre en el metabolismo del ciclo de
Calvin de estas plantas transformadas. Estudiar el efecto de la trehalosa sobre la fase
oscura de la fotosintesis, permitira elucidar si la mejora en este proceso se debe a la
actividad de las enzimas que participan en el ciclo de Calvin.
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5. HIPOTESIS

La fotosintesis en las plantas transformadas con la enzima TPS-TPP, es mas
eficiente porque la transformacion impacta sobre la actividad de las enzimas que regulan

el ciclo de Calvin.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo General

Analizar el efecto de la transformacion con la enzima bifuncional TPS-TPP sobre

la actividad de las enzimas clave del ciclo de Calvin en plantas de trigo sometidas a sequia.

6.2 Objetivos Especificos

1. Evaluar los cambios en la fotosintesis de las plantas durante el tratamiento de sequia.

2. Cuantificar el contenido relativo de agua, carbohidratos y clorofila a, b y total en los
diferentes dias de sequia.

3. Determinar cambios en la actividad de las enzimas Rubisco, FBPasa y SPS a lo largo

del tratamiento de sequia.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Material Biol6gico

Se utilizaron tres lineas de semillas transformadas de trigo (T. aestivum L.) variedad
Kronstad F2004 con el gen ScTPS1-TPS2 de S. cerevisiae, que codifica para la enzima
bifuncional trehalosa fosfato sintasa-trehalosa fosfato fosfatasa (TPS-TPP). Una linea
cuenta con la transformacion dirigida por el promotor de expresion constitutiva del virus
del mosaico de la coliflor CaMV35S (linea 35S) y dos lineas con la transformacion
dirigida por el promotor de expresion inducible por estrés abidtico rd29A (lineas RD1B y
RD1C) (Valenzuela-Avendafio, 2012).

7.2 Obtencién de Plantas

Previo a la germinacion, las semillas fueron sometidas a un tratamiento de limpieza con
Tween20 al 0.05%, durante 30 min y uno de desinfeccion con una solucion de Plant
Preservative Mixture (PPM) al 10% por 20 min, segun lo establecido por Cabral-Torres
(2014).

Las semillas se pusieron a germinar en cajas Petri con un papel filtro himedo en
condiciones de oscuridad, a una temperatura de 25 °C. Una vez desarrollado el hipocaotilo,
las plantulas fueron expuestas a luz, en periodos de 16 h de luz y 8 h de oscuridad hasta
la emergencia de la raiz; después se trasplantaron en charolas con tierra.

Las plantas se trasplantaron en macetas una vez que desarrollaron la primera hoja y fueron
llevadas al invernadero ubicado en el Departamento de Agricultura y Ganaderia de la
Universidad de Sonora, donde se mantuvieron en condiciones de luz y temperatura

ambiente, en el periodo de diciembre de 2017 hasta abril de 2018.
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7.3 Tratamiento de Sequia

El tratamiento de sequia inici6 una vez que las plantas cumplieron las 7 semanas de edad.
Se suspendid el riego y se monitored la humedad del suelo con un higrémetro, hasta que
esta alcanzd un valor de 30%; a partir de entonces se contaron los 0, 2, 4, 6 y 8 dias de

sequia.

7.4 Cuantificacion del Contenido Relativo de Agua

Para determinar el estado de hidratacién de las plantas a lo largo del tratamiento de sequia,
se cuantificd su contenido relativo de agua (CRA), de acuerdo a la técnica de Slavik
(1974). Se tomé una parte de una hoja de la planta y se pes6 para registrar su peso fresco
(PF). Después, la muestra se dejo en hidratacion en una caja Petri saturada con agua
destilada hasta peso constante y asi obtener el peso turgente (PT). Posteriormente, la
muestra se dejé secar en una estufa VWR modelo Symphony (Pennsylvania, EUA) a 70
°C hasta peso constante para obtener el peso seco (PS). EI CRA se calculd de acuerdo con

la siguiente férmula:

PF-PS

7.5 Medicién de Parametros Fotosintéticos y Curvas de CO;

La actividad fotosintética se midié con un equipo LCi Portable Photosynthesis System
(ADC Bioscientific Ltd, Hertfordshire UK). Se obtuvieron los parametros de tasa
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fotosintética (A), concentracion intercelular de CO; (Ci) y tasa de transpiracion (E). Las
curvas de CO2 se obtuvieron variando la concentracion de CO2 de 50 hasta 1000 pmoles
de CO2 m? s y se analizaron con el programa A/Ci Curve Fitting Utility version 2.0
disefiado por Sharkey y colaboradores (2007).

7.6 Cuantificacion de Clorofilas y Carotenoides

Se determind la concentracion de clorofila total y de carotenoides a partir del método
descrito por Lichtenhalter (1987). Se pesaron 0.1 g de tejido vegetal, se congel6 con
nitrégeno liquido y se pulverizé en un mortero con mano. Al polvo fino obtenido se le
agregaron 1.5 mL de acetona al 80% fria. Se mezcld la muestra en vortex Thermoline
modelo M16715 (Thermoline, lowa, USA) durante 2 min y después se centrifugd en una
centrifuga Thermo Scientific modelo SL16R (Langselbold, Alemania) a 10000 rpm a 4
°C por 3 min. Se recuperd el sobrenadante y se repitio el procedimiento con el precipitado
remanente, hasta extraer todo el color verde. El sobrenadante recuperado se aforé a un
volumen de 10 mL con acetona al 80% fria y se midi6 la absorbancia a las longitudes de
onda de 663, 647 y 470 nm. El contenido de pigmentos se calcul6 a partir de las formulas

siguientes:

Clorofila total (mg/L) = (7.15 X Abs663nm) + (18.7 X Abs647nm) (4)

(1000 x Abs470nm) — (1.82 X Clorofila a) — (85.02 x Clorofila b)
198

Carotenoides (mg/L) =

(5)
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7.7 Cuantificacién de Carbohidratos

Para cuantificar la concentracion de trehalosa y sacarosa se prepararon extractos acuosos
y etandlicos. Se pesaron 0.75 g de hojas de trigo, las cuales se congelaron con nitr6geno
liquido y se pulverizaron en un mortero para obtener un polvo fino. Para los extractos
acuosos se afiadieron 3.75 mL de agua, mientras que para los extractos etandlicos se
afiadieron 3.75 mL de etanol al 80%. Las muestras se mezclaron en vortex y se incubaron
a 50 °C por 24 h; después se centrifugaron a 10000 rpm por 15 min, se recuperé el
sobrenadante y se centrifugd nuevamente bajo las mismas condiciones. Se ajusto el
volumen del sobrenadante recuperado hasta 3 mL con el solvente correspondiente. El
analisis de las muestras se realiz6 por la téecnica HPLC con un equipo Dionex ED50
utilizando una pre-columna Dionex-CarboPac PA10 de 4 x 50 mm y una columna Dionex-
CarboPac PA10 de 4 x 250 mm. Se us6 agua como eluyente a un flujo de 1 mL/min y
NaOH 300 mM post-columna. La concentracion de cada uno de los azucares se calculd

en base a una curva de calibracion utilizando estandares comerciales.

7.8 Obtencién de Extractos Enzimaticos

Los extractos enzimaticos utilizados para los ensayos de actividad se obtuvieron segun lo
descrito por Li y colaboradores (2016). Se pes6 1 g de tejido, se congelé con nitrogeno
liquido y se pulverizé en un mortero con mano. Se afiadieron 3 mL de buffer de extraccion
(Tris-HCI 50 mM pH 8, con EDTA 1 mM, MgCl. 1 mM, glicerol al 12.5%, B-
mercaptoetanol 10 mM y PVP al 10%). La muestra se centrifugé a 10000 rpm por 20 min
a 4 °C en una centrifuga Thermo Scientific modelo SL16R (Langselbold, Alemania), se
recuperd el sobrenadante y se centrifugd nuevamente con las mismas condiciones. El
sobrenadante remanente se almacend a -80 °C en un ultracongelador VWR modelo 5703
(Thermofischer Scientific, Ohio, USA) hasta su uso.
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7.9 Ensayo de Actividad de Rubisco

La actividad de Rubisco se midi6 conforme al método descrito en Li y colaboradores
(2016) con algunas modificaciones. Primero se realizd un paso de activacion de la enzima,
afiadiendo 80 uL de extracto enzimatico a una mezcla de activacion con bufer Tris-HCI
33 mM pH 7.5, EDTA 0.67 mM, MgCl, 33 mM y NaHCO3 10 mM, en un volumen final
de 100 pL. La mezcla se incub6 durante 30 min a 25 °C. Después, el ensayo de actividad
se realizd usando la mezcla de reaccién compuesta por HEPES 5 mM pH 8, MgCl> 2 mM,
EDTA 0.1 mM, DTT 0.25 mM, ATP 0.5 mM, fosfocreatina 0.5 mM, RuBP 0.06 mM, 1
U de creatina fosfocinasa, 1 U de 3-fosfoglicerato fosfocinasa, 1 U de gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa, NaHCOs 1 mM y NADH 0.015. A la mezcla anterior, se
agregaron 20 pL del extracto previamente activado para dar inicio a la reaccion, en un
volumen final de 0.5 mL. Se sigui6 el cambio en la absorbancia a 340 nm durante 3 min
para medir la oxidacion del NADH en un espectrofotometro Varian modelo Cary 50
(Victoria, Australia). Una unidad de actividad se define como un umol de NAD* formado

por min por mL.

7.10 Ensayo de Actividad de Fructosa-1,6-bifosfatasa

Para medir la actividad de FBPasa se siguid el ensayo descrito por Zimmermann y
colaboradores (1976). Se mezclaron Tris-HCI 100 mM pH 8.8, MgCl, 10mM, EDTA 0.5
mM, NADP* 0.3 mM, 0.6 U de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, 1.2 U de fosfoglucosa
isomerasa y extracto enzimatico, en un volumen final de 0.5 mL. Se dio inicio a la reaccion
afladiendo fructosa-1,6-bifosfato 0.6 mM vy se sigui6 el cambio en la absorbancia a 366
nm por 3 min. Una unidad de actividad se define como un pumol de NADPH formado por

min por mL.
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7.11 Ensayo de Actividad de Sacarosa Fosfato Sintasa

La actividad de SPS se determin6 segun la técnica descrita por Huber (1981). En una
primera reaccion, se llevo a cabo la formacion de sacarosa. Se afiadieron 14 uL de extracto
enzimatico a una mezcla de HEPES 40 mM pH 7.5, UDP-glucosa 8 mM, F6P 8 mM y
MgCl> 15 mM, en un volumen final de 0.07 mL.La mezcla se incubd por 10 min a 25 °C
y después se sumergi6 en agua hirviendo por 30 segundos para detener la reaccién.

En la segunda reaccion, se cuantificd la sacarosa formada. Se afiadieron 70 pL. de NaOH
1 N a la mezcla anterior y se hirvié durante 10 min para destruir la F6P que no reacciono.
La muestra se enfrio a temperatura ambiente; después se anadieron 250 pL. de resorcinol
al 1% disuelto en etanol, y 750 pL de HCl al 30%. Se incub¢ la muestra a 80 °C por 8 min
y después se enfrié en hielo, se centrifugd a 1600 xg por 5 min, para después medir la
absorbancia a 520 nm. La concentracion de sacarosa se midié a partir de una curva de

calibracion.

7.12 Cuantificacién de Proteina

La concentracién de proteina de los extractos enzimaticos se cuantificd por el método de
Bradford (1976), usando una curva de calibracion de albumina de suero bovino como

referencia.

7.13 Andlisis Estadistico

El efecto del tratamiento de sequia sobre las plantas se evalud utilizando un analisis de

varianza de una via, con un nivel de P < 0.05. Para identificar diferencias entre las lineas
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de plantas se utiliz6 una prueba de Tukey con un nivel de P <0.05. Los datos se analizaron

con el software NCSS version 2007.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Germinacién y Desarrollo de las Plantas de Trigo

Para la realizacion de este trabajo, se generaron plantas de trigo T. aestivum de diferentes
lineas. Se sometieron semillas de trigo a un proceso de germinacién y se obtuvieron
plantas no transformadas (NT), plantas transformadas con el promotor CaMV35S (linea
35S) y plantas transformadas con el promotor rd29A (lineas RD1B y RD1C). Los
porcentajes y tiempo total de germinacion de las cuatro lineas de plantas de trigo se
muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Porcentajes de germinacion total de las lineas de semillas de trigo.

Linea Germinacion (%) Tiempo méximo (h)
NT 100 24
35S 77 72

RD1B 100 48

RD1C 100 48

Durante el proceso de germinacidn se observaron diferencias en cuanto al tiempo de inicio
de la emergencia de la raiz de las diferentes lineas. Las semillas NT germinaron en su
totalidad a las 24 h, mientras que, en ese mismo lapso, las semillas RD1B germinaron en
un 94% y tanto las 35S como las RD1C, un 74% (Tabla 2). A las 48 h, germinaron las
semillas RD1B y RD1C restantes (Tabla 2). Por su parte, la linea 35S no solo tuvo el
porcentaje total de germinacién mas bajo, sino que también tuvo el crecimiento mas lento
comparada con el resto de las lineas de plantas.

Las lineas de plantas continuaron mostrando diferencias notables a lo largo de su
desarrollo. Las plantas RD1B formaron la segunda hoja antes que el resto de las lineas;
sin embargo, las plantas RD1C tuvieron un mayor namero de hojas y con un ancho de la
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hoja méas grande que el resto de las lineas. Las plantas 35S mantuvieron un crecimiento
retardado y generaron hojas notablemente mas delgadas y alargadas que las otras lineas
de plantas (Anexo 1).

En las plantas de trigo de este trabajo, la expresion constitutiva del gen ScTPS1-TPS2 en
la linea 35S tuvo un efecto en el tiempo de germinacién y en el desarrollo de las plantas,
mientras que las lineas transformadas RD1B y RD1C no mostraron tener afectaciones
durante su desarrollo. Existen en la bibliografia numerosos reportes de que la
modificacion de plantas para sobreexpresar genes que aumenten la actividad de la enzima
TPS, genera cambios morfoldgicos en estos organismos, causados por accion de la T6P
como molécula sefializadora del metabolismo de azucares, resultando en plantas con
menor crecimiento y tamafio (Lunn et al., 2014; Figueroa y Lunn, 2016).

La enzima bifuncional TPS-TPP cataliza la sintesis de trehalosa evitando la acumulacion
de T6P (Miranda et al., 2007). En las plantas de arroz de Jang y colaboradores (2003), la
expresion constitutiva de una enzima bifuncional TPS-TPP de E. coli, no tuvo efectos
sobre la tasa de crecimiento o la fisiologia de las plantas; sin embargo, en plantas de papa,
esta misma transformacion generd plantas con alteraciones fenotipicas y con muerte
prematura.

En base a lo observado para las plantas de trigo en este trabajo, es posible que el efecto de
la sintesis constitutiva de trehalosa dependa no solo de la especie vegetal, sino también de

su etapa fisiologica.

8.2 Contenido Relativo de Agua de las Plantas de Trigo Durante el Tratamiento de

Sequia

Para conocer la respuesta de las diferentes lineas de plantas de trigo ante la falta de agua,
estas fueron sometidas a sequia. Se determiné el contenido relativo de agua (CRA) a lo
largo de los dias del tratamiento de sequia para conocer el efecto del déficit de agua sobre
el estado de hidratacion de las plantas de trigo (Tabla 3).
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El CRA en las plantas de la linea NT y 35S sin estrés era de 75.6 y 76%, respectivamente.
En ambas lineas, este valor aumento en el dia dos y tuvo una disminucién a partir del
cuarto dia del tratamiento de sequia. En el dia ocho, el CRA en las plantas NT fue 44%,
mientras que en las 35S fue de 63% (Tabla 3).

Tabla 3. Efecto del tratamiento de sequia sobre el CRA de las plantas de trigo.

CRA (%)
Sequia (d) NT 35S RD1B RD1C
0 75.6+4.5 76.0 84.0+0.2 86.10.4
2 79.30.16 79.2 78.35.1 81.1+0.1
4 64.9+6.8 72.9 79.3+5.2 72.7+12.1
6 43.8+10.4 70.6 64.2+13.7 47.1%1.7
8 44.1+11.2 63.0 62.9+3.5 43.9+4.4

Los datos corresponden a la media de n=2 + desviacion estandar.

Debido a que para la linea 35S solo se contaba con una muestra biologica para llevar a
cabo esta determinacion, no fue posible aplicar el analisis estadistico, por lo que los
resultados del CRA se consideraran Unicamente como indicador de que hubo pérdida de
agua en estas plantas.

Las lineas RD1B y RD1C tenian un CRA mas alto que las plantas NT y 35S en el dia cero.
En la linea RD1B, las plantas sin estrés tenian un CRA de 84% y este disminuyo6 en el dia
dos. En el dia ocho de sequia, el CRA en las plantas RD1B fue de 62.9%, igual que en las
35S (Tabla 3). Las plantas de la linea RD1C, en el dia cero tuvieron un CRA de 86.1% y
este disminuyd conforme aumenté la sequia. Para el Gltimo dia de tratamiento de sequia,
las plantas RD1C tuvieron un CRA de 43.9% (Tabla 3).

Todas las lineas de plantas mostraron una disminucién en su CRA a lo largo del
tratamiento (Tabla 3). El tratamiento de ocho dias sin riego provoco la pérdida del 41.8%
del CRA en las plantas NT. La disminucion del CRA fue menor en las lineas
transformadas 35S y RD1B, las cuales perdieron 17% y 25% de su CRA, respectivamente,
mientras que la linea RD1C fue la que registrd la mayor pérdida del CRA respecto al resto

de las lineas, la cual fue de 48%.
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El mantenimiento y aumento de los valores del CRA observados durante los primeros
cuatro dias del tratamiento en las plantas NT, 35S y RD1B, puede ser consecuencia del
ajuste osmético mediado por la sintesis de algunos metabolitos, ya que en plantas de trigo
en condiciones de sequia, se ha reportado un incremento en la concentracion de prolina,
asi como de otros aminoacidos como isoleusina, valina y aminoacidos de cadena
ramificada (Bowne et al., 2012; Habash et al., 2014; Mishra et al., 2017).

El tratamiento de sequia afectd el estado de hidratacion de todas las plantas de trigo, donde
las mas afectadas alcanzaron un CRA de hasta menos del 45% en el dia ocho del
tratamiento. La disminucién del CRA en las plantas de trigo es un indicador de la baja
disponibilidad de agua y, por lo tanto, de que las plantas estan en estrés hidrico. El nivel
de la severidad del estrés depende de la especie y de la edad de la planta. Algunos autores
consideran que en T. aestivum un CRA de 80% como estrés severo (Lu y Zhang, 1999),
mientras que otros lo consideran cuando el CRA alcanza hasta el 50% o del 40%,
dependiendo de si es T. aestivum o T. durum, respectivamente (Bowne et al., 2012; Gupta
et al., 2012; Habash et al., 2014).

8.3 Fotosintesis Luminosa en las Plantas de Trigo durante el Tratamiento de Sequia

La fase luminosa de la fotosintesis ocurre cuando la luz incide sobre las moléculas de
clorofila dentro de los cloroplastos. En esta fase, el agua es la fuente de los protones (H")
que generan un gradiente electroquimico a lo largo de la membrana tilacoidal, a partir del
cual se genera ATP y NADPH, (Taiz y Zeiger, 2010). Este proceso resulta crucial para
las plantas, ya que les provee de energia para la sintesis de carbohidratos durante el ciclo
de Calvin; sin embargo, al ser el agua el sustrato principal, la fotosintesis luminosa puede
verse afectada cuando las plantas se encuentran en condiciones de sequia (Taiz y Zeiger,
2010).
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8.3.1 Contenido de Clorofila y Carotenoides

El contenido de clorofila total en las plantas de trigo NT sin estrés era de 1.1 mg gPS?, y
este se vio afectado (P<0.05) una vez iniciado el tratamiento de sequia (Fig. 3A). La
clorofila total en las plantas NT disminuy6 hasta 72% en el dia seis y, en el dia ocho, su
concentracion fue de 0.5 mg gPS™* (Fig. 3A). Por el contrario, los carotenoides en las
plantas NT aumentaron (P<0.05) su concentracion conforme aumento el grado de sequia
(Fig. 3B). En el dia cero, las plantas NT tenian 0.07 mg de carotenoides gPS™? y estos
aumentaron hasta 0.12 mg gPS™ para el final del tratamiento (Fig. 3B).

Las plantas de la linea 35S tuvieron una concentracion de clorofila total tres veces menor
(P<0.05) que las otras lineas en el dia cero (Fig. 3A). Aunque entre el segundo y sexto dia
de sequia la concentracion de clorofila fue significativamente mas alta, en el dia ocho del
tratamiento, esta tuvo un valor de 0.4 mg gPS*? (Fig. 3A). La linea 35S no mostro
diferencias (P>0.05) en el contenido de carotenoides respecto a las plantas NT sin estrés
(Fig. 3B). Al dia dos de sequia, hubo un aumento (P<0.05) en su concentracion, la cual
disminuy6 para el dia ocho, donde los carotenoides fueron de 0.06 mg gPS™? (Fig. 3B).
La linea RD1B en el dia cero tuvo 0.9 mg de clorofila g PS™. La concentracién de este
pigmento disminuy6 (P<0.05) durante la sequia y al dia ocho, la clorofila total fue de 0.7
mg gPS? (Fig. 3A). Respecto a los carotenoides, al igual que la linea 35S, las plantas
RD1B tuvieron la misma (P>0.05) concentracion que las plantas NT en el dia cero (Fig.
3B). A partir del dia dos de sequia, los carotenoides tuvieron una concentracion variable,
la cual en el dia ocho fue de 0.13 mg gPS™* (Fig. 3B).

Las plantas de la linea RD1C tuvieron un contenido de clorofila total mas alto (P<0.05)
en comparacion del resto de las lineas de trigo en el dia cero (Fig. 3A). El contenido inicial
de clorofila fue 1.2 mg gPS?y este disminuyé (P<0.05) a lo largo de los dias. En el dia
ocho, la linea RD1C tuvo el mismo nivel de clorofila que la linea RD1B (0.7 mg gPS™?)
(Fig. 3A). Los carotenoides fueron también significativamente méas altos en las plantas
RD1C en el dia cero que en las otras lineas de plantas (Fig. 3B), pero estos disminuyeron
(P<0.05) durante el tratamiento de sequia. En el dia ocho la concentracion de carotenoides
en las plantas RD1C fue de 0.13 mg gPS? (Fig. 3B).
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La disminucion en el contenido de clorofila total de las lineas de plantas de trigo
corresponde con la disminucion del CRA durante el tratamiento de sequia (Tabla 3). Al
final del tratamiento de sequia, el contenido de clorofila total fue mas bajo en las plantas
transformadas 35S, mientras que la linea RD1B no mostré diferencias respecto a las
plantas NT, y la linea RD1C tuvo la concentracion de clorofila total mas alta. Estos
resultados concuerdan parcialmente con lo reportado en plantas de tabaco y tomate que
sobreexpresan la TPS1, ya que estas plantas tuvieron una mejor conservacion de la
clorofila respecto a las plantas no transformadas (Lee et al., 2003; Cortina y Culiafnez-
Macia, 2005).
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Figura 3. Contenido de pigmentos fotosintéticos en las lineas de plantas de trigo durante
el tratamiento de sequia. Contenido de clorofila total (panel A) y carotenoides (panel B)
en las plantas de trigo durante el tratamiento de sequia. Los valores corresponden a la
media de n=3 + desviacion estandar. Literales diferentes indican diferencias significativas
entre los dias del tratamiento (P<0.05).
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Si bien, se sabe que la degradacion de clorofilas es uno de los factores que limitan la
fotosintesis en las plantas en condiciones de estrés abidtico (Anjum et al., 2011), en
algunas especies podria no ser realmente la limitante principal, ya que otros factores como
el intercambio gaseoso Yy actividad de la Rubisco tienen mayor influencia en el
mantenimiento de la eficiencia fotosintética (Bota et al., 2004; Flexas et al., 2016).

El aumento en la concentracion de carotenoides en las plantas de trigo NT podria
relacionarse con una generacion de estrés oxidativo ocasionado por la sequia, ya que se
sabe que estos pigmentos actlan como proteccidn ante las especies reactivas de oxigeno
generadas cuando la fase luminosa de la fotosintesis se ve afectada por la degradacion de
clorofilas (Ashraf y Harris, 2013). Ademas, el aumento significativo en los pigmentos
observado en las plantas NT en el dia ocho, después de que estos habian disminuido en
dias anteriores, puede ser consecuencia de la accion del ABA durante el estrés por sequia,
pues se ha encontrado que existe una relacién directa entre la concentracién de ABA y de
clorofila total y carotenoides en la hoja (Barickman et al., 2014).

En las plantas transformadas RD1C, a pesar de la disminucion de las clorofilas, no hubo
aumentos en el contenido de carotenoides, lo que indicaria que el tratamiento de sequia
no genero estrés oxidativo en esta linea. Por otro lado, en las lineas 35S y RD1B, el
contenido de carotenoides tuvo un comportamiento variable a lo largo del tratamiento de
sequia. Esto podria significar que los carotenoides participaron en la captacion de luz a la
par que las clorofilas, debido a su capacidad de absorber diferentes longitudes de onda
(Ashraf y Harris, 2013).

8.3.2 Actividad del Transporte de Electrones

Las curvas de CO; (o curvas A/Cc) para las plantas de trigo se realizaron en los dias cero
y ocho del tratamiento de sequia (Fig. 4).

Las gréaficas de las curvas de CO2 muestran que, tanto para las plantas NT como para las
lineas transformadas, la tasa fotosintética disminuy6 notablemente en el dia ocho de
sequia (Fig. 4). En el dia cero, la tasa fotosintética observada (Aobs) aumenta conforme
aumenta la concentracién de CO; en el cloroplasto (Cc). La caida en la grafica de Aobs del
dia ocho de sequia indica que la fotosintesis en las plantas no aumenté ante incrementos
de Cc, contrario a lo observado en el dia cero (Fig. 4).
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Figura 4. Curvas de CO: de las lineas de plantas de trigo sin estrés y a los ocho dias del
tratamiento de sequia. Respuesta de la tasa fotosintética (A) a cambios en la concentracion
de CO2en el cloroplasto (Cc).
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Las curvas de CO, muestran cambios en las graficas correspondientes a los factores
involucrados en el mantenimiento de la fotosintesis, tales como el transporte de electrones,
la actividad de Rubisco y la regeneracion de RuBP, los cuales, a su vez, impactan sobre
la produccidn de triosas fosfato (Fig. 4). En las graficas del dia ocho, se observa un declive
en las graficas de los diferentes parametros involucrados en la actividad fotosintética.
Todos los pardmetros disminuyeron de forma mas evidente en la linea 35S (Fig. 4),
mientras que en las gréficas correspondientes para las lineas RD1B y RD1C en el dia ocho
de sequia (Fig. 4), no se observan grandes diferencias respecto a las plantas NT (Fig. 4).
El programa de analisis de curvas A/Cc permite también estimar numéricamente los
pardmetros fotosintéticos que afectan la tasa fotosintética por la sequia, tales como la
actividad del transporte de electrones (J) (Tabla. 4).

Tabla 4. Cambios en la actividad del transporte de electrones de las plantas de trigo antes

y después del tratamiento de sequia.

Linea
NT 35S RD1B RD1C
Sequia (d) 0 8 0 8 0 8 0 8

(umolJm 2gy 29 96 108 25 142 8 120 73

Cambios en la actividad del transporte electronico (J), calculado a partir de la ecuacion
de Sharkey y colaboradores (2007).

El valor de J en las plantas NT tuvo una disminucion de 54% (Tabla 4), mientras que en
las plantas transformadas, J disminuy6 77% en la linea 35S, 40% en la linea RD1B y 44%
en la linea RD1C (Tabla 4).

La disminucion en el valor de J coincide con los cambios en la concentracion de clorofila
total. En las plantas NT, la degradacion de la clorofila total (Fig. 3A) influy6 en la
disminucidn de la actividad en el transporte de electrones al final del tratamiento de sequia.
Esto explicaria también la generacidn de estrés oxidativo, evidenciada por aumentos en el

contenido de carotenoides (Fig. 3B).
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En la linea 35S, es probable que la baja tasa de transporte de electrones sea consecuencia
del bajo contenido de clorofila total que tuvieron estas plantas (Fig. 3A) y no porque se
genero estrés oxidativo. En contraste, las plantas RD1B y RD1C mantuvieron mejor su
contenido de clorofila total a los ocho dias de sequia, respecto a las plantas NT y 35S, lo
que les permiti6 conservar la actividad del transporte de electrones.

8.4 Intercambio Gaseoso de las Plantas de Trigo Durante el Tratamiento de Sequia

Para conocer el efecto del tratamiento de sequia sobre el intercambio gaseoso de las
diferentes lineas de plantas de trigo, se determinaron la tasa fotosintética, concentracion
intercelular de CO; y la tasa de transpiracion.

8.4.1 Tasa Fotosintética (A)

La tasa fotosintética en las plantas NT sin estrés fue de 17 umol CO, m? s, La fotosintesis
fue mayormente afectada (P<0.05) en el dia seis y, en el dia ocho el valor de A en las
plantas NT fue de 14 pmol CO, m? s? (Fig. 5). La fotosintesis en la linea 35S tuvo un
comportamiento similar al de las plantas NT (Fig. 5). La tasa fotosintética en las plantas
35S en el dia cero era de 16 pmol CO2 m? s y este valor disminuyé (P<0.05) a partir del
dia seis de sequia, el cual fue de 12 umol CO, m? s en el dia ocho (Fig. 5).

Las plantas transformadas RD1B y RD1C sin estrés tenian una fotosintesis de 21 pmol
CO, m? s, Ia cual fue mas alta (P<0.05) en comparacion con las plantas NT y 35S en el
dia cero (Fig. 5). En la linea RD1B, la tasa fotosintética no tuvo cambios significativos
hasta el dia ocho de sequia, donde el valor de A fue de 19 pmol CO, m? s (Fig. 5). Por
su parte, la fotosintesis en la linea RD1C se mantuvo sin cambios (P>0.05) hasta el final

del tratamiento de sequia (Fig. 5).
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La tasa fotosintética de las plantas de trigo NT tuvo una recuperacion en el dia ocho
después de haber registrado su valor mas bajo en el dia seis. Ya que el tratamiento de
sequia consistio en Unicamente ocho dias sin riego, es probable que la tasa fotosintética
en las plantas NT nuevamente disminuyera si el estrés se hubiese prolongado. Resultados
similares se han reportado por Balla y colaboradores (2014), quienes al estudiar la
fotosintesis de variedades de T. aestivum tolerantes y sensibles a altas temperaturas,
encontraron que la variedad sensible perdi6 un 60% de su tasa fotosintética a los seis dias
de sequia, pero esta se recuperé al dia nueve; no obstante, la fotosintesis decayo

nuevamente a los once dias de estrés.
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Figura 5. Tasa fotosintética (A) de las lineas de plantas de trigo durante el tratamiento de
sequia. Los valores corresponden a la media de n=6 * desviacion estandar. Literales
diferentes indican diferencias significativas entre los dias del tratamiento (P<0.05).
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8.4.2 Concentracion Intercelular de CO; (Ci)

El pardmetro Ci, también denominado concentracion intercelular de CO2, es un indicador
de la cantidad de CO; que atraviesa los estomas y se encuentra fuera de la célula vegetal
en el espacio intercelular. En el dia cero, el Ci en las plantas de trigo 35S y RD1B fue 380
y 395 umol CO2 mol?, respectivamente y este no mostrd diferencias (P>0.05) respecto al
valor del Ci en las plantas NT (Fig. 6). Para el final del tratamiento de sequia, las plantas
NT no tuvieron cambios significativos en el Ci respecto al valor que tenian en el dia cero
(Fig. 6).

El Ci en las plantas 35S disminuy6 (P<0.05) a partir del dia seis, mientras que en la linea
RD1B, el Ci fue mas bajo (P<0.05) a partir del cuarto dia de sequia (Fig. 6). Las plantas
RD1C tuvieron un Ci inicial mas bajo (P<0.05) en comparacion con el resto de las lineas
(320 umol CO; mol?) (Fig. 6). El valor promedio del Ci en la linea RD1C fue variable a
lo largo de los dias, pero el anélisis estadistico no arrojo diferencias significativas entre
estos valores, probablemente debido a la alta desviacion estandar (Fig. 6). Para el final del
tratamiento, las tres lineas de plantas transformadas tuvieron un Ci de alrededor de 260
umol CO2 mol?, el cual fue menor (P<0.05) en comparacion con las plantas NT en el dia
ocho (Fig. 6).

Las plantas de trigo RD1B y RD1C tuvieron un Ci mas bajo respecto a las NT en el dia
ocho de sequia, mientras que su tasa fotosintética se mantuvo mas alta. Este
comportamiento en los parametros fotosintéticos encontrado para las plantas de trigo de
este trabajo coincide con lo reportado en la bibliografia. Shangguan y colaboradores
(1999) también encontraron una relacién inversa entre el Ci y la tasa fotosintética en
plantas de trigo, ya que, bajo un tratamiento de sequia, las plantas tuvieron un aumento en
el Ci cuando la deshidratacion fue mayor, mientras que la actividad fotosintética
disminuy6 en un 33%.

A su vez, Gupta y colaboradores (2012) reportaron que en plantas de T. aestivum, la
aplicacion exdgena de poliaminas y fitorreguladores (sustancias conocidas por mejorar la

tolerancia a sequia en plantas) provocé un aumento en su tasa fotosintética pero una menor
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concentracion interna de CO2 en comparacion de las plantas control en condiciones de
estrés hidrico.

En la linea 35S, la fotosintesis disminuyo a la par del Ci. Es posible que en las plantas NT
y 35S, la disminucion de la tasa fotosintética se deba principalmente a factores no
estomaticos, como la actividad de las enzimas del ciclo de Calvin. Por otro lado, en las
lineas RD1B y RD1C, el aumento de la tasa fotosintética junto a una disminucion del Ci,
indicarian que la disminucidn del CO; intercelular se debi6 a que el CO> estaba siendo
utilizado como sustrato para mantener la fotosintesis a pesar del alto grado de estres.
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Figura 6. Concentracion subestomatica de CO> (Ci) en las lineas de plantas de trigo
durante el tratamiento de sequia. Los valores corresponden a la media de n=6 + desviacion
estandar. Literales diferentes indican diferencias significativas entre los dias del
tratamiento (P<0.05).
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8.4.3 Tasa de Transpiracion (E)

Las plantas NT tuvieron una E mas alta (P<0.05) que las plantas de trigo transformadas
sin estrés (Fig. 7). En el dia cero, E en las plantas NT era de 6.7 mmol H,O m? s y este
valor disminuy6 (P<0.05) al aumentar el grado de sequia. Al octavo dia del tratamiento,
las plantas NT tuvieron una E de 3 mmol H.O m? s (Fig. 7).

En la linea 35S, E se mantuvo sin cambios (P>0.05) hasta el dia seis de sequia (Fig. 7).
En el dia ocho, el valor de E en las plantas 35S fue 40% mas bajo (P<0.05) respecto a los
dias anteriores, disminuyendo al mismo nivel que las plantas NT (Fig. 7). La transpiracion
en las plantas RD1B en el dia cero fue 4 mmol H,O m? s, El valor de E tuvo variaciones
durante el tratamiento, pero en el dia ocho, las plantas RD1B no mostraron diferencias
(P>0.05) en su transpiracion respecto al dia cero (Fig. 7). En la linea RD1C, las plantas
sin estrés tuvieron una E de 5 mmol H.O m? s' y esta se mantuvo sin cambios
significativos hasta el dia ocho de sequia (Fig. 7).

Los resultados de E muestran que hubo una disminucion en la transpiracion en las plantas
de trigo NT conforme aument6 el grado de sequia. Esto evidencia que las plantas NT
cerraron los estomas como una respuesta ante la sequia, ocasionando una disminucion en
la tasa fotosintética. Este resultado, asi como los incrementos en el contenido de los
pigmentos fotosintéticos (Fig. 3), indicarian que la concentracion de ABA aumento en las
plantas NT debido a la sequia, promoviendo el cierre de los estomas. No obstante, en la
linea 35S, aunque también disminuyeron la tasa fotosintética y la transpiracion, los
pigmentos fotosintéticos se mantuvieron en menor concentracion que en las NT (Fig. 3).
Las lineas transformadas RD1B y RD1C tuvieron una E mas alta en los dias de mayor
grado de sequia en comparacion con las plantas NT, indicando que los estomas se
mantuvieron abiertos durante el tratamiento de sequia. Esto puede considerarse como un
indicador de tolerancia a la sequia, pues las variedades de T. aestivum mas tolerantes a
condiciones ambientales desfavorables mantienen su transpiracion hasta un 46% mas alta
que las variedades més sensibles (Balla et al., 2014).

La transformacién con la enzima bifuncional TPS-TPP mejord la fotosintesis de las
plantas transformadas con el promotor de respuesta a estrés, pero no en las plantas

transformadas con el promotor de expresion constitutiva. Las plantas NT y 35S sufrieron
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una caida de los valores de A, Ci y E en el dia ocho de sequia. Esto indica que la
disminucién en la concentracion subestomética de CO, fue provocada por el cierre
estomatico ante la sequia. En contraste, las plantas de las lineas RD1B y RDI1C
mantuvieron valores de A 'y E mas altos que las plantas NT y disminuyeron su Ci, lo que
significaria que estas plantas no cerraron sus estomas durante la sequia, por lo que la baja
concentracion de CO. subestomético estaria relacionado a una mayor fijacion por
Rubisco.
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Figura 7. Tasa de transpiracion (E) de las lineas de plantas de trigo durante el tratamiento

de sequia. Los valores corresponden a la media de n=6 + desviacion estandar. Literales
diferentes indican diferencias significativas entre los dias del tratamiento (P<0.05).
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8.5 Ciclo de Calvin en las Plantas de Trigo durante Sequia

Para conocer el efecto del tratamiento de sequia sobre el ciclo de Calvin en las plantas de
trigo, se determind la actividad de las enzimas involucradas en la regulacion de este ciclo,

asi como en la sintesis de azUcares.

8.5.1 Actividad de Rubisco

La actividad de Rubisco en las plantas de trigo NT era de 120 nmoles mint mg? y esta
disminuy6 (P<0.05) a partir del segundo dia de sequia (Fig. 8). En el dia cuatro, la
actividad de Rubisco en las plantas NT fue de 35 nmoles min™t mg, valor que permanecio
sin cambios (P>0.05) hasta el dia ocho (Fig. 8). Al final de la sequia, las plantas NT
tuvieron una actividad de Rubisco mas baja (P<0.05) en comparaciéon de las lineas
transformadas (Fig. 8).

Tanto en la linea 35S como en la RD1B, la Rubisco inicialmente tuvo una actividad de 40
nmol mint mg? (Fig. 8). En el dia dos, la Rubisco aumenté su actividad a 75 nmoles min-
Y mg™en lalinea 35S y a 65 nmoles min't mg* en la linea RD1B (Fig. 8). En ambas lineas,
la actividad de Rubisco tuvo un comportamiento similar, pues a partir del dia cuatro de
sequia se mantuvo sin cambios (P>0.05); sin embargo, en el dia ocho la actividad
enzimatica en las plantas 35S fue 13% mas baja (P<0.05) que en la linea RD1B (Fig. 8).

La Rubisco en la linea transformada RD1C mantuvo una actividad mas alta (P<0.05)
respecto a las otras lineas de trigo a lo largo de todo el tratamiento de sequia (Fig. 8). En
el dia cero, la actividad de Rubisco fue 148 nmoles min? mg™. La actividad fue variable
entre el segundo Yy el sexto dia de sequia (Fig. 8). En el dia ocho la actividad de Rubisco
en la linea RD1C fue 120 nmoles mint mg™, casi cuatro veces més alta (P<0.05) que en
las plantas NT (Fig. 8).

56



Las tres lineas de plantas de trigo transformadas mantuvieron mejor la actividad de
Rubisco durante la sequia respecto a las plantas NT. Los resultados para la actividad de
Rubisco coinciden con lo encontrado en los parametros fotosintéticos (Fig. 5, 6 y 7).

En la linea 35S, a pesar de que la Rubisco mantuvo su actividad durante el tratamiento de
sequia, el cierre estomatico provocd una disminucion de la captacién de CO. vy, por lo
tanto, una menor fotosintética para el final del tratamiento. En las lineas RD1B y RD1C,
la fotosintesis se mantuvo durante la sequia debido a que continuaron tanto la captacion
como la fijacién de CO.. Ademas, en las plantas RD1C, los bajos valores del Ci respecto
a las otras lineas de plantas (Fig. 6) podrian deberse a que, por la alta actividad de
carboxilacion por Rubisco, el CO> se encontraba dentro del cloroplasto como sustrato de
esta enzima y no en el espacio intercelular de la hoja.

Dentro de los trabajos con plantas modificadas genéticamente para aumentar su actividad
de TPS y/o TPP, es poca la informacion que se tiene respecto a la actividad enzimatica de
Rubisco. Pellny y colaboradores (2004) reportaron que la sobreexpresion de la TPS en
plantas de tabaco genero plantas con un mayor contenido de Rubisco y, por lo tanto, una
actividad de carboxilacion mas alta. En contraste, la sobreexpresion de la TPP provoco
que las plantas de tabaco tuvieran una menor concentracion de esta enzima, pero no
mostraron diferencias significativas en cuanto a su actividad respecto a las plantas no
transformadas. En este trabajo, la sobreexpresion de la enzima bifuncional TPS-TPP tuvo
un efecto en la actividad de Rubisco de las plantas de trigo, manteniendo su actividad aun

durante el tratamiento de sequia.
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Figura 8. Actividad de Rubisco en las lineas de plantas de trigo durante el tratamiento de
estrés por sequia. Los valores corresponden a la media de n=5 + desviacion estandar.
Literales diferentes indican diferencias significativas entre los dias del tratamiento
(P<0.05).

8.5.2 Actividad de Fructosa 1,6-bifosfatasa

En las plantas de trigo sin estrés, la actividad de FBPasa fue mayor (P<0.05) en las plantas
NT que en las lineas transformadas (Fig. 9). En el dia cero, la FBPasa en las plantas NT
tuvo una actividad de 240 nmoles min™® mg™ y esta disminuyo (P<0.05) 33% en el dia dos
del tratamiento. Al sexto dia de sequia la FBPasa tuvo una actividad de 120 nmoles min*
mg?y este valor se mantuvo sin cambios (P<0.05) hasta el dia ocho (Fig. 9).

En las plantas 35S, la actividad de FBPasa fue menor (P<0.05) en comparacion con las
otras lineas trasformadas y las plantas NT (Fig. 9). La actividad de FBPasa en la linea 35S
se mantuvo en 130 nmoles min™t mg? y no tuvo cambios (P>0.05) hasta el dia seis. En el

dia ocho, la actividad de esta enzima aument6 (P<0.05) a 180 nmoles min™t mg? (Fig. 9).
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La linea RD1B tuvo una actividad inicial de FBPasa de 210 nmoles min*t mg?, la cual
disminuy6 (P<0.05) en el dia dos de sequia (Fig. 9). En los dias cuatro y seis, las plantas
RD1B tuvieron su nivel de actividad de FBPasa mas alto (P<0.05) y, en el dia ocho esta
disminuyo (P<0.05) a su nivel inicial (Fig. 9). En la linea RD1C, la actividad de FBPasa
en el dia cero fue de 195 nmoles min™ mg™?. La actividad de esta enzima tuvo cambios
graduales a lo largo del tratamiento y, en el dia ocho de sequia, fue de 120 nmoles min™
mg* (Fig. 9).

En las plantas de trigo NT, la FBPasa disminuy6 su actividad un 50% cuando el grado de
sequia fue mayor (Fig. 9). En las plantas transformadas, la sobreexpresién de la enzima
bifuncional TPS-TPP afect6 la actividad de FBPasa de manera distinta en cada una de las
lineas. En la linea 35S, la actividad de FBPasa fue mas baja en comparacioén a las otras
lineas, mientras que en la linea RD1B, la actividad de FBPasa aumento en el dia cuatro de
sequia y en las plantas RD1C, la actividad se mantuvo sin grandes cambios (Fig. 9).

La FBPasa se considera una enzima clave en la regulacion del ciclo de Calvin, ya que el
producto de su reaccion, la fructosa-6-fosfato, participa como sustrato inicial para la
sintesis de almiddn dentro del cloroplasto, o bien, puede ser dirigida hacia la regeneracion
de RuBP. Una menor actividad de FBPasa significaria que las triosas fosfato son dirigidas

a la sintesis de sacarosa en el citoplasma (Kobmann et al., 1994).
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Figura 9. Actividad de FBPasa en las lineas de plantas de trigo durante el tratamiento de
estrés por sequia. Los valores corresponden a la media de n=5 + desviacion estandar.
Literales diferentes indican diferencias significativas entre los dias del tratamiento
(P<0.05).

En las plantas de trigo NT, la disminucion en la actividad de FBPasa por la sequia,
disminuy6 la regeneracién de RuBP y, por lo tanto, provoco la disminucion de la
fotosintesis y actividad de Rubisco. En la linea 35S, debido a que el gen ScCTPS1-TPS2 se
expresa de forma constitutiva, se favorecio la salida de las triosas fosfato hacia el
citoplasma, disminuyendo la actividad de FBPasa. Por otro lado, en las plantas
transformadas RD1B y RD1C la disminucion significativa en la actividad de FBPasa en
el dia ocho podria deberse a que la sintesis de trehalosa aumento cuando el grado de estrés
se hizo mas alto, debido al promotor de respuesta a estrés.

Lo anterior no coincide con lo reportado por Pellny y colaboradores (2004), ya que a pesar
de que las plantas de tabaco transformadas para sobreexpresar la enzima TPS tuvieron una
mayor actividad de Rubisco, no encontraron cambios significativos en cuanto a la

actividad de FBPasa. Sin embargo, los autores proponen que la transformacion pudo
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influir en el estado de activacién de dichas enzimas, lo cual a su vez podria afectar

positivamente la regeneracion de RuBP.

8.5.3 Actividad de Sacarosa Fosfato Sintasa

Inicialmente, la actividad de SPS fue mas alta (P<0.05) en las plantas NT respecto a las
lineas transformadas (Fig. 10). Las plantas NT tuvieron una actividad de SPS de 26 nmol
min"t mg? en el dia cero. Al segundo dia de sequia, la SPS tuvo una disminucién (P<0.05)
en su actividad, la cual recuper6 (P<0.05) su nivel inicial al dia cuatro (Fig. 10). A partir
del dia seis, la actividad de SPS en las plantas NT disminuy6 (P<0.05) y en el dia ocho
fue de 8 nmol min mg* (Fig. 10).

La actividad de SPS en las plantas transformadas 35S fue de 21 nmol min? mg™ en el dia
cero (Fig. 10). Esta enzima disminuy6 (P<0.05) su actividad en el dia dos y tuvo
variaciones hasta el final del tratamiento de sequia. En el dia ocho, la actividad de SPS
fue de 6 nmol mint mg* (Fig. 10).

En las plantas transformadas RD1B, la SPS en el dia cero tuvo una actividad de 17 nmol
min"t mg?, disminuyendo (P<0.05) casi tres veces para el segundo dia de sequia (Fig. 10).
En el dia cuatro y seis, el valor de la actividad de SPS fue mas alto pero los cambios no
fueron significativos (Fig. 10). En el dia ocho del tratamiento de sequia, la actividad de
SPS en la linea RD1B fue igual (P>0.05) que en las plantas NT y 35S (Fig. 10).

La linea RD1C tuvo una actividad de SPS mas baja (P<0.05) respecto al resto de las lineas
de plantas de trigo durante la mayor parte del tratamiento de sequia (Fig. 10). La actividad
inicial de SPS en las plantas RD1C fue de 10 nmol min™ mg™ y este valor no tuvo cambios
(P>0.05) a lo largo de los dias de sequia (Fig. 10).

Los resultados de la actividad de SPS pueden relacionarse a la actividad de FBPasa,
debido a la relacion que existe entre ambas enzimas (Kobmann et al., 1994). En las plantas
de trigo NT, la actividad de SPS se mantuvo sin grandes cambios hasta el dia ocho,
mientras que la actividad de FBPasa disminuyd en el dia seis de sequia. La disminucion

en la actividad de FBPasa en las plantas NT podria relacionarse con una mayor sintesis de
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sacarosa para mantener otros tejidos, como la raiz, conforme el grado de sequia se hacia
mas alto. Estos resultados podrian explicar la pérdida en la tasa fotosintética (Fig. 5) en
términos de que las triosas fosfato no fueron dirigidas a la regeneracion de RuBP,

disminuyendo la actividad del ciclo de Calvin.
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Figura 10. Actividad de SPS en las lineas de plantas de trigo durante el tratamiento de
estrés por sequia. Los valores corresponden a la media de n=5 + desviacion estandar.
Literales diferentes indican diferencias significativas entre los dias del tratamiento
(P<0.05).

En la linea 35S, mientras que la actividad de FBPasa se mantuvo sin grandes cambios, y
fue méas baja en comparacién con las otras lineas de plantas, la actividad de SPS vari6 a
lo largo de los dias. De forma similar, la SPS en la linea RD1B tuvo variaciones en su
actividad durante los dias de sequia, aunque en esta linea, la actividad de FBPasa se

mantuvo més alta en comparacion con las plantas 35S. Las variaciones en la actividad de
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SPS en las lineas 35S y RD1B podrian deberse a la competencia entre la sintesis de
sacarosa Y de trehalosa por las triosas fosfato en el citoplasma de la célula.

La linea RD1C mantuvo una baja actividad de SPS en comparacion con su actividad de
FBPasa, indicando que las triosas fosfato fueron mayormente dirigidas a la regeneracion
de RuBP y/o acumulacion de almidon dentro del cloroplasto. Ademas, mientras las plantas
NT, 35S y RD1B tuvieron menos sintesis de sacarosa en el dia ocho, el alto grado de
sequia no disminuyo la actividad de SPS en las plantas RD1C. Esto significaria que en la
linea RD1C, el mantenimiento de una alta actividad fotosintética (Fig. 5) y de una alta
actividad de Rubisco (Fig. 8) permitieron a estas plantas mantener el suministro de

carbono, tanto para la regeneracién de RuBP como para la sintesis de aztcares.

8.6 Contenido de Azucares en las Plantas de Trigo durante Sequia

Para complementar la informacion sobre la actividad de las enzimas del ciclo de Calvin,
asi como el efecto de la transformacion con el gen SCTPS1-TPS2, sobre la respuesta de las
plantas transformadas ante el estrés por sequia, se cuantificé el contenido de sacarosa y
trehalosa.

8.6.1 Contenido de Sacarosa

En las plantas NT, la concentracion de sacarosa aument6 (P<0.05) conforme aumenté el
grado de sequia hasta el dia seis (Fig. 11A). En el dia cero, el contenido de sacarosa en las
plantas NT fue de 20 pug gPS™ (Fig. 11A). La concentracion de sacarosa tuvo su nivel mas
alto (P<0.05) en el sexto dia de sequia (60 pg gPS?) y este fue 42% mas bajo (P<0.05) en
el dia ocho (Fig. 11A).

La linea 35S tuvo su contenido de sacarosa més alto en el dia cero (Fig. 11A). A partir del

dia dos del tratamiento de sequia, la sacarosa disminuy6 (P<0.05) y fue mas baja respecto
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a las otras lineas de plantas de trigo (Fig. 11A). En las plantas RD1B la sacarosa tuvo una
concentracion inicial de 22 ug gPS™ (Fig. 11A). A partir del dia seis de sequia, la sacarosa
en la linea RD1B fue 50% mas baja (P<0.05) respecto al dia cero y este nivel se mantuvo
en el dia ocho (Fig. 11A).

La concentracion de sacarosa en las plantas RD1C vario (P<0.05) a lo largo de todo el
tratamiento de sequia (Fig. 11A). En el dia cero, la linea RD1C tuvo un contenido de
sacarosa de 10 pg gPS™, la cual fue menor (P<0.05) en comparacion del resto de las lineas
de plantas (Fig. 11A). En el dia ocho, las tres lineas transformadas tuvieron el mismo
(P>0.05) nivel de sacarosa, el cual fue tres veces menor (P<0.05) respecto a las plantas
NT (Fig. 11A).

El contenido de sacarosa en las plantas NT coincide con la actividad de SPS (Fig. 10), la
cual indica que durante los dias cuatro y seis, cuando la sequia era moderada, hubo sintesis
de sacarosa para sustentar otros tejidos como la raiz. Sin embargo, para el dia ocho las
plantas NT perdieron gran parte de la actividad de SPS (Fig. 10) y, por lo tanto, tenian una
menor concentracion de sacarosa (Fig. 11A), lo cual pudo ser consecuencia del alto grado
de estrés por sequia.

En las plantas de la linea 35S, la concentracion de sacarosa fue menor en comparacion del
resto de las lineas (Fig. 11A). A pesar de que la SPS en las plantas 35S mantuvo su
actividad durante el tratamiento de sequia (Fig. 10), el bajo contenido de sacarosa podria
indicar que este azUcar fue degradado por las invertasas citoplasmaticas para generar
glucosa-6-fosfato, sustrato de la enzima TPS, y dirigirse a la sintesis de trehalosa debido
a la expresion constitutiva del gen bifuncional ScTPS1-TPS2.

Tanto la linea RD1B como la RD1C tuvieron una actividad mas baja de SPS durante la
mayor parte de los dias de sequia en comparacion con la actividad en la linea 35S (Fig.
10). A pesar de ello, las lineas RD1B y RD1C tuvieron mas sacarosa que las plantas 35S
una vez iniciado el tratamiento de sequia (Fig. 11A). Estos resultados pueden explicarse
por el tipo de promotor con el que fueron transformadas estas lineas. Es posible que la
expresion constitutiva del gen bifuncional bajo el promotor CaMV35S dirigiera la
sacarosa sintetizada por la SPS y SPP a su degradacién para usar la glucosa-6-fosfato
como sustrato de la TPS.
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La demanda por sacarosa en las plantas transformadas con el promotor rd29A fue
diferente. Las plantas de la linea RD1B mantuvieron niveles mas altos de sacarosa entre
los dias cero y cuatro (Fig. 11A). A partir del dia seis, la concentracion de sacarosa en la
linea RD1B disminuyd, probablemente como consecuencia de la expresion del gen
ScTPS1-TPS2 bajo el promotor de respuesta a estrés, por lo cual la sacarosa se dirigid
hacia la sintesis de trehalosa para enfrentar la sequia. En las plantas transformadas RD1C,
la concentracion de sacarosa tuvo un aumento importante a partir del dia dos de sequia y,
aunque tuvo variaciones entre los dias dos y seis, en base a la actividad de SPS, la demanda
por sacarosa fue mayor a partir del sexto dia, pues fue el dia en el cual se registré un
aumento en la actividad de SPS para esta linea.

La baja concentracién de sacarosa en la linea 35S podria relacionarse con el menor
crecimiento y desarrollo de estas plantas, ya que la disponibilidad de sacarosa se considera
como un factor determinante para el crecimiento vegetal (Figueroa y Lunn, 2016). La
sacarosa es uno de los productos més importantes obtenidos a partir de la fijacion de
carbono y esta se sintetiza en el citoplasma de las células fotosintéticas una vez que
disminuye la fotosintesis luminosa, a partir del almidon acumulado en el cloroplasto

durante el dia (Figueroa y Lunn, 2016).

8.6.2 Contenido de Trehalosa

Inicialmente, cuando las plantas de trigo no se encontraban en sequia, el contenido de
trehalosa fue dos veces mas alto (P<0.05) en la linea 35S respecto a las plantas NT y las
lineas RD1B y RDI1C (Fig. 11B). A partir del dia dos de sequia, hubo un aumento (P<0.05)
en la concentracion de trehalosa en las plantas NT hasta el dia seis, donde tuvo su
contenido mas alto. En el dia ocho, la trehalosa disminuyo (P<0.05) a 100 pg gPS™ (Fig.
11B)

En la linea 35S la concentracion de trehalosa fue variable en los diferentes dias del
tratamiento de sequia (Fig. 11B). Por su parte, las lineas transformadas RD1B y RD1C, la

trehalosa tuvo un aumento (P<0.05) en su concentracion a partir del dia cuatro en la linea
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RD1B y del dia ocho en la RD1C; para el ultimo dia de sequia, ambas lineas tuvieron un
contenido de trehalosa de 90 pg gPS™ (Fig. 11B).

30 B piao[__ |pia 2[[ 7] Dia 4 [ Dia 6 [ Dia 8

Sacarosa (ug gPS™)

120 -

Trehalosa (ug gPS™)

NT 35S RD1B RD1C

Figura 11. Contenido de sacarosa (panel A) y trehalosa (panel B) en las plantas de trigo
durante el tratamiento de sequia. Los valores corresponden a la media de n=5 + desviacién
estandar. Literales diferentes indican diferencias significativas entre los dias del
tratamiento (P<0.05).

En todas las lineas de plantas de trigo se detecté una mayor concentracion de trehalosa en
comparacion con la sacarosa, incluso en las plantas NT (Fig. 11). La sacarosa, al igual que
la trehalosa, participa en el ajuste osmético en plantas de trigo durante sequia y salinidad,
pero se sabe que la via de sintesis de sacarosa puede llegar a ser hasta mil veces mas activa
que la de sintesis de trehalosa (EI-Bashiti et al., 2005; Figueroa y Lunn, 2016; Paul et al.,
2018). Sin embargo, se ha reportado que en T. aestivum, la magnitud en la acumulacién
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de osmolitos puede ser mayor cuando el estrés ocurre en etapas fisiol6gicas tempranas o
sucede de forma gradual (Shangguan et al., 1999).

Las plantas de trigo NT acumularon mas sacarosa, pero también més trehalosa, que las
plantas de trigo transformadas con el gen SCcTPS1-TPS2. Sin embargo, la diferencia en la
concentracion de azlcares podria deberse al efecto de la transformacion sobre el ciclo de
Calvin, puesto que la actividad enzimatica de Rubisco, FBPasa y SPS en las plantas
transformadas si fue diferente respecto a las plantas NT y entre las tres lineas transgénicas.
En este trabajo, aunque las plantas de trigo fueron transformadas para aumentar su sintesis
de trehalosa, las plantas NT tuvieron una mayor concentracion de trehalosa respecto a las
lineas transformadas. Los resultados obtenidos en otros trabajos similares han mostrado
diferencias entre si. Por ejemplo, Jang y colaboradores (2003) reportaron una mayor
concentracion de trehalosa en las plantas de arroz transformadas con el gen bifuncional
TPSP, pero la cantidad de trehalosa no tuvo correlacion con la expresion del gen. La
misma transformacion en las plantas de tomate de Lyu y colaboradores (2013) también
generd plantas con tres veces mas trehalosa. Por otro lado, Pellny y colaboradores (2004)
no encontraron diferencias significativas en el contenido de trehalosa entre las plantas que

sobreexpresaban la TPS y TPP y las plantas no transformadas.

8.7 Recuperacion de las Plantas de Trigo al Estrés por Sequia

Despues de someter a las plantas de trigo al tratamiento de sequia durante ocho dias, se
reanudo el riego y se evalud su recuperacion del estrés. Todas las plantas que fueron
sometidas al tratamiento de sequia se recuperaron del estrés y continuaron su desarrollo.
Los datos registrados sobre el desarrollo de las espigas de las plantas de trigo se resumen
en la Tabla 5.
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Tabla 5. Tiempo y porcentajes de formacion de espigas e inflorescencias de las lineas de

plantas de trigo.

Semana post-germinacion

10 12

Plantas con primera espiga Espigas con inflorescencias
Linea (%) (%)
NT 50 90
35S 0 14
RD1B o4 89
RD1C 80 100

La formacidn de espigas comenzo a la décima semana post-germinacion en las plantas NT
y en las lineas RD1B y RD1C (Tabla 5). De forma similar a lo sucedido en la etapa de
germinacion de las semillas, las plantas de la linea 35S también mostraron un retraso en
el tiempo de espigamiento (Tabla 5). A diferencia de las plantas NT y de las lineas
transformadas con el promotor rd29A, en las plantas 35S el proceso de formacion de
espigas inicid hasta la semana once, donde incluso se registr6 un menor porcentaje de
plantas espigadas, ya que solo el 14% de las plantas tenia las anteras visibles (Tabla 5).

Después de la formacion de las espigas, otra de las etapas fisioldgicas mas importantes
del trigo es el desarrollo de inflorescencias, que son las estructuras donde se genera el
polen requerido para la polinizacion de las plantas y, por lo tanto, al llenado de grano. La
aparicion de inflorescencias en las plantas de trigo sometidas al tratamiento de sequia
ocurrié en la doceava semana post-germinacion, dos semanas después de que las plantas
desarrollaron la primera espiga (Tabla 5). Para este tiempo, la mayoria de las espigas de
las lineas NT y RD1B habian generado inflorescencias, mientras que para las plantas
RD1C el 100% de las espigas ya contaba con dichas estructuras y fue la Unica que habia
comenzado el desarrollo de una segunda espiga. Las espigas de las plantas transformadas
35S tuvieron un desarrollo mas lento, pues las inflorescencias estaban presentes solo en
un 14% de estas (correspondientes a las Unicas espigas que se habian formado en la

semana once).

68



A lo largo del desarrollo de las plantas de trigo en este trabajo, las plantas transformadas
35S mostraron diferencias notables en su desarrollo y morfologia respecto a las plantas
NT vy las otras lineas transformadas. Por otro lado, en las lineas transformadas RD1B y
RD1C, aunque la germinacion total tardd 24 h mas que en las plantas NT, también germiné
el 100% de las semillas. Las diferencias entre las lineas RD1B y RD1C se observaron en
las siguientes etapas de desarrollo de las plantas. Las plantas RD1B generaron la segunda
hoja antes que las otras lineas, pero la morfologia de sus hojas fue muy similar a las de las
plantas NT. Por su parte, las plantas RD1C formaron mas macollos y hojas mas grandes.
La baja actividad de FBPasa en la linea 35S podria explicar el retraso en la germinacion
y menor viabilidad de las semillas, asi como la generacién de hojas mas delgadas y la
formacion de espiga tardia, ya que esta enzima esta relacionada con la regeneracion de
RuBP y con la acumulacion de almidén en el cloroplasto (Kobmann et al., 1994). Por lo
contrario, el mantenimiento de la actividad de FBPasa en las lineas RD1B y RD1C
permitié una mayor sintesis de almidon, generando asi plantas con un mayor crecimiento.
Ademas, en la linea RD1C la actividad de Rubisco fue mas alta respecto a las otras plantas
de trigo, lo que también pudo influir en la generacién de un mayor nimero de espigas en
un tiempo més corto. Aunque cuentan con el mismo promotor, las lineas RD1B y RD1C
provienen de dos callos de trigo distintos, por lo que es probable que la insercidn del gen
ScTPS1-TPS2 ocurrié en lugares distintos del genoma en cada una de ellas. EI promotor
rd29A permite que el gen bifuncional se exprese en condiciones de estrés abiotico, por lo
que las diferencias en la respuesta de ambas lineas a la sequia se explicarian por las
diferencias en la expresion del gen bifuncional.

El almid6n es el carbohidrato de reserva en las plantas y es acumulado en los cloroplastos
durante el dia, cuando la fotosintesis es mas activa. En la noche, al no haber fotosintesis,
las plantas degradan el almidon para formar sacarosa y generar ATP mediante la
respiracion celular. Ademas de esta relacion entre la sintesis de sacarosa a partir de las
reservas de almiddn, en los ultimos afios, se ha demostrado que el metabolismo de la
trehalosa juega un papel importante en la regulacion de los niveles de sacarosa en las
plantas (Lawlor y Paul, 2014; Figueroa y Lunn, 2016).

La importancia del metabolismo de trehalosa en la regulacion de otros azlcares esta dada

por la T6P, producto de la enzima TPS. La T6P actlda como una molécula sefial frente a
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aumentos en la concentracion de sacarosa ya sea disminuyendo la sintesis de sacarosa, 0
promoviendo su degradacion (Paul et al., 2008; Lawlor y Paul, 2014). Se ha propuesto
también que la T6P puede regular ademés la activacion de las enzimas de sintesis de
almidon (Lunn et al., 2014).

La enzima bifuncional TPS-TPP fue disefiada para promover la sintesis de trehalosa sin
provocar aumentos en la concentracién de T6P (Miranda et al., 2007). Sin embargo, es
posible que al sobreexpresar esta enzima de forma constitutiva, la constante actividad de
la fosfatasa en la linea 35S también altere el equilibrio en los niveles de la T6P, afectando
el contenido de almiddn en plantas de una forma similar a las plantas que sobreexpresan
solo la TPP. Por ejemplo, Kolbe y colaboradores (2005) reportaron que la sobreexpresion
del gen otsB de E. coli (TPP) en plantas de A. thaliana, generd plantas con un menor
estado de activacion de la ADP-glucosa pirofosforilasa, enzima clave en la via de sintesis
de almiddn. Por otro lado, Yadav y colaboradores (2014) encontraron que las plantas con
la misma transformacion no tuvieron diferencias en su contenido de T6P respecto a las

plantas nativas, pero si una menor acumulacién de sacarosa.
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9. INTEGRACION DE RESULTADOS

En las plantas de trigo estudiadas en este trabajo, las lineas transformadas con el gen
bifuncional SCTPS1-TPS2, mantuvieron la fotosintesis de forma mas eficiente durante la
sequia que las plantas de trigo no transformadas. Esto, en concordancia con lo reportado
en la bibliografia (Jang et al., 2003; Lee et al., 2003; Pellny et al., 2004; Cortina y
Culiafiez-Macia, 2005; Lyu et al., 2012).

De manera interesante, los resultados encontrados en este trabajo muestran que existen
diferencias en la respuesta de la fotosintesis de las plantas de trigo cuando el aumento de
la sintesis de trehalosa ocurre de forma constitutiva y cuando esta ocurre en periodos de
estrés. El anlisis de las enzimas y metabolitos que participan en el ciclo de Calvin mostré
que estas diferencias se deben al cambio en el metabolismo de azucares causado por la
modificacion del metabolismo de trehalosa en las plantas de trigo.

En las plantas de la linea 35S, la expresion constitutiva de la enzima bifuncional TPS-TPP
causo diferencias en su morfologia y metabolismo. Las plantas 35S tuvieron el porcentaje
de germinacion mas bajo, asi como un crecimiento retardado y un menor tamafio de hoja.
La actividad de FBPasa fue mas baja en la linea 35S que en las RD1B y RD1C durante la
mayor parte del tratamiento (Fig. 9), por lo que las diferencias en el crecimiento de las
plantas 35S podrian atribuirse a que hubo una menor acumulacion de almidén. A su vez,
esto indicaria que en la linea 35S el flujo de triosas fosfato fue dirigido mayormente hacia
el citoplasma (Fig. 12).

Las variaciones en la actividad de SPS a lo largo de los dias (Fig. 10), podrian deberse a
la competencia entre las enzimas SPS y TPS-TPP por la glucosa-6-fosfato (formada a
partir de las triosas fosfato) en el citoplasma. Pero, con base a los resultados de la
concentracion de azlcares (Fig. 11), la sintesis de trehalosa se vio favorecida frente a la
de sacarosa en la linea 35S como consecuencia de la expresion constitutiva del gen
bifuncional ScTPS1-TPS2 (Fig. 12).

Al ser sometidas al tratamiento de sequia, a pesar de que la Rubisco mantuvo su actividad,
las plantas 35S disminuyeron la tasa fotosintética debido a que el cierre estomatico
interfiri6 con la asimilacion de CO; (Fig. 12). Esto, en conjunto con la baja concentracion
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de clorofila y la disminucidn en el transporte de electrones de la fase luminosa, provoc6
un descenso en la actividad fotosintética (Fig. 12).

Por su parte, en las lineas de plantas transformadas RD1B y RDI1C, el proceso de
germinacion no se vio afectado. La tasa fotosintética en las plantas RD1B y RD1C sin
estrés fue mas alta y, a diferencia de las plantas 35S, las triosas fosfato se dirigieron
mayormente a la continuacién del ciclo de Calvin y/o a la sintesis de almidén, lo que
explicaria las hojas méas grandes y mayor nimero de macollos que tuvieron estas lineas
(Fig. 13).

En condiciones de sequia, las plantas RD1B y RD1C mantuvieron la apertura estomaética,
por lo que continué la fijacion de CO; por la Rubisco (Fig. 13). Ademas, ambas lineas
conservaron mejor el transporte de electrones de la fase luminosa respecto a las plantas
NT y 35S (Fig. 13). La expresion del gen SCTPS1-TPS2 bajo el promotor rd29A provoco
unaumento en la concentracién de trehalosa en las lineas RD1B y RD1C durante la sequia,
sin embargo, debido a la eficiencia de la Rubisco, la regeneracion de RuBP no se vio
afectada (Fig. 13).

De manera general, este trabajo aporta evidencia de la importancia que la trehalosa ejerce,
no solo en la tolerancia al estrés abidtico, sino también en la regulacién del flujo de
carbono y el metabolismo de azlcares en las plantas. Mientras que la sintesis constitutiva
de trehalosa puede afectar el desarrollo vegetal, aumentos en la sintesis de trehalosa bajo
condiciones de estrés por sequia permite el mantenimiento de una fotosintesis eficiente

sin afectar su desarrollo.
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35S Sin Estrés

- 35S En Sequia

Triosas Fosfato
Triosas Fosfato
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I Disminucién I Aumento
Figura 12. Cambios en el ciclo de Calvin en las plantas de trigo transformadas con el
promotor de expresion constitutiva (35S).
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Figura 13. Cambios en el ciclo de Calvin en las plantas de trigo transformadas con el
promotor de respuesta a estres (rd29A).
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10. CONCLUSION

La transformacién genética de plantas de trigo con el gen bifuncional ScTPS1-
TPS2 mejord la fotosintesis en las plantas bajo condiciones de estrés por sequia,
favoreciendo la eficiencia del ciclo de Calvin debido al mantenimiento de la actividad de
las enzimas Rubisco y fructosa 1,6-bifosfatasa, asi como en la exportacion de triosas
fosfato para la sintesis de sacarosa y trehalosa.

75



11. PERSPECTIVAS

El proceso fotosintético es de gran complejidad, ya que implica una serie de
reacciones relacionadas entre si que, a su vez, son reguladas por factores ambientales, tales
como la disponibilidad de agua, luz y temperatura. Ademas, factores internos como el
metabolismo de la planta, influyen en la eficiencia de la fotosintesis.

En el presente trabajo se estudi6 como fue afectado el ciclo de Calvin en plantas
transformadas para aumentar su sintesis de trehalosa. Una de las limitaciones de este
estudio fue el no poder conocer el efecto del tratamiento de sequia sobre la produccién de
biomasa de las plantas de trigo. Este resultado brindaria informacion importante, ya que
la generacion de grano es el producto final del ciclo de vida de esta planta y esta
directamente relacionado con la fijacién de carbono y sintesis de azicares. Asimismo, la
determinacion de la actividad de enzimas relacionadas con la sintesis de almidéon o la
cuantificacion de este permitiria ampliar la informacién respecto a la acumulacién de
biomasa y de como el metabolismo de carbohidratos es afectado por la transformacion
con el gen SCTPS1-TPS2 de las plantas de trigo.

Los datos encontrados indican que la respuesta de las plantas de trigo fue diferente entre
las lineas transformadas, incluso entre las dos lineas transformadas con el promotor
rd29A. A pesar de tener el mismo promotor, las lineas RD1B y RD1C mostraron
diferencias en su respuesta al estrés por sequia, por lo que la evaluacion de la expresion
génica ayudaria a comprender las diferencias existentes entre ambas lineas. De la misma
manera, la cuantificacion de T6P, metabolito crucial en la regulacion del metabolismo de
azucares, permitiria comparar el efecto de la expresion constitutiva y la expresion en
respuesta a estrés abidtico del gen bifuncional SCTPS1-TPS2 sobre las plantas de trigo en
sus diferentes etapas de crecimiento.
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ANEXOS

Anexo 1. Plantas de trigo de las diferentes lineas a las 3 semanas post-germinacion.
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