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Figura 25. Analisis de proteinas en meristemo apical radicular (MAR), mesocotilo y meristemo de
brote apical (MBA) de ejes de 48h tratados con choque térmico ...............cccceecieiiieieececciee e, 51

Figura Al. Representacion de morfologia de semillas de maiz Chalqueiio y VS-5367 al término del
periodo de recuperacion del choque tErmico ............ccceeiviiiiii i e 68

Figura A2. Porcentaje de germinacion de maiz Chalquefo y VS-536, utilizando el método de
Y= 3] o T IRV L=] o 1 [or- | S SER 68

Figura A3. Crecimiento de plantulas tratadas con choque térmico (HS) y control (Ctr) a siete dias
@ FECUPEBIACION. ......ooeieeiiiieeteee ettt e et e e e et e e e e et te e e e e baeeesebteeeeeastaeeeeseseeeansteseesseneananes 69

Figura A4. Longitud de a) coleoptilo y b) primera hoja de plantas a 10, 15 y 21 dias post-
germinacion con o sin choque térmico (HS) aplicado a las semillas a 48 hpi..............cccccccvveennenn. 70

Figura A5. Efecto de espermidina (Spd) en la longitud de raiz primaria, mesocotilo, coleoptilo y
primera hoja de plantas de maiz VS-536 y Chalqueio sometidas a choque térmico, con siete dias
Lo [l =Yoo 1T - ol o T RPN 70

Figura A6. Plantas de maiz Chalqueio y VS-536 a los 21 dias post germinacion, control (252C) o
con choque térmico (422C) realizado por 4h a las 72 hpi, sin espermidina y con 0.1 mM
Lo o 1= 1 1T 13- T PSPPSR 71

Figura A7. Medidas de coleoptilo y primera hoja de plantas de maiz VS-536 y Chalqueiio, con
esperimina, sin espermidina, con y sin choque térmico (HS) a) 10, b) 15y c) 21 dias de germinacidn.

Figura A8. Nimero de hojas expandidas en maiz Chalqueiio y VS-535 VS-536, con y sin espermidina
(Spd), con y sin choque térmico (HS) a 10, 15 y 21 dias de germinacion. ................ccccccceecvveeennee. 73

Figura A9. Porcentaje de supervivencia en maiz Chalquefio y VS-535 VS-536, con y sin espermidina
(Spd), con y sin choque térmico (HS) a 21 dias de germinacion ...............ccccoeceeeviieccieecciee e, 73

Figura A10. Réplicas biolégicas de comparacion de los niveles basales de rpS6 total y fosforilada
(rpS6-P) @Nntre Vari@dades................cooouiiiiiiiiii et et e e e e e e rae e e e eanes 73

Figura A11. Réplicas bioldgicas de Inmuno detecciones para rpS6 total y fosforilada (rpS6-P) de
meristemo apical radicular, mesocotilo y meristemo de brote apical de maiz VS-536 y chalqueio
en condiciones control y con choque térmico (HS)..........coocviiiiiiiii i 74

Figura A12. Réplicas biolégicas de Inmuno detecciéon para HSP70 y HSP101 de meristemo apical
radicular, mesocotilo y meristemo de brote apical de maiz VS-536 y chalquefio en condiciones
control y con choque tErmico (HS). .........ooo it e et e e e e ae e e e e eaes 74

indice de Tablas

Tabla 1. Genes relacionados con el estrés en plantas. *.............cccccoiiiiiiii e, 20

Tabla 2. Sefiales rio arriba de la via TOR en plantas, efecto sobre TOR y sobre la fisiologia de la

[0 111 - TS USSP 28
Tabla 3. Anticuerpos utilizados en Inmuno deteccion. ..............cccccvvviiiiiiiicciee e 43
Tabla 4. Concentracién de anticuerpos utilizados en Inmuno deteccion..............ccccccoeeveeeecnnen.. 44



Tabla Al. Reaccidn para realizar curva patrén de albtiimina sérica bobina. ................c.ccccoeenne. 67

Tabla A2. Preparacion de soluciones para geles de electroforesis..............ccccoveevviiieiiiiiiee e, 67

Tabla de contenido

1.
2.

N o v s~ Ww

RESUMEN ..ttt st snb e e s ba e e s snras 11

INEFOTUCCION ..ttt ettt e st e st esbeesbeeesabeeesabeesabeesnaeesaneeennneanas 12
2.1, IMportancia del MaAizZ...........c.oooeiiiiiie et nae s 12
2.2, Germinacion del MazZ..........ccooiiiuiiiiiiiieeece ettt st 12
2.2.1. Maiz variedad SiNtEICa 536 ...........ccoovuieiiiiiiiiiiiieeeeeee e 16
2.2.2. [V 1720 s -1 (o 11T T TS 17
2.3, EStrés @biotiCo........cooouiiiiiiiiiiieiee et s 19
2.3.1.  Factores de estrés abiOtiCo..............cceeriiiiiiiiiiiiiiiiiee s 19
2.3.2. Mecanismos de defensa ante estrés abiGtico ..............ccoceirriiiriiiiniiiniiiee, 20
. SEAAIIZACION ...t e s be e e sareenas 20
° Respuestas @ estrés abiOtiCo............coooiiiiiiiiiciiic e 21
P T 0 Ty s Yo T o= o T USRI 21
2.4.1. TermoOtOlEraNnCia ........ccccooiuiiiiiiiiie ittt ettt e s e b e naae s 22
2.4.2. EStrés Por Calor @NIMIAIZ ..........cooeiiiiiiiiiiieeee et rbrree e e e e e arraae s 23
2.4.3. Sensores y reguladores maestros de la sefializacion de estrés por calor.................... 24
P T 1 © 1 S PP U PP PP PP OPPP 25
2.5.1. Estructura y funcion en plantas ..............coeeieeiiiiiiiieiec e 25
2.5.2. Via de TOR €N PIaNTas........ovviiiiiiiiiiieiec ettt e e e e et br e e e e e e e e e ataraeeeaeeeees 28
. Reguladores rio arriba de TORCL ............cccviiiiiiiii it e e e e sare e e 28
° Efectores rio abajo de la Via TOR ...........ccciiiiiiiic ettt ettt e e 29
2.6, POlIAMINGS. ..o et st saee et e e ens 30
2.6.1. Poliaminas en el crecimiento temprano de eje embrionario ............ccccccoecvveeennnen. 32
2.6.2. POliamiNas Y @StI@S ..........coociiiiiiiiiiii e e e e e e e et e e e et r e e e e naaaee s 33

ANTECEDENTES DIRECTOS ....oeeitiiiiteeieeteeieestte st st sttt e st e siee st st esbeesaeesanesaneeneeneennees 33

JUSTIFICACION. ...ttt 36

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEIMMA ...ttt ettt e et e e e e e st e e e e s s e snnneeeeeas 37

HIPOTESIS .ottt 37

OBJETIVOS ...ttt ettt et st sttt e b e s bt e sae e sane st ee bt e bt e beesneesmeesaneenneens 37
OBJETIVO GENERAL ...ttt ettt e e e e ettt e e e e e e s bttt e e e e e e s aaneraeeeeeesesannneneaens 37



OBJETIVOS PARTICULARES ........oo ittt ettt e st e e s s e e s e e e s e 38

MATERIALES Y METODOS.......cocveviieieeecieteseiseses ettt se bbb ae bbb s s b s snas 38
8.1. Obtencidn de material biolOGICO..............cccuviiiiiiiiieeeeece e 39
8.2. Desinfeccion de Semillas .............ccoiiiiiiiiiiiiiiiie e 39
8.3. Imbibicién de semillas y crecimiento de plantulas. ..............cccccovveriiiicii e, 39
8.4.  Anadlisis de efecto fenotipico de choque térmico y espermidina..................c.cccvveennne. 39
. Aplicacion de choque tErMICO..............ccciiieiiiiii e et 39
° Evaluaciones a siete dias de recuperacion. .............c.ccooeviiiiiciiii e 40
° Evaluaciones en invernadero a mediano plazo...............ccccooeciiiiieciie e 41
8.5.  Analisis de efecto molecular de choque térmico .............cccccoeeecieiiciiiec e, 41
. Seccidn de ejes embrionarios para analisis molecular..............ccccocceiiiiei e, 41
. EXtraccion de Proteina ............ccceiiiiiiiii ittt e e e ereaeeeeans 41
° Cuantificacion de proteinas por método Bradford .................coooociiiiiiiiei e, 42
. El@CErOfOr@SiS ........eeieiieiieeee ettt et sttt e st e st e s e sbee e b e eaees 42
. Transferencia @ Membrana ............coocii i 43
o INMUNO AEEECCION ...ttt sttt sbe e s s 43

RESULTADOS ..ttt ettt ettt ettt et ht e st sttt e bt e s ae e sae e s abe s bt e bt e bt e sbeesaeeeaseenbeenbeesaeesaeenane 44
9.1. Condiciones basales de germinaciéon de maiz VS-536 y Chalqueifio. ..............cccveeenneen. 44
9.2. Efecto del choque térmico sobre el crecimiento de maiz VS-536 y Chalqueiio. ............ 45
9.2.1. Efecto del choque térmico a 7 dias de recuperacion en oscuridad. .......................... 45
9.2.2. Efecto del choque térmico a mediano plazo. ............ccccooeiiiicciie e, 45

9.2.3. Efecto de espermidina sobre el fenotipo de plantas sometidas a choque térmico... 47

9.3. Respuesta a nivel molecular al choque térmico...............ccoeeeirrveiiiiieiiicireeee e, 49
DISCUSION .....covuiriretaeeeteieestis et ss s esees st 52
CONCLUSIONES ...ttt ettt ettt ettt et et s b et e s be et e bt saeeee s bt et e sbeeatebesneeneeaneeneeneas 56
PERSPECTIVAS ..ttt ettt ettt e e e e e e ettt e e e e e e s nb bttt e e e e e e e ansbbeeeeeeeeesannnrneneas 57
LITERATURA CONSULTADA ..ottt sttt sttt sttt sttt st sae et sbeeste st sae et sbeeateseesbeennens 58
ANEXOS ...ttt sttt st ettt e h et bt et e b bt e b bt st h e e ae et e s bt et e s beehe et sheeneenee 67

10



1. Resumen

El maiz es un cultivo de gran importancia en México, cuya produccién ha disminuido por el
aumento de la temperatura anual, afectando el tamafio de la planta y el llenado de granos.
La germinacién y establecimiento de la planta son etapas criticas en su ciclo de vida e
influyen en la cantidad y calidad de produccién de semilla. El estrés abidtico al que las
plantas se ven sometidas en esas etapas se ha intensificado con el cambio climatico,
aumentando la cantidad de CO; en la atmédsfera, cambiando los patrones de lluvia y
aumentado los periodos de sequia e intensidad de luz, asi como la temperatura. El estrés
por calor causa estrés oxidativo, desnaturalizacion de proteinas, degradacién de los
pigmentos y disminucién del nimero de granos formados en cereales, la tasa de
crecimiento de la planta, la germinacién del polen y su fertilidad. Las plantas como
organismos sésiles han desarrollado diversos mecanismos para mitigar los efectos de estrés
abidtico. Uno de éstos es la produccion de poliaminas, cuya aplicacion exdgena disminuye
el dafo por choque térmico. La via de sefializacion TOR (Target of rampamycin),
considerada un regulador maestro de la proliferacién y el crecimiento celular, se ve
modificada ante el estrés por calor. Recientemente se reporté que TOR regula la traduccién
de enzimas de biosintesis de poliaminas. La via de transduccién de sefiales mediada por TOR
involucra a proteinas del ciclo celular y traducciéon, como la proteina ribosomal S6 (rpS6)
fosforilada por la cinasa S6K, blanco de TOR. En jitomate y maiz se reduce la fosforilacién
de rpS6 ante estrés por calor.

En este proyecto se buscé caracterizar la respuesta fenotipica y molecular a estrés por calor,
asi como evaluar el efecto de la aplicacion de la poliamina espermidina en la respuesta a
estrés por calor en dos poblaciones de maiz mexicanas: Chalquefo de clima templado y
Tuxpeio VS-536 de clima tropical.

Durante la investigacion se encontré que, a cortos tiempos de evaluacién, ambas
variedades disminuyen la longitud de su raiz primaria, mesocotilo, coleoptilo y primera hoja
en respuesta a un choque térmico de 42°C por 2h, sin embargo, solo hubo diferencia
significativa entre variedades en la reduccidn del mesocotilo a 7 dias de recuperacion de la
aplicacion de un choque térmico de 42°C por 2h, mostrando mayor sensibilidad el maiz
Chalqueiio. A mediano plazo, se observé una recuperacidon completa del crecimiento del
maiz VS-536, mientras que el maiz Chalquefio continué significativamente afectado en su
crecimiento. En la respuesta a espermidina ante choque térmico, hubo un comportamiento
contrastante entre ambas variedades. A nivel molecular se vieron diferencias en la actividad
basal de rpS6, medida como la relacion entre su fosforilacion y acumulacion (rpS6-P/rpS6
total) con mayor actividad en meristemo apical radicular de maiz Chalquefio que en VS-536,
y con mayor acumulacién de rpS6 en el meristemo apical radicular de maiz VS-536. Mientras
que la fosforilacién de rpS6 disminuye significativamente en todos los tejidos evaluados al
aplicar un choque térmico, la disminucion de la actividad es mayor en el meristemo apical
radicular que en el resto de los tejidos y se ve mas afectado en maiz Chalqueno. Es
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importante extender el estudio a un mayor nimero de variedades de maiz y por periodos
prolongados de evaluacion.

2. Introduccion

2.1. Importancia del maiz
El maiz (Zea mays, Poaceae) es una graminea nativa de México perteneciente a la familia
Poaceae y con metabolismo fotosintético C4, adecuada para clima calido, sin embargo, se
siembra en muchas partes del mundo con distintos climas (Mondragdén, 2009; Xue et al.,
2021). Es un cultivo de interés econdmico en México y en el mundo, siendo el cereal mas
cultivado a nivel mundial, con una produccion de 1.160 millones de toneladas métricas en
la temporada 2022-2023 (Orus, 2023).

Es un cultivo representativo en México, donde se cultivan las variedades que producen
grano amarillo para la produccién pecuaria y la variedad blanca para consumo humano,
ademas de las 59 variedades criollas registradas (Agencia de Servicios a la Comercializacién
y Desarrollo de Mercados Agropecuarios, 2018). En 2017, México ocupd el octavo lugar en
produccién mundial de maiz, produciendo 27.8 millones de toneladas en 7.5 millones de
hectareas, equivalente al 25% del territorio cultivado (Agencia de Servicios a la
Comercializacién y Desarrollo de Mercados Agropecuarios, 2018; FAO, 2020). Si bien
México importa maiz para su consumo, principalmente de Estados Unidos, pais del que en
2021 se importd 28.27 millones de ddlares en maiz, la exportacion hacia America central ha
aumentado de manera importante desde el 2009 (The Growth Lab at Harvard University,
2023). Entre 1996 y 2008, México exporté a América del Sur 1.28 + 0.69 millones de délares
en granos de maiz, mientras que entre 2009 y 2019 fueron 9.96 * 3 millones. Esta cantidad
ha disminuido desde el 2017, donde se alcanzd su pico maximo de exportacion de 75.5
millones de ddlares de semillas de maiz al mundo, para 2021 esta cantidad disminuyd 34.7
millones de délares, exportando principalmente a Perd, Venezuela y Guatemala (The
Growth Lab at Harvard University, 2023).

2.2. Germinacion del maiz
La germinacidn es un proceso fisioldgico por el cual una planta se desarrolla a partir de una
semilla. Este proceso comienza con la imbibicion o toma de agua y termina, acorde al
criterio fisioldgico, con la ruptura de las cubiertas seminales por elongacion de la radicula,
o acorde al criterio agrondmico, con la emergencia sobre la tierra de una plantula. En el
laboratorio se utiliza el criterio fisioldgico (Xue et al., 2021; ISTA, 2016; Pérez y Pita, 1998).

La germinacion es considerada el punto mas critico en el ciclo de vida de una planta debido
a que se encuentra vulnerable a dafio, en maiz, las condiciones de germinacion influyen en
la cantidad y calidad de produccién (Rojjou et al., 2012; Xue et al., 2021). La semilla tiene
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los elementos necesarios para iniciar la sintesis de proteinas y respiracién, pero debe haber
imbibicién para el inicio de la transcripcion y traduccién (Nonogaki et al., 2010).

Germinacion Post-germinacion

Fasel Fase lll

Fase ll

Crecimiento de la nlantula
Movilizacion de reservas en tejidos de
almacenamiento

Protrusion de la radicula

Movilizacion de reservas
(principalmente oligosacaridos)

- -

Transcripcién y traduccion de nuevos
mRNAS
fraduccion o degradacion Division celular s —-
de mRNAs almacenados i
Sintesis de DNA "= >

¥
.

Contenido de agua en la semilla

Reparacion de DNA

D ———— Respiracion y reparacion mitocondrial : -

Imbibicion :

Oh Tiempo 24h 48h

Figura 1. Linea temporal de eventos fisicos y metabdlicos que ocurren durante etapas
germinativas (Fase | y ll) y crecimiento de plantula temprano (Fase lll). Modificado por Olea-
Badillo (2020) de Nonogaki et al. (2010).

De acuerdo con lo descrito por Nonogaki et al. (2010) y Lujan-Soto y Dinkova (2021), la
germinacion se divide en 2 fases y una fase post-germinativa, como se muestra en la Figura
1, en ocasiones para estudios moleculares se considera esta fase Ill post-germinativa, en la
cual se espera a que ocurra al menos una replicacién de DNA y primer ciclo celular para
considerar a la germinacién como exitosa. La fase | que comienza con la imbibicion, consiste
en la rapida absorcion de agua y por lo tanto un aumento en el volumen de la semilla, en
maiz tiene que absorber al menos el 30% de contenido de agua. Durante esta etapa
comienza la respiracion celular y reparacion mitocondrial, asi como la traduccién o
degradacion de mRNAs almacenados. Durante la fase Il, la concentracidon de agua en la
semilla se mantiene constante, al haber tanto absorcién como secrecién de agua. Asi la fase
continda con la reparacion de DNA y mitocondrias, dandose también la traduccién vy
degradacion de mRNAs almacenados, pero inicia la transcripcion, traduccion de nuevos
mRNAs, la movilizacidn de reservas y la expansién celular, terminando con la protrusidn de
la radicula. La fase Ill comienza a partir de la protrusién y elongacién de la radicula y se
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caracteriza por una rapida divisién celular y elongacién de la planta, para lo cual hay
nuevamente una absorcién acelerada de agua. Durante esta fase ocurre una mayor
movilizacion de reservas, inicia la sintesis de DNA, activacidn génica, acumulacién de
histonas, el ciclo celular y una mayor activacion del metabolismo.

Las semillas de maiz entran en la categoria de semillas

Raices de

la corona ortodoxas, éstas soportan desecacion una vez

/iiv,, ; maduras en su planta madre y se pueden almacenar

: \ / por periodos largos, manteniendo su capacidad de

7 ',:’\” germinacion (Rojjou et al., 2012). Este tipo de semillas
N\ (7 requieren un periodo de almacenamiento en seco

A\ conocido como post-maduracién, liberandose de la
( "\ raices  latencia. Al igual que lo descrito previamente para
seminales  garminacién general, su germinacién comienza con la

imbibicion y continda con la activacidn de su fisiologia
) interna y respiracion. Esta ultima etapa requiere agua,
atrs [— Rz una temperatura ideal y presencia de oxigeno para

| Pemas poder llevarse a cabo, también se ve afectada por la

Raices

presencia de nutrientes, actividad de fitohormonas y

Figura 2. Sistema radicular de J )
azucares, entre otros (Xue et al., 2021). Con la raiz, la

maiz. Traducido de Hochholdinger.

planta puede anclarse al suelo y obtener nutrientes y
agua; para emerger, el primer internodo se elonga hacia la superficie del suelo para alcanzar
la luz (Ransom, 2020). El sistema de raices de maiz consiste en raices embridnicas, que son
la primaria y las seminales, y postembrionarias. La raiz primaria esta formada en el polo
basal del embrién y las seminales en el nodo escutelar. Las raices postembrionarias son
raices de brotes, de ellas, las de la corona se encuentran al nivel del suelo e inician en el
periciclo, las laterales inician tanto en el periciclo como en las células endodermales
opuestas a los polos del floema y son tipicamente muy cortas. La absorcién de la mayoria
del agua y nutrientes se debe a las raices laterales, pero también son mas propensas a
desecacion por transpiracion (Hochholdinger, 2009). Los tipos de raices previamente
mencionados e ilustrados en la Figura 2 se inducen por estimulos enddgenos, sin embargo,
con estimulos exégenos pueden aparecer las raices adventicias; estas raices se forman por
un mecanismo adaptativo en sitios como el mesocétilo debido a factores ambientales, estos
pueden ser hormonas exdgenas, heridas u otros estreses (Hochholdinger, 2009), ademas
sirven como un sistema de anclaje para las plantas en sus Ultimas etapas de crecimiento
(Onate, 2016).

Los factores que afectan la germinacion, tanto en general como particularmente en el maiz,
son variados. Entre estos se encuentran los ambientales, como temperatura y agua,
fitohormonas como el acido abscisico, giberelinas y auxinas, y los nutrientes. Las semillas
de maiz requieren una temperatura media de entre 26 y 29 °C, presencia de agua, azucares,
nitrégeno, fésforo, potasio, sodio y calcio, entre otros elementos para poder germinar (Xue
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et al., 2021). Las condiciones no propicias causan estrés en las plantas, sus efectos y los
mecanismos de defensa ante estos se abordan en la seccidn de estrés abidtico.

Las fitohormonas son moléculas de sefializacidon que regulan su crecimiento y desarrollo de
las plantas, funcionan a concentraciones muy bajas y pueden actuar en los mismos tejidos
gue son producidas, o transportarse a otros. Entre las mds estudiadas involucradas en la
germinacién, estan el acido abscisico (ABA), las giberelinas (GAs), las auxinas (AUX) el
etileno (ET) y las citocininas (CK) (Xue et al., 2021). En la Figura 3 se presentan las
fluctuaciones en la concentracién de fitohormonas durante las etapas de germinacion y
establecimiento de una plantula.

N o n

£ )

i .

\ | / "

&/ Q/ Q /

Fase | Fase lll

12 24-36 72

TIEMPO 7 g3 .
(Horas de
imbibicion)

Concentracién de
fitohormonas

Figura 3. Cambios en los niveles de fitohormonas durante las fases de germinacion de las semillas.
ABA, acido absicico; GAs, giberelinas; AUX, auxinas; ET, etileno; CK, citocininas. Traducido de Lujan-
Soto y Dinkova (2021).

El papel del ABA es regular el tamafio de érganos, cierre de estomas y respuesta a estrés
ambiental, también regula la maduracion del embridn y se encarga de iniciar y mantener la
latencia de la semilla, por lo cual cuando su concentracidén disminuye es posible romper la
latencia e iniciar la germinacién. Se ha observado ABA regula la expresién de ciertas
proteinas como la de proteinas abundantes en embriogénesis tardia, proteinas pequefias
de choque térmico, proteinas relacionadas con el estrés, enzimas antioxidantes y proteinas
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relacionadas con el almacenamiento; a su vez, la sefializacién de ABA en plantas mediada
por Nicotinamida-Adenina Dinucleétido fosfato (NADPH) oxidasa y ROS (Especies reactivas
de oxigeno) (Lujan-Soto y Dinkova, 2021; Xue et al., 2021).

Las giberelinas son la contraparte del ABA, promueven el rompimiento de la dormancia e
inicio de la germinacidn, asi como el crecimiento de la planta. Las GAs pueden antagonizar
la sefializacién por ABA, pero también ser inactivadas por ABA, por lo cual la concentracién
de GAs disminuye en los picos altos de ABA. Por otro lado, la concentracion de etileno
aumenta después de la imbibicién de la semilla y tiene su pico mds alto antes de la
protrusion de la radicula, éste regula negativamente los genes del metabolismo y rutas de
sefializacion de ABA, promueve la protrusion de la radicula, la germinacién y el
establecimiento de la plantula (Lujan-Soto y Dinkova, 2021; Xue et al., 2021). Las auxinas y
citocininas pueden regular el nivel de expresidn de las ciclinas del ciclo celular, pero ain no
se sabe si las auxinas pueden regular la germinacién independientemente de ABA (Xue et
al., 2021). Otras fitohormonas como el acido jasmoénico y los brasinoesteroides se
encuentran menos estudiados, pero se cree que afectan el balance ABA/GAs bajo ciertos
tratamientos. Se ha observado que la estratificacidn, proceso en el que se someten a las
semillas a condiciones frias y himedas, aumenta el contenido de acido jasmoénico,
regulando positivamente la actividad de represores de la biosintesis de ABA (Lujan-Soto y
Dinkova, 2021).

2.2.1. Maiz variedad sintética 536

Los hibridos son resultado del cruce deliberado de al menos 2 lineas puras no
emparentadas, en parcelas aisladas. Cada variedad hibrida consiste en una combinacién
especifica de una progenitora hembra y un progenitor macho (McRobert et al., 2015). En
los hibridos se logra un tipo de semilla que produce un rendimiento superior al de sus
padres, como consecuencia de la heterosis o vigor hibrido, si se siembra el grano que
cosechd, la heterosis habra disminuido al igual que la uniformidad del cultivo y por lo tanto
el rendimiento y la calidad seran menores (Semillas Valle, 2021; Semillas y propiedad
intelectual, 2023).

Las variedades sintéticas son poblaciones de semillas formadas a partir de al menos cuatro
lineas, seleccionadas por una buena aptitud combinatoria, y que se mantiene por
polinizacidn libre (Sierra-Marcias et al., 2016). Estas variedades pueden obtenerse desde la
generacion inicial o cero (Marquez, 2010). Debido a los altos costos de las semillas hibridas,
en México se ha optado por el uso de variedades sintéticas (Marquez, 2010), que ofrecen
la ventaja de mayor adaptabilidad y pueden usarse por varios ciclos de siembra sin que se
afecte el rendimiento de grano (Sierra-Marcias et al., 2016). Una variedad sintética (VS) muy
utilizada en el sureste del pais es la VS-536, su uso se ha promovido debido a su buen
potencial de rendimiento y su adaptacién al clima de las zonas tropicales del pais. Esta
variedad sintética se formé mediante la recombinacién genética por polinizacién
controlada de nueve lineas endogamicas: Las lineas LE27 derivada de la poblacion
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Braquiticos, LE36 de la poblacién La posta, LE37 de Tuxpefio Opaco, LE73 Blanco Cristalino,
D471, D368, del programa de maiz de Iguala, que fueron derivadas de hibridos comerciales
en F2, OCOT2 y LRB14-413-7, provenientes de los programas de Ocotlan y Rio Bravo. VS-
536 fue liberada en 1992 (Sierra-Macias et al., 2016); presenta un aumento en la media de
rendimiento de hasta un 32% en estados del tropico de México, como Veracruz, Tabasco,
Campeche, Yucatan, Quintana Roo, Chiapas, Guerrero, Michoacdn, Jalisco, Colima, San Luis
Potosi y Tamaulipas, estados con temperaturas en primavera que pueden acercarse a los
50 °C y temperatura promedio de alrededor de 31-36 °C (INEGI, 2021; Secretaria de
Agricultura y Desarrollo Rural, 2020). Otra caracteristica importante, de esta variedad, es
gue puede usarse en varios ciclos de siembra sin presentar una disminucion del rendimiento
ni que se modifiquen las caracteristicas agronédmicas. La planta surgida de esta semilla
alcanza una altura promedio de 2.48 m, es de grano blanco dentado, su ciclo vegetativo
intermedio presenta floracién a los 52-55 dias, madurez fisioldgica a los 90 dias y siembra
de cosecha a los 120 dias, bajo condiciones del ciclo primavera-verano (Sierra-Macias et al.,
2016).

2.2.2. Maiz Chalqueio

El maiz Chalquefo es una raza moderna incipiente, que comprende razas desarrolladas a
partir de la Conquista de México (Kato et al., 2009). Estudios morfoldgicos altamente
citados de las razas de maiz mencionan al Chalquefio como probable hibrido del Cénico y
Tuxpeio (Figura 4), debido a la similitud con Cénico en su diagrama de entrenudos, longitud
del grano, numero de hileras y resistencia al hongo de hoja conocido como Roya o
chahuixtle (Puccinia polysora), y su similitud con Tuxpefio en didmetro de olote y raquis,
numero de nudos cromosémicos y longitud de pelos del pedicelo (CONABIO, 2020;
CONABIO, 2021; Wellhausen et al., 1951). Sin embargo, estudios taxondmicos mas
recientes que consideran datos de efectos genéticos e interacciones genotipo-ambiente
(Figura 5) muestran una separacidon muy grande entre el maiz Chalquefno y Tuxpefio, aunque
concuerdan en una que hay una gran similitud y probable origen comun entre el Chalquefio
y Cénico (Serratos-Hernandez, 2009), ademas de tener una distribucién geografica casi
idéntica (Wellhausen et al., 1951).

El maiz Chalquefio estd adaptado a las regiones templadas de Meéxico, distribuido
principalmente en la Mesa Central y toma su nombre de Chalco, ciudad en el Valle de
México (Wellhausen et al., 1951). Se caracteriza por un alto vigor de germinacion y
emergencia, asi como resistencia a la sequia en etapas medias de su crecimiento (CONABIO,
2021; Gonzales-Huerta et al., 2007). La planta alcanza los 1.8 m de altura, sus granos son
color crema dentados, su floracién ocurre a los 103 dias de siembra y su rendimiento
promedio es de 7.58-8.22 t/ha (CONABIO, 2021; Gonzales-Huerta et al., 2021). Se siembra
en lugares altos, himedos y templados como los valles altos del centro de México, Durango,
Zacatecas y en la Mixteca Oaxaquena, donde la temperatura promedio es de 16 °C
(CONABIO, 2021; INEGI, 2021).
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Figura 4. Origen probable del maiz Chalqueio. Se dedujo a partir de criterios morfolégicos y
comparacion de diagramas de los cortes transversales de mazorcas tipicas de Cénico, Chalquefio y
Tuxpefio. Obtenido de Wellhausen et al. (1951).
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Figura 5. Clasificacion de razas mexicanas de maiz. Generada a partir de datos genéticos e
interacciones genotipo-ambiente. Obtenida de Serratos-Hernandez (2009).
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2.3. Estrés abiotico

El estrés abidtico es el efecto negativo de factores ambientales fisico-quimicos sobre los
organismos (Ben-Ariy Lavi, 2012). Entre los tipos de estrés abidtico en plantas se encuentra
la presencia de metales pesados, radiacidn ultravioleta, falta de nutrientes, temperaturas
altas o bajas, hipersalinidad, inundaciones y sequia (Ben-Air y Lavi, 2012; He et al., 2018;
Zhu, 2017). Las plantas se encuentran constantemente bajo estas condiciones
desfavorables para su desarrollo, las cuales causan pérdidas en la agricultura; debido a su
naturaleza sésil, deben enfrentar estas condiciones con mecanismos adaptativos o
desarrollar tolerancia hacia algunas de ellas (He et al., 2018; Wang et al., 2003; Wani et al.,
2016).

Con el cambio climatico ha aumentado la cantidad de CO; en la atmdsfera, cambiado los
patrones de lluvia, aumentado los periodos de sequia e intensidad de luz, asi como la
temperatura. Estos cambios afectan la produccidn de cultivos de interés, lo cual recalca la
importancia del estudio del efecto del estrés abidtico en plantas (Onyekachi et al., 2019;
Wani et al., 2016). En un ambiente natural, las plantas pueden estar expuestas a un factor
de estrés, o simultdneamente, a una combinacién de ellos (Wani et al., 2016). Los cultivos
con baja resistencia al estrés consumen mucha agua y fertilizantes, afectando asi al
ambiente, por lo cual aumentar la resistencia a estrés en cultivos es importante para una
agricultura sustentable (Zhu, 2016).

2.3.1. Factores de estrés abiotico
De acuerdo a una publicacién de Cramer et al. (2011) basada en datos de FAO del 2000 y
2007, el 96.5% del area global cultivada se ve afectada por algun tipo de estrés abidtico, el
64% se ve afectado por por sequia, mientras que el 13% por inundacién, el 57% por frio y el
30% por quimicos en el suelo, ya sea por acidez, falta de nutrientes o salinidad. Si bien no
se tiene una cifra exacta para estrés por calor, se ha reportado que este puede reducir el
rendimiento de los cultivos hasta en un 50% (Lamaoui et al., 2018).

Los principales factores de estrés abidtico son: sequia, salinidad, frio, calor y contaminacién
guimica. Estos tipos de estrés causan un estrés secundario, como el estrés oxidativo y el
estrés osmotico (Wang et al., 2003). La sequia, el frio y la salinidad originan un estrés
osmoético en las células, ya que causan efectos adversos en el balance de solutos del
citoplasma; el estrés por sequia en particular, causa reduccién en la germinacién y
desarrollo de plantas, en la fotosintesis y en peso seco (Bowne et al., 2011; Onyekachi et
al., 2019). A temperaturas por debajo de cero, el agua del espacio extracelular se congela,
causando potencial osmodtico en la pared celular y formando cristales que dafan la
membrana y colapsan la célula, ademds se congelan los acidos grasos de la membrana,
causando que dejen de funcionar. El estrés por salinidad causa tanto un desbalance iénico,
que afecta la elongacion de las raices, como toxicidad por Na* (Bowne et al., 2011), ademas,
afecta la capacidad de la planta de absorber agua y nutrientes, disminuyendo su
crecimiento, puede causar quemaduras de hojas y reduce la actividad enzimatica. El estrés
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por calor disminuye el nimero de granos formados en cereales, el rendimiento de semillas,
la germinacion del polen y de fertilidad en plantas (Onyekachi et al., 2019). El estrés
oxidativo puede llevar a desnaturalizacién de proteinas estructurales (Wang et al., 2003).

2.3.2. Mecanismos de defensa ante estrés abiético
e Seiializacion

A pesar de que se asume que son capaces de reconocer una gran variedad de seiales, se
han identificado pocos sensores de sefales ambientales en plantas. Esto puede ser debido
a la redundancia de funciones en genes y a que es complicado obtener evidencia
experimental directa de la funcién de los sensores. La familia de proteinas cinasas SnRK
(Proteina cinasa serina / treonina relacionada con SNF), se ha identificado como sensor
clave del estado energético celular y estrés abidtico. Muchas vias de sefializacién de estrés
involucran a las proteinas cinasas dependientes de calcio (CPK) y a las proteinas cinasas
activadas por mitégenos (MAPK); ademds, muchas utilizan como segundos mensajeros al
calcio, NO (6xido nitrico), ABA, H»S (Acido sulfhidrico), H,0, (Peréxido de hidrégeno),
especies reactivas de oxigeno y lipidos (He et al., 2018; Zhu, 2016).

Distintos tipos de estrés ambiental, causan un mismo tipo de estrés secundario y tienen vias
de sefializacion similares. Una sefial primaria de estrés, inicia un proceso de sefializacion rio
abajo y controladores de la transcripcién, los cuales activan mecanismos de respuesta para
restablecer la homeostasis y reparar el dafio de proteinas y membranas. Los genes
relacionados con estrés se dividen en tres categorias principales (Wang, 2003), como se
muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Genes relacionados con el estrés en plantas. *

Categoria Tipo
MyC (Proto-oncogen C en mamiferos)
Cinasas MAP
Cinasas SOS
Involucrados en cascadas y en Fosfolipasas
control transcripcional Factores de transcripcién de choque térmico

(HSF), familias de proteinas de unién a DRE/factor
de unidn a repeticiones-C (DREB/CBF) y factores
de unidn a ABRE/Elementos de respuesta a ABA
(ABF/ABAE)

Proteinas de shock térmico (HSP)

Chaperonas

Con funcidn directa en la proteccion | Proteinas abundantes en la embriogénesis tardia
de membranas y proteinas (LEA)

Osmoprotectores

Captadores de radicales libres

Involucrados en el transporte hidrico | Aquaporinas
e idnico Transportadores iénicos
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*Elaborada a partir de Wang et al. (2003)

e Respuestas a estrés abidtico

Las plantas han tenido que enfrentar el estrés con mecanismos adaptativos o de tolerancia,
y las defensas pueden ser de tipo fisiolégico, celular o morfolégico. Entre las principales
defensas fisiolégicas ante estrés abidtico se encuentran procesos metabdlicos encaminados
al endurecimiento de la cuticula, a la sintesis de dcidos grasos insaturados para la integridad
de la membrana, captadores de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés)
y la sintesis de proteinas que actian como chaperonas moleculares y metabolitos
osmoprotectores (He et al., 2018).

Las cuticulas con estructuras protectoras en la superficie exterior en plantas, formados
principalmente por cutinay ceras, restringen flujos de liquidos y gases, defienden a la planta
de ataques de patégenos o insectos y resisten varios tipos de estrés abiético ((He et al.,
2018; Tafolla-Arellano et al., 2013). Las membranas celulares estdn principalmente
formadas por fosfolipidos y glucolipidos, cuyas insaturaciones aumentan la fluidez de la
membrana. Ante frio la membrana se vuelve mas rigida, mientras que con calor aumenta
su fluidez, por lo cual se ajusta el grado de insaturacién de las colas en la bicapa interna
puede compensar el efecto de la temperatura sobre la membrana, manteniendo el rango
Optimo de fluidez. Debido a que virtualmente todos los tipos de estrés pueden activar
especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) o especies reactivas de
carbonilo (RCS, por sus siglas en inglés) como metilglioxal, sus captadores funcionan como
sistema de defensa. Los captadores de ROS pueden ser no enzimaticos, que son moléculas
con propiedades antioxidantes como betalainas, carotenoides, flavonoides, y vitamina E, o
enzimaticos especializadas como superoxido dismutasas (SODs), catalasas (CATs) y
peroxidasas (PODs). El principal captador de RCS es un sistema de glioxalasa que consiste
en Gly |, Gly Il y Gly Ill, que toman el metilglioxal y lo convierte en D-lactato. Las chaperonas
(entre las cuales se encuentran las HSPs) facilitan el plegamiento, ensamblaje, transporte y
degradacidon de proteinas; como sistema de defensa pueden servir para prevenir la
agregacidon de proteinas desnaturalizadas o llevarlas a proteosomas para mantener la
homeostasis. También pueden estabilizar proteinas orgdnicas neutras, moléculas
altamente solubles y poco téxicas, como azlcares, aminodcidos y derivados, los cuales
pueden servir como osmoprotectores contra la deshidratacién o estabilizadores de
membranas y proteinas. Estos mecanismos de defensa forman una red regulatoria con
varias sefiales moleculares y factores reguladores de genes como el ABA, H,0;, H3S, NO,
poliaminas, citocromo B, cationes de calcio (Ca?*) y factores de transcripciéon (He et al.,
2018).

2.4. Estrés por calor
El estrés por calor se presenta por un aumento de temperatura por cierto periodo de
tiempo, que causa un dafio irreversible en plantas, generalmente entre 10y 15 °C por sobre
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su rango optimo (Firmansyah y Argosubekti, 2020). Este estrés puede causar hasta el 50%
de pérdida de rendimiento en cultivos (Lamaoui et al., 2018).

El estrés por calor afecta diferentes rutas metabdlicas disminuyendo la eficiencia de
enzimas o desnaturalizdndolas, provoca el cerrado de estomas para disminuir la perdida de
agua por transpiracién, disminuye el area de para disminuir el drea de exposicion a la
radiacion solar, en etapas tardias acelera el paso de una etapa fenolégica a la siguiente,
causando plantas u drganos de menor tamafio (Firmansyah y Argosubekti, 2020). Asimismo,
disminuye la eficiencia de la fotosintesis al afectar la actividad del fosotistema Il y de rubisco
en el ciclo de Calvin, también disminuye la actividad de pigmentos, la respiracion celular, el
contenido y el potencial del agua, evitando la distribucién adecuada del agua que se
encuentra en la planta (Zhao et al., 2021). El estrés prolongado puede causar disminucion
del vigor de la planta, retraso en crecimiento y, por lo tanto, una menor produccién de
semillas. En cereales, durante la etapa de llenado de granos disminuye la formacion de
almidon, proteinas y aceites (Firmansyah y Argosubekti, 2020), ademds de afectar la
germinacién de polen y fertilidad de la planta (Onyekachi et al., 2019; Zhao et al, 2021).

Este tipo de estrés se ha reportado como un factor limitante del crecimiento de cultivos
tanto en zonas tropicales como en templadas (Firmansyah y Argosubekti, 2020), ademas,
con el calentamiento global, se encuentra cada vez mds presente.

2.4.1. Termotolerancia
La termotolerancia es la capacidad de un organismo y sus células de sobrevivir a estrés
térmico destructivo que supera el rango dptimo de temperatura para su desarrollo (Mufoz-
Valencia et al., 2013). La termotolerancia puede clasificarse en dos formas para su estudio:
basal e inducida. La basal consiste en la capacidad del organismo a sobrevivir a la exposicion
a temperaturas altamente estresantes, por cortos periodos de tiempo; esta
termotolerancia es una respuesta evolutiva y estd relacionada con la genética del
organismo (Esperk et al., 2016, Munoz-Valencia et al., 2013). Por su parte, la inducida se
refiere al aumento de tolerancia de un organismo a elevadas temperaturas, luego de haber
recibido un tratamiento de temperaturas altas, pero no letales; esto es una respuesta
asociada a la plasticidad del genoma (Esperk et al., 2016, Muiioz Valencia et al., 2013). La
relacion entra ambos tipos de termotolerancia no esta conservada entre especies, ya que
en algunos organismos hay relaciones positivas entre ellas, en otros hay relacidon negativa y
en otros, no parece haber unarelacién clara (Esperk et al., 2016). En el trigo se ha observado
expresion diferencial de 1,314 transcritos dependiendo del tipo de termotolerancia
(Bokszczanin et al, 2012). Se han reportado proteinas o moléculas necesarias para la
termotolerancia basal, como son el regulador transcripcional MBF1c (Multiprotein Bridging
Factor 1c), la enzima catalasa detoxificante de ROS, los jasmonatos, la sefalizacién
dependiente de dacido salicilico y los factores de respuesta a etileno ERF95 y ERF97
(Bokszczanin, 2013; Clarke et al., 2004; Clarke et al., 2009; Hughes, 2021). En cambio, los
factores de transcripcion de choque térmico (Heat Shock Factors o HSF) y algunas
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chaperonas como HSP101, son necesarias para ambos tipos de termotolerancia
(Bokszczanin, 2013; Nieto-Soleto et al., 2002).

La termotolerancia inducida suele presentarse en plantas en lugares con cambios de
temperatura graduales, sin embargo, gracias al cambio climatico las plantas se ven cada vez
en mayor necesidad de depender de su termotolerancia basal, que es el tipo de
termotolerancia en la que se centra en este proyecto.

2.4.2. Estrés por calor en Maiz

La mayor parte de los estudios de estrés por calor se han llevado a cabo para maiz cultivado
en Estados Unidos o China, por lo que no se cuenta con mucha informacién para variedades
de maiz cultivadas en México. Sin embargo, se encuentran algunos estudios sobre el efecto
del estrés por calor en variedades tropicales de maiz en Tamaulipas (Rincén-Tuexi et al.,
2006), evaluacion de materiales de maiz con posible tolerancia a estrés de calor del Banco
de Germoplasma de Maiz de CIMMYT (Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y
Trigo) en Coahuila (Isidro-Hernandez, 2019) y resefias sobre el desarrollo de lineas
resistentes a estrés por calor por el CIMMYT-México (Prasanna et al., 2021).

El maiz es sensible al estrés por calor, particularmente en sus etapas tempranas de
germinacién (Hussain et al., 2019). Temperaturas superiores a 35 °C afectan las etapas
vegetativas y reproductivas, desde la germinacion hasta el llenado de granos. Bajo estas
condiciones, la planta disminuye: la absorcion de nutrientes, eficiencia de fotosintesis,
altura, biomasa, el 4rea foliar y la eficiencia de uso de agua, llevando en consecuencia a una
disminucion del rendimiento; también se altera al metabolismo oxidativo, causando
inestabilidad de la membrana y afectando la conductancia estomatica (Hussain et al., 2019).
Especificamente durante la etapa de llenado de granos, este tipo de estrés destruye los
cloroplastos, reduce la absorcién de carbono y decrece el potencial hidrico de la planta, lo
cual resulta en menor peso y rendimiento de granos, asi como en un aumento del nimero
de granos abortivos (Jing et al., 2020; Tao et al., 2016).

Entre las estrategias para la termotolerancia en maiz, se ha observado: la induccién de
respuestas a estrés por calor citoplasmicas (HSR), donde los factores de transcripciéon HSF
activan a genes que codifican para HSPs; la induccién de respuesta de proteina desplegada
localizada en el reticulo endopldsmico (UPR) que activa a factores de transcripcién que
regulan al alza una familia de genes de respuesta al estrés; respuestas hormonales que
involucran calcio, ABA, etileno y acido salicilico, para proteccidn de dano oxidativo; corte y
empalme alternativo de ARN de genes de respuesta a estrés abiético y la transduccion de
sefiales de ABA para activar genes de HSPs (Tao et al., 2016). Ademas, se ha reportado la
expresion diferencial de miRNAs conocidos y nuevos en la respuesta a estrés por calor en
maiz, conduciendo a cambios en los niveles de sus mMRNA objetivos. Entre estos se
encuentra miR172 que regula a factores de transcripcién tipo AP2 (Li y Howell, 2021).
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2.4.3. Sensores y reguladores maestros de la seializacion de estrés por
calor

La percepcidon de un estimulo es importante para responder a éste, es el primer paso de
una via de senalizacidn y posterior respuesta; a pesar de esto, el estudio de termosensores
aun es limitado, ya que los estudios se centran en la respuesta al estimulo. Un termosensor
es una molécula que se ve afectada por calor y responde a él para dar una respuesta que
lleva a cambios relevantes en la fisiologia o morfologia de la planta. El efecto que el calor
tiene sobre dicho termosensor puede ser tanto un cambio en su estructura como en su
interaccidn con proteinas, ademas debe sin intervencidn de otros componentes rio arriba;
la respuesta al calor puede ser a nivel bioquimico o biofisico. Un ejemplo de termosensor
es el Fitocromo B (PhyB), un receptor de luz roja que, ante la presencia de la misma, pasa a
su forma activa y cambia de conformacién de su cromoéforo, pero en presencia de altas
temperaturas, revierte este proceso y pasa a su forma inactiva (Dai-Vu et al., 2019). Otros
potenciales termosensores son el receptor de membrana de luz azul fototropina, cuya
actividad se ve inducida a altas temperaturas, regulando la localizacion de cloroplastos: A
22°Cinduce el movimiento de los cloroplastos hacia la superficie celular, mientras que a 5°C
induce el movimiento de los cloroplastos hacia las paredes celulares periclinales; y el
receptor de luz azul Zeitlupes, cuya tasa de inactivacion aumenta en calor y podria disminuir
la velocidad del ciclo circadiano (Hayes et al., 2020).

Existen reguladores maestros como el Complejo Mediador, SnRK1y TOR, que se encuentran
relacionados con varios tipos de estrés abidtico, incluyendo el calor, y con procesos del
desarrollo normal de las plantas. El Complejo Mediador tiene una subunidad Med25 que
pueden interactuar con factores de transcripcion de respuesta a estrés, en calor es con la
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con la del regulador maestro TOR para interpretar y balancear la sefializacién por estrés y
desarrollo en la planta. TOR se ve inactivado por SnRK1 en condiciones de inanicidén y estrés,
por medio de la fosforilacién de la proteina reguladora de TOR RAPTOR. Esta comunicacion
entre reguladores maestros funciona tanto en desarrollo como en estrés, debido a que las
plantas necesitan mantener un equilibrio entre crecer y resistir las condiciones adversas
(Figura 6), optimizando los recursos celulares con los que cuenta la planta (Zhang et al.,
2020; Balderas-Hernandez et al., 2013). Bajo condiciones dptimas, la planta tiene multiples
recursos con los cuales puede crecer, sin embargo, estos recursos y su energia se ven
limitados ante un estrés abidtico, debido a reducciones en la eficiencia de la fotosintesis,
uso del agua o absorcién de nutrientes. Por lo tanto, bajo condiciones de estrés hay
inhibicidn del crecimiento para enfocar los recursos disponibles en activar respuestas a el
estrés y reparar el dafo celular producido por estrés (Zhang et al., 2020).

2.5. TOR

2.5.1. Estructuray funcidn en plantas
TOR (Target of Rapamicyn, por sus siglas en inglés) es una Ser/Thr cinasa que pertenece a
la familia de las fosfatidilinositol 3-cinasas (PI3K), se encuentra muy conservada en
eucariontes y es considerada como regulador central de crecimiento. Esta funcién implica
la regulacion de la actividad de multiples blancos que controlan el crecimiento, proliferacion
celular, metabolismo y defensa en los organismos eucariontes. En Arabidopsis thaliana, la
mutante nula de TOR es letal a nivel embrionario y la reduccién de sus niveles por RNAI
reduce mucho el crecimiento y desarrollo a nivel de plantula (Shi et al., 2018). A través de
sus blancos, TOR regula la transcripcién, el empalme alternativo y la sintesis de proteinas.
En levadura y animales, TOR puede formar parte de dos complejos, TORC1 que es sensible
arapamicina, y TORC2 que es insensible. TORC1 esta formado por TOR, RAPTOR (Regulatory
associated protein of TOR) y LST8 (mammalian lethal SEC13 protein 8), y es el Unico
complejo identificado hasta el momento en plantas y algas (Martinez et al., 2021; Romero
et al., 2018; Shi et al., 2018; Wullschleger et al., 2006).

En el genoma de Arabidopsis, solamente un gen codifica para TOR, mientras que hay dos
gue codifican para RAPTOR y dos para LST8. TOR es una proteina que consta de 5 dominios
principales (Figura 7): el dominio catalitico de cinasa, varias repeticiones en tdndem de
HEAT (Huntingtin elongation factor 3a subunit of protein phosphatase 2A and TOR1), un
dominio FAT (focal adhesion target), un dominio FRB y un dominio FATC (FAT carboxy-
terminal) (Martinez et al., 2021; Romero et al., 2018). El dominio HEAT interactua con la
proteina RAPTOR para regular la actividad del complejo TORC1, el dominio FAT interactua
con el dominio catalitico, el dominio FRB interactia con el complejo rapamicina/FKBP12
inhibiendo la actividad de TORC1, el dominio cinasa es el encargado de fosforilar a las
proteinas rio abajo del complejo TORC1 y el dominio FATC interactlia con la proteina LST8
para dar especificidad por y estabilizar su unidn al sustrato (Salazar-Diaz y Dinkova, 2021;
Martinez et al., 2021).
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Figura 7. Representacion esquematica de los dominios de la proteina TOR y los principales
miembros del complejo TORC1. Donde se muestra que el complejo TOR1 se forma por TOR, RAPTOR
(Regulatory associated protein of TOR) y LST8 (mammalian lethal SEC13 protein 8); a su vez TOR se
forma por el dominio HEAT (Huntingtin elongation factor 3a subunit of protein phosphatase 2A and
TOR1), FAT (focal adhesion target), FRB y un dominio FATC (FAT carboxy-terminal). Tomado de
Salazar-Diaz y Dinkova (2021).

Se han encontrado relaciones directas e indirectas, por fosforilacién de sustratos, entre las
funciones de TOR y diversos procesos del desarrollo de plantas (Shi et al., 2018). Algunas de
sus funciones son especificas para plantas, mientras que otras se comparten con animales
(Figura 8). En plantas, TORC1 regula la asimilacién de nutrientes, el metabolismo de
macromoléculas, metabolismo secundario, el ciclo celular, el flujo de la informacién
genética, proliferacion celular, desarrollo de organelos y respuestas a estrés (Martinez et
al., 2021; Romero et al., 2018; Shi et al., 2018; Wullschleger et al., 2006).
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Figura 8. Procesos celulares y de desarrollo conservados y especializados que regulan la
sefalizacion TOR en plantas y animales. En el centro se muestran dos unidades de TORC1,
destacando los componentes conservados en plantas y animales (TOR, RAPTOR y LST8). Los
procesos regulados que se conservan en ambos se muestran en medio, mientras que los especificos
para plantas se encuentran a la derechay los especificos para animales a la izquierda. Traducido por
Olea-Badillo (2020) de Shi et al. (2018).
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2.5.2. Via de TOR en plantas
Considerando a TORC1 como regulador central, la via puede dividirse en dos partes, donde
los elementos que detectan sefiales ambientales y las transducen hacia TOR se clasifican
como “rio arriba”, mientras que los elementos que son regulados por TOR y actlian como
respuesta a su estado activo se clasifican como “rio abajo”.

e Reguladores rio arriba de TORC1
En levadura y animales, los reguladores rio arriba de TOR incluyen a los aminoacidos,
mitdégenos y factores de crecimiento que activan la via TORC1. Sin embargo, una
sefializacion similar no se ha identificado para plantas. En este caso, se ha encontrado a la
glucosa, auxinas y nitrégeno como sefiales principales para la activacién de TORC1 (Tabla 2;
Martinez et al., 2021).

Tabla 2. Seiiales rio arriba de la via TOR en plantas, efecto sobre TOR y sobre la fisiologia de la
planta.

Senal Efecto sobre TOR Efecto fisiologico
Aumento de la autofagia y disminucion de la
traduccion y la actividad de la quinasa

Deficiencia de azufre Baja la actividad de

TORC1 . -
meristematica.
Aumento de la
concentracion de | Activadoresrio arriba | Sintesis de proteinas en las hojas maduras
aminodacidos de de la via TORC1 en Arabidopsis.

cadena ramificada
Concentraciones bajas de | Reprimir la actividad
nucleésidos en el citosol de la cinasa TOR

Induccion de autofagia.

Sefial de crecimiento.

Activacién de células madre mediada por
TOR en el 4pice del brote y para
desencadenar la traduccién de proteinas
durante el proceso de des-etiolacién en
plantulas de Arabidopsis.

Promueve el reinicio de la traduccién de los
ARNm que contienen marcos abiertos de
lectura rio arriba (UORF).

Afectar la via TOR a
Senales de luz través de los
azucares

Proteina Rho activada por | Activa a TOR por
auxinas fosforilacidn

Aumento del transporte
de auxinas de brote a raiz
y acumulacién de auxinas
en las puntas de las raices | Inducen la via TOR
de las plantas de maiz
cultivadas con baja
disponibilidad de N

Lleva a la elongacion de las raices para
explorar un mayor volumen de suelo.

Regulacién del ciclo celular y la proliferacion
Glucosa en el maiz Induce la via TOR celular en el meristemo apical de la raiz,
controlando el momento de la germinacion.

Elaborada a partir de Martinez et al. (2021)
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El eje de sefializacién auxina/ROP2/TOR es uno de los ejemplos mejor estudiados de
regulacién rio arriba de TOR en plantas. Las auxinas actuan sobre TOR por la activacion de
una GTPasa pequefa, ROP2, la cual se une a TOR1 y promueve su activacion por
fosforilacion si esta unido a GTP, TOR se asocia a estructuras similares a endosomas. Existe
una relacién antagonista entre el ortélogo en plantas de la proteina cinasa AMP (AMPK) que
funciona como sensor de energia, SnRK1, y las vias de sefializacion relacionadas a TOR, ya
que SnRK1 puede interactuar y fosforilar a RAPTOR, inhibiendo a TOR al percibir inanicidn
o estrés (Schepetilnikov y Ryabova, 2018). Estos reguladores rio arriba de TOR se muestran
en la Figura 9.

El efecto de otras sefiales se encuentra menos estudiado. Altas concentraciones de
nucledtidos activan la sefializaciéon de TOR bajo condiciones normales de crecimiento. Se
sabe que los azucares tienen un papel importante en la via y se considera la posible
conservacion en plantas del mecanismo de dimerizacién de TORC1 inducido por glucosa. En
las células de mamiferos, el complejo TTT-RuvVBL1/2 podria ser el sensor metabdlico que
induce la dimerizacion de mTOR cuando hay ATP disponible, o que evita el ensamblaje y,
por lo tanto, la activacion de mTOR cuando el ATP es escaso (Martinez et al., 2021).

Los inhibidores de la actividad cinasa de TOR son de primera y segunda generacion y han
posibilitado el estudio de la via sin la necesidad de mutantes, las cuales resultan letales. La
rapamicina es el inhibidor de primera generacién, promueve la interaccién de FKBP12 con
el dominio FRB de la proteina TOR, inhibiendo la actividad de TORC1. Se ha demostrado que
rapamicina inhibe la fosforilacion de S6K de Arabidopsis y como consecuencia indirecta, la
fosforilacién de la rpS6. La segunda generacion es mas potente, ya que incluye inhibidores
competidores de ATP que actuan directamente sobre TOR. En plantas, se ha encontrado
gue AZD8055, TORIN1, TORIN2, WYE-132, WYE-354 y KU-63794 bloquean TORC1 (Shi et al.,
2018).

e Efectores rio abajo de la via TOR

Los principales blancos rio abajo de TORC1 en mamiferos son la proteina cinasa ribosomal
S6 (S6Ks) y las proteinas de unién a elF4E (4E-BPs). La activacion de S6Ks, depende de su
fosforilacién directa por mTORC1 en un residuo C-terminal y de la cinasa 1 dependiente de
fosfoinositido (PDK1), que contribuye a la activacién total de S6K1 por fosforilacidon a un
motivo dentro del bucle de activacion (Thr389 y Thr229 en S6K1, respectivamente). El
residuo Thr389 se encuentra conservado en los homdlogos de S6K en plantas
(Schepetilnikov y Ryabova, 2018; Wang et al., 2003).

Las S6Ks forforilan distintos objetivos, principalmente factores de traduccién, la proteina
ribosomal S6 (rpS6) y el factor de elongacién eucariota cinasa 2 (Eukaryotic elongation
factor-2 kinase, eEF2K), por lo que controlan diversas funciones celulares. En plantas, se ha
relacionado a la fosforilacion de rpS6 con la activacidn y fosforilacion de S6K1 y se ha
observado que, en respuesta a estrés abidtico, rpS6 es fosforilada en distintos sitios de su
a-hélice C-terminal; ademas, se ha sugerido que la fosforilacién de la Ser240 responde a
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TOR/S6K1, ya que la inactivacion de TOR disminuye esta fosforilacion en rpS6
(Schepetilnikov y Ryabova, 2018; Dobrenel et al., 2016). En maiz, se ha observado que la
insulina, similar a lo que ocurre en mamiferos, transduce la senal hacia la activacién de TOR,
promoviendo la fosforilacion de rpS6 (Dinkova et al., 2007; Garcia-Flores et al., 2001;
Ruvinsky et al., 2005, Vanhaesebroeck y Alessi 2000). En plantas no se han encontrado
proteinas ortdlogas a las 4E-BP de mamifero.

Bajo el estimulo de auxinas o en infecciones virales, se identificé a elF3h como una nueva
proteina blanco de TOR/S6K1 en plantas. Su fosforilacién por S6K1 en el sitio Serl78,
promueve el reinicio de traduccién para mRNAs que presentan uORFs en su regiéon 5’UTR
(Schepetilnikov y Ryabova, 2018). Los principales efectores rio abajo de TOR en plantas se
muestran en la Figura 9.
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Figura 9. Via de senalizacion propuesta para TOR en plantas. Modificado de Salazar-Diaz y
Dinkova (2021) y Olea-Badillo (2020, a partir de Dinkova et al.,2007; y Schepetilnikov y Ryabova,
2018).

El estudio sobre su respuesta ante estrés se ha centrado en la actividad de proteinas rio debajo de
TOR como la proteina rpS6 y S6K1, no en TOR directamente (Calderén-Valencia, 2020). En tomate
silvestre (Lycopersicon peruvianum) se reduce la fosforilacion de rpS6 ante estrés por calor (Scharf
y Nover, 1982).

2.6. Poliaminas
Las poliaminas son derivados orgdnicos policationicos de aminoacidos, tienen bajo peso
molecular y son mayoritariamente cadenas alifaticas cortas con dos o0 mas grupos aminos
(He et al., 2018; Tiburcio y Alcazar, 2018; Wimalasekera et al., 2011). Las poliaminas se
encuentran en casi todos los organismos; en plantas, las mds comunes son la diamina
putrescina (Put), triamina espermidina (Spd), tetraamina espermina (Spm), que en
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ocasiones se presentan de manera conjugada con unién a acidos cindmicos (Tiburcio y
Alcdazar, 2018; Wimalasekera et al., 2011).

Las poliaminas son necesarias durante la germinacion y desarrollo de organismos eucariotas
y procariotas, en plantas regulan la proliferacion celular, la embriogénesis somatica, la
diferenciaciéon, la morfogénesis, la germinacion, el desarrollo de raices, apices, flores y
frutos, la senescencia, la terminacién de dormancia, la expresidn génica, la sintesis de DNA
y la regeneracién in vitro (Tiburcio y Alcazar, 2017; Wimalasekera et al., 2011). Ademas de
esto, también tienen un papel protector contra diversos tipos de estrés abidtico, como
salinidad, frio, sequia, sefalizacién de defensa contra patégenos, hipoxia, radiaciéon UV,
calor, herbicidas y metales pesados (Alcazar, Bueno y Tiburcio, 2020; Gao et al., 2020; He et
al., 2018; Wimalasekera et al., 2011).

I
_Arginina Ornitina
l ADC
Agmatina oDC
N l AlH
Metionina
M-carbamoil-putrescina
SAM sintasa | CPA o
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Figura 10. Ruta de biosintesis de la poliaminas. Donde ADC: arginina descarboxilasa; AlH: agmatina
iminohidrolasa; APAO: N1-Acetilpoliamina oxidasa; CPA: N-carbamoilputrescina aminohidrolasa;
ODC: ornitina descarboxilasa; SPDS: espermidina sintasa; SPMS: espermina sintasa; SAM sintasa:
Sadenosilmetionina sintasa; SAMDC: S-adenosilmetionina descarboxilasa; SMO: Espermidina
oxidasa; SSAT: Espermina/espermidina N1-Acetiltransferasa; ACC sintasa: 1-amino-ciclopropano-1-
acido carboxilico sintasa; ACC oxidasa: 1- amino-ciclopropano-1-acido carboxilico oxidasa.
Modificado de Wimalasekera et al. (2011) y Soda, (2011).

La ruta de biosintesis de poliaminas se muestra en la Figura 10: comienza con la formacién
de putrescina (Put) a través de la descarboxilacion de ornitina o arginina, por ornitina
descarboxilasa (ODC) o arginina descarboxilasa. En plantas, solamente se produce
descarboxilacion de arginina. La triamina spd y la tetramina spm se forman al afiadir
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sucesivamente grupos aminopropilo para Put y Spd, respectivamente, en reacciones
catalizadas por espermidina sintasa (SPDS) y espermina sintasa (SPMS). Los grupos
aminopropilo se producen de la descarboxilacidon de S-adenosilmetionina (SAM) catalizada
por SAM descarboxilasa (SAMDC). Para la degradacién de las poliaminas complejas se
utilizan enzimas oxidasas: N1-Acetilpoliamina oxidasa y espermidina oxidasa (Soda, 2011).
La expresion de genes implicados en la biosintesis de poliaminas esta fuertemente regulado
por una serie de respuestas de estrés abidtico y bidtico debido a la toxicidad de altas
concentraciones de SAM (Wimalasekera et al., 2011). Cabe mencionar que los mRNA
correspondientes a varias de las enzimas involucradas en la via presentan uORFs en sus
regiones 5’UTR (Salazar-Diaz et al., 2021).

2.6.1. Poliaminas en el crecimiento temprano de eje embrionario
La concentracién y perfil de poliaminas en semillas varia durante su ciclo. En general, estan
presentes durante la embriogénesis y se acumulan en cantidades relativamente altas en

Hob Hy Hy Hy Hy Hy semillas secas maduras de algunas especies. Su
B B G G N__C___NH .
HaN" ~C7 N" ¢ e e” ¢ ° concentracion puede ser alterada por el proceso de

Ho Hy H, Hy Hy H, e s
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Espermina . . s ,
P tempranas de germinaciéon. Después de |Ia
- T erminacién es posible que los érganos de reserva
Y /C\C/C\N/C\C/C\C/NH3 g p q g
H3N . . . o
2 Hp Hy H, Hp sinteticen y exporten algunos tipos de poliaminas al
Espermidina eje embrionario. En soya se ha observado Ia
H, H . . . .
+/cz\ /cz\ _NHg presencia de espermina y cadaverina en el eje
HN”™ "C” °C . . . .
H, H, embrionario durante la embriogénesis; a mediados
Putrescina de la maduracion de la semilla, la acumulaciéon de
-3 cadaverina se detiene sin afectar la viabilidad. En
I TN N
HaN ﬁ2 ﬁz NHs3 semillas maduras de maiz, la relacion Spd:Spm:Put
Cadaverina es de 7.5:6:1 en el embrién, mientras que en el

endospermo no se detecta Spd y la relacién
Figura 11. Estructura quimica de | Put:Spm es 2:1. Se encuentra mayor contenido de
poliaminas presentes en ejes | poliaminasen escutelo que en los tejidos del eje de
embrionarios de maiz. Traducida de | |as semillas secas (Matilla, 1996; Villanueva,
Kabir v Suresh-Kumar (2013). Adlakha y Cantera-Soler, 1978). Durante la
germinacién, el embridon aumenta la concentracién de putrecina cuatro veces, mientras
disminuye la de espermina y espermidina. La sintesis de poliaminas en el eje embrionario
se ha relacionado con la pérdida de capacidad germinativa del maiz, y se ha sugerido que
no hay movimiento activo de poliaminas en tejido embrionario durante la germinacion. De
2 a 12 horas después de la germinacién, se ha observado un aumento en la concentracién
de poliaminas totales (Matilla, 1996; Villanueva et al., 1978). A pesar de que la cadaverina
se ha estudiado poco en el eje embrionario, ya que se encuentra en muy poca concentracion
y disminuye aln mas después de una hora de germinacién, se sabe que es necesaria para
el desarrollo normal de la raiz de soya (Gamarnik y Frydman, 1991).
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2.6.2. Poliaminas y estrés

Se observan niveles elevados de poliaminas en plantas expuestas a estrés abiético, ya que
éstas aumentan la tolerancia a distintos tipos de estrés como sequia, salinidad, frio, calor,
hipoxia, deficiencia de potasio, ozono, radiacién UV, metales pesados, herbicidas y diversos
patégenos (Alcazar, 2020; Wimalasekera et al., 2011). Estas proporcionan un amplio
espectro de tolerancia ya que ayudan a mantener la homeostasis de las proteinas,
desintoxicar especies reactivas de oxigeno, activar la maquinaria antioxidante y las
chaperonas moleculares (Alcazar, 2020; Lio, 2016). Aparte de su papel en la homeostasis
idnica, también pueden unirse a moléculas cargadas negativamente (como lipidos de
membrana y proteinas), para mitigar el dafio de membrana. Las poliaminas también se
asocian con otros factores regulatorios de respuesta a estrés: como ABA y H;0; e induce la
produccién de NO (He et al., 2018). Pueden aumentar la cantidad de proteinas solubles en
hojas, disminuir la cantidad y conductividad de malondialdehido. Su aplicaciéon exégena
mantiene un nivel alto de clorofila, reduce la permeabilidad y mantiene la integridad de la
membrana plasmatica, promueve el balance de contenido de O y el llenado de granos en
arroz (Jing et al., 2020).

En el caso del maiz, se ha reportado que las poliaminas juegan un papel importante en la
resistencia a estrés por sequia (Alcazar et al., 2020; An et al., 2012), por bajas temperaturas
(Alcazar et al., 2020; Gao et al., 2020) y por calor (Jing et al., 2020).

Las poliaminas son importantes para el desarrollo de plantas y respuesta a estrés, sin
embargo, los estudios sobre la relacion entre su contenido y respuesta a estrés en por calor
en cultivos de interés aun son limitados.

3. ANTECEDENTES DIRECTOS

La via de TOR el en maiz ha sido estudiada principalmente durante la germinacién y
establecimiento temprano de plantula. En el 2007, Agredano-Moreno et al. analizé la
regulacién de expresion de ZmTOR (TOR de Zea mays) durante la germinacion de maiz
Chalquefio, e identificaron su secuencia completa a partir de cDNA. En este estudio, se pudo
detectar la proteina TOR a partir de las 12 horas de imbibicidon (hpi) y sus niveles
aumentaron gradualmente hasta las 48 hpi, donde se observé el nivel mas alto. En el mismo
estudio, se detectaron altos niveles del mRNA de TOR en ejes embrionarios de semillas
secas a 0 hpi, mas no a 6 hpi, aumentando nuevamente entre las 12 y 48 hpi, consistente
con el patrén de acumulacion de la proteina. También se analizaron hojas jovenes y viejas,
meristemos de raiz, callos embriogénicos y no embriogénicos, encontrando el mRNA de
TOR en todos los tejidos a niveles similares. Estos resultados sugirieron que la expresion de
TOR a nivel de mRNA es ubicua y probablemente se encuentra regulado principalmente a
nivel de su actividad proteica.

En el 2020, Olea-Badillo analizo la expresién a nivel de mRNA de varios componentes de la
via TOR durante la germinacion de maiz. Observé un aumento en la expresion de TOR y S6K
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a las 24h de germinacion, mientras que RAPTOR mostrd niveles similares a todos los
tiempos y LST8 disminucidn y posterior aumento a las 48 hpi (Figura 12). Esto sugiere que
la expresion de algunos componentes podria resultar limitante para la formacién de TORC1.
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Figura 12. Abundancia de transcritos correspondientes a genes de la via TOR en germinacion de
maiz. Se realizo la amplificacion de regiones especificas para cada gen mediante RT-PCR punto final.
Se visualizaron los productos mediante geles de agarosa teinidos con Bromuro de Etidio. HDI: horas
de imbibicién de las semillas. El rRNA18S se utilizd para normalizar la abundancia. Se encerré con
rojo los transcritos que aumentaron su expresion a partir de las 24 horas de imbibicién, y en azul los
gue se mantuvieron constantes en el tiempo. Modificado de Olea-Badillo (2020).

Por su parte, Calderdon-Valencia en 2020 encontrd que la fosforilacién de rpS6-5240
disminuye a consecuencia de un choque térmico en etapas tempranas post-germinativas
de semillas de maiz Chalquefio (Figura 13). En cambio, los niveles de proteina rpS6 total no
variaron ante el estrés. Estos datos sugieren una inhibicién de la via TOR por choque
térmico. Sin embargo, no se ha analizado el efecto de esta inhibicién en el crecimiento
posterior de la planta. La disminucién en la fosforilacion de rpS6 coincide con el aumento
en la expresion de la chaperona HSP101, indicando una respuesta adecuada al choque

térmico.
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Figura 13. Efecto de choque térmico en los niveles y actividad de proteinas especificas de ejes
embrionarios de maiz Chalqueno. Semillas embebidas por 48 h fueron sometidas por una hora a
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42°C (HS) o incubadas a 252C (C) bajo las mismas condiciones. Se muestran tres réplicas bioldgicas
independientes (R1-R3). Tomado de Calderdn-Valencia (2020).

Analizando la actividad de la via TOR durante las ultimas etapas de la germinacién y las
primeras etapas de establecimiento de la plantula en maiz y su rol en la regulacion
traduccional (Salazar-Diaz et al., 2021), se encontro que la presencia del inhibidor especifico
AZD-8055 afecta el reclutamiento de los mMRNAs de ZmSAMDCy ZmPAQ3, que participan en
la biosintesis y degradacién de poliaminas a poliribosomas, sugiriendo afectacién en su
eficiencia traduccional (Figura 14). Por otro lado, la incubacién de semillas germinadas con
espermidina exdgena estimuld la fosforilacion de rpS6 dependiente de la actividad de TOR
(Figura 15) y redujo el dafio ocasionado por calor (Figura 16).

AZD, 20 uM
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Figura 14. La traduccidon de ZmPAO3 y ZmSAMDC muestra sensibilidad a la inhibicion de TOR por
AZD-8055. Polisomas de ejes embrionarios con 48 h de imbibicién con 20 mM de AZD-8055 fueron
sometidos a sedimentacidn por gradientes de densidad de sacarosa. Se muestran las fracciones de
poliribosomas ligeros (LP), medianos (MP) y pesados (HP), la distribucion de rRNA (18Sy 28S) y la
amplificacion de transcritos (ZmPAO3 y ZmSAMDC) a partir de cDNA de cada fraccion por RT-PCR.
Tomado de Salazar-Diaz et al. (2021).
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Figura 15. Efecto de espermidina sobre la actividad de TOR. Andlisis por inmunoréplica de los
niveles de rpS6 fosforilada (rpS6-P) y total (rpS6) en ejes embrionarios de semillas germinadas e
imbibidas por 24 h en presencia de 0.1 mM espermidina sola (Spd) o con AZD-8055 (Spd/AZD)
comparados con los controles de agua (mock) y 50 uM de AZD-8055 (AZD). Tomado de Salazar-Diaz
etal. (2021).
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Figura 16. Efecto de espermidina en la respuesta a estrés por calor en maiz Chalqueiio. Se
muestran imagenes representativas de plantulas de maiz de 6 dias que crecieron a 42 °C bajo
fotoperiodo de dia largo con agua (mock) o espermidina a 0.2 mM (Spd), en presencia o ausencia
50 uM AZD-8055, asi como las mediciones de longitud de coleoptilo y raiz primaria (n = 15). Tomado
de Salazar-Diaz et al. (2021).

4. JUSTIFICACION

El maiz (Zea mays) es un cultivo de interés econdmico en México y en el mundo, al ser el
cereal mas cultivado. Es utilizado para el consumo humano y de ganado, por lo cual es
importante para la seguridad alimentaria de la poblacion. Sin embargo, su producciéon ha
disminuido a partir del 2017, en parte debido al aumento anual de la temperatura, ya que
la germinacidn, el punto mas critico en el ciclo de vida de la planta, es susceptible al calor,
gue causa disminucién en el contenido de agua de la semilla y estrés oxidativo. Las plantas
han desarrollado diferentes estrategias para responder ante el estrés abidtico. Por un lado,
optimizan su energia para contender con el estrés y por otro regulan su crecimiento a la
baja en espera de mejores condiciones. La produccién de poliaminas en maiz puede aliviar
el dafno del estrés por calor. Recientemente, se ha reportado una conexién entre el
regulador maestro TOR vy la biosintesis y degradacién de poliaminas, lo que abre nuevas
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perspectivas para el estudio de su actividad durante la respuesta a estrés. La fosforilacion
de proteinas rio debajo de TOR, como la proteina cinasa S6K y su blanco, la proteina
ribosomal S6 (rpS6), se han utilizado para evaluar el estado de activacién de TOR. En plantas
como un tomate silvestre (Lycopersicon peruvianum) y maiz (Zea mays) se reduce la
fosforilacion de rpS6 ante un estrés por calor. Sin embargo, tanto los niveles basales de
actividad, como la extensién del efecto del estrés, pueden repercutir de manera diferencial
en la respuesta 6ptima del crecimiento de la planta bajo condiciones adversas.

Para entender las bases moleculares que podrian determinar un balance adecuado entre
crecimiento y tolerancia al estrés, es importante evaluar la relaciéon entre cantidad total y
fosforilaciéon de rpS6, asi como el efecto de espermidina en la respuesta a estrés por calor
en variedades maiz adaptadas a diferentes condiciones climaticas.

5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Es importante estudiar la respuesta ante estrés por calor en etapas tempranas de
germinacién en variedades de maiz mexicanas, sembradas ampliamente en el pais y
adaptadas a temperaturas distintas, para evaluar posibles diferencias en la respuesta
molecular y fisioldgica entre ellas y su relaciéon con la tolerancia al estrés. Los cambios a
nivel molecular inducidos por un choque térmico tienen repercusion sobre la germinacion,
crecimiento y rendimiento en cultivos de importancia econémica como el maiz. Ademas, la
relacién entre la via TOR y poliaminas, recientemente reportada en la respuesta a estrés
por calor en maiz Chalquefio, debe explorarse a mayor profundidad para determinar si
opera de manera similar en diferentes genotipos.

6. HIPOTESIS

Habra una respuesta diferencial a nivel fisioldgico entre semillas de variedades mexicana
de maiz adaptadas a clima contrastantes. Las semillas de la variedad adaptada a clima calido
presentardn una menor afectacion en la relacion entre la fosforilacion y cantidad total de
rpS6 ante el estrés por calor aplicado durante imbibicién temprana, asi como en su
respuesta a la aplicacidon exdgena de poliaminas, en comparacion a las de la variedad de
clima templado.

7. OBIJETIVOS

OBIJETIVO GENERAL
Evaluar la respuesta fenotipica y molecular al choque térmico de dos variedades mexicanas
de maiz adaptadas a crecer en condiciones climaticas contrastantes.
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OBJETIVOS PARTICULARES

e Establecer las condiciones experimentales que permitan evaluar las respuestas
fenotipicas y moleculares al estrés por choque térmico, durante la germinaciéon y el
crecimiento de las dos variedades de semillas de maiz.

e Determinar los efectos de choque térmico sobre el crecimiento de plantulas de dos
variedades mexicanas de maiz adaptadas a climas contrastantes.

e Evaluar de manera preliminar el efecto de la adicion previa de espermidina sobre la
respuesta a choque térmico en dos variedades mexicanas de maiz adaptadas a
climas contrastantes.

e Analizar la presencia de HSP101, HSP70 vy la relacién entre la fosforilacion y cantidad

total de rpS6 en respuesta al choque térmico.

8. MATERIALES Y METODOS

En la Figura 17 se representa el esquema general de trabajo que se siguidé para abordar los
objetivos del proyecto. Cabe mencionar que las condiciones fueron establecidas a partir de
un analisis inicial con diferentes métodos de germinacién y condiciones de choque térmico

que permitieron definir este esquema.

Obtencién de material
biolégico Germinacién
-Maiz VS-536 +48h, Método vertical
-Maiz Chalquefio

Tratamiento:

2h Control 25°C ah
Choque térmico 42°C
Obtencién de ejes Recuperacion Siembra en tierra
embrionarios en papel
Conteo de nimero de
Seccion de eje (2mm): Meristemo 7 dias 17 dias hojas y emergencia
Aplical Radicular, mesocotilo y sobre tierra

Meristemo de Brote Apical
Anélisis fenotipico:

Extraccién y purificacion Medidas de Raiz primaria,
de proteina mesocotilo, coleoptilo, primera
¥ hoja y nimero de hojas.
Andlisis molecular
-Western blot de HSP70, ¥
HSP101, rpS6-T y rpS6-P Analisis estadistico Conclusiones

Figura 17. Diagrama de flujo de metodologia a seguir en el trabajo experimental.
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8.1. Obtencién de material bioldgico.
Se compraron semillas de maiz VS-536 de la marca Proace (México), en Tuxtepec, Oaxaca,
y semillas seleccionadas de maiz Chalqueiio crecido en Chalco, Estado de México, con
productores en un tianguis. Las cosechas fueron de 2021 para ambas variedades.

8.2. Desinfeccion de semillas
Las semillas se trataron con agua destilada estéril con hipoclorito de sodio a 0.325% (v/v)
por 3 minutos en agitacién a 180 rpm. Posteriormente se hicieron 5 lavados de 5 minutos
c/u con agitacion de 120 rpm. Todo el proceso se realizé en la oscuridad.

8.3. Imbibicién de semillas y crecimiento de plantulas.

Se utilizé el método reportado por Crombez et al. (2016). Brevemente, se tomo una tira de
papel toalla de 19.4 cm de ancho y 1.4 m de longitud, doblada a la mitad (9.7 cm de ancho)
donde se distribuyeron 20 semillas con el embrién hacia arriba, dejando 7 cm entre cada
semilla. El papel se enrollé envolviendo las semillas y se pegaron los extremos con cinta
para evitar que se desenrollara. Varias réplicas de rollos se colocaron en vasos de 10 cm de
didametro y sobre cada rollo se vertieron lentamente 150 mL de agua destilada estéril. A las
48 horas de imbibicidn se seleccionaron 8 semillas germinadas con los ejes embrionarios de
tamanfio similar por cada rollo, a las cuales se les aplicé el choque térmico. Posteriormente,
las semillas se incubaron a 252C en la oscuridad para evitar estrés oxidativo adicional al del
choque térmico, dejando 11 cm entre cada semilla y cambiando el agua diariamente por 50
mL de agua desionizada esteril por 7 dias. Para evaluar el efecto del choque térmico sobre
el crecimiento a periodos mas largos, las semillas tratadas se sembraron en sustrato
Sunshine mix 3 (Contiene Vermiculita, cal dolomitica, yeso y agente de humedecimiento),
colocando 3 semillas por maceta de 12 cm de didmetro que se mantuvieron en invernadero
bajo fotoperiodo y luz natural (horario de primavera-verano), por 3 semanas.

8.4. Analisis de efecto fenotipico de choque térmico y espermidina.

e Aplicacion de choque térmico
Se seleccionaron 8 semillas por grupo, con 3 grupos por tratamiento. Las semillas de maiz
VS-536 seleccionadas fueron las que contaran con una radicula protruida de 0.1-0.5 cm,
para maiz Chalqueno se seleccionaron semillas con una radicula protruida de 0.5-1.5 cm, lo
cual corresponde al desarrollo normal para estas semillas bajo las condiciones de siembra
utilizadas. Se colocaron las semillas en un matraz Erlenmeyer de 500 mL, se cubrieron con
40 mL de CaCl2 0.1 mm estéril. Los matraces se colocaron a 42°C en una incubadora con
agitacion de 70 rpm para el choque térmico, los controles se colocaron a 25° en un agitador
a 70 rpm. El choque térmico fue de 2h para los experimentos de evaluacion de 7 dias de
germinacién, y de 4h para la evaluacidn a mediano plazo. La temperatura y tiempo del
choque térmico se seleccionaron en base a temperaturas que se alcanzan en la época de
siembra en el sureste del pais y en los experimentos mostrados en la Figura A1 de Anexos.

39



e Aplicacion de espermidina exdgena

Los tratamientos con espermidina se modificaron a partir de la metodologia utilizada por
Salazar-Diaz et al. (2021) de la siguiente manera: A las 48 h de imbibicidn en agua, esta se
cambié por una solucién acuosa de Spd 0.1 mM por 24h adicionales en oscuridad;
posteriormente se seleccionaron semillas con radiculas de 3-4 cm para maiz VS-536 y 5.5-7
para en maiz Chalqueno. Esta diferencia es debida a que el crecimiento post-germinativo
de las dos variedades no es igual. Las medidas corresponden al desarrollo promedio
observado para cada una a los tiempos de imbibicion indicados. Se aplico el choque térmico
y tiempo de recuperacién mencionados previamente, y se tomaron las medidas de raiz
primaria, mesocotilo, coleoptilo, primera hoja.

e Evaluaciones a siete dias de recuperacion.
Para analizar el efecto del choque térmico, a los siete dias de recuperacién a 25°C en
oscuridad, todas las plantas de cada rollo se fotografiaron con una regla a un lado. La raiz
primaria se midi6 manualmente, mientras que el mesocotilo y
resto de tejidos aéreos se midieron con el programa Imagel. En

Primera la Figura 18, se muestran plantulas indicando los tejidos cuya

hoja longitud se midid: mesocotilo (azul) comprende desde el nodo
——

escutelar al coleoptilar, coleoptilo (amarillo) desde el nodo

Coleoptilo coleoptilar a la primera hoja verdadera, raiz primaria (rosa) como

—— la primera raiz seminal (Hanway, 1966 y Martinez-Becerra, 1973).

Asimismo, se midié la longitud de la primera hoja.
Mesocotilqg
El porcentaje de crecimiento de cada tejido en la condicidn con

choque térmico con las plantas control se comparé mediante la
siguiente formula:

Formula 1

(Medida en tratamiento)(100)
Promedio de medida en control

% reduccion = 100 —

Raiz
primaria

Los datos se analizaron por ANOVA de una via, con la prueba de
comparacion multiple Bonferroni como prueba Post hoc.

Figura 18. Plantulas a7
dias de recuperacion.

Para las evaluaciones con espermidina, se registro el porcentaje
de supervivencia, asi como el porcentaje de plantascon0, 1,2y

3 hojas extendidas.

Con las medidas de tejido se calcularon las veces de cambio entre plantas que fueron
tratados con Spd o solo con agua, para esto se utilizaron las siguientes formulas:

Medida de planta con choque térmico (100)

Formula 2. % crecimiento = :
Medida de planta control
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, . Spd % crecimiento Spd (férmula2
Férmula 3. Veces de cambio — = — C - )
H20 %crecimiento H20 (férmula 2)

Los datos de medidas de tejidos, porcentaje de supervivencia y porcentaje de plantas por
numero de hojas se analizaron con un ANOVA de una via con Fisher como prueba Post hoc
en Minitab 17, y las veces de cambio con una prueba t-Student, utilizando el programa
GraphPad Prism 8.

e Evaluaciones en invernadero a mediano plazo.

Para evaluar el efecto del choque térmico sobre crecimiento a periodos mas largos, las
semillas tratadas se sembraron en sustrato Sunshine mix 3, colocando 3 semillas por maceta
de 12 cm de didmetro que se mantuvieron en invernadero bajo fotoperiodo y luz natural
(horario de primavera-verano), por 3 semanas, regando cada 3 dias con 70 mL de H;0. Se
registro su desarrollo alos 10, 15y 21 dias post imbibicidn. Se conté el porcentaje de plantas
gue emergen del sustrato, considerando solo plantas vivas, asi como el nimero de hojas
extendidas. A los 21 dias, las plantas se fotografiaron, y se registraron medidas de raiz
primaria y tejidos aéreos. Los datos se analizaron del mismo modo que para los siete dias
de recuperacion en oscuridad.

8.5. Anadlisis de efecto molecular de choque térmico

e Seccion de ejes embrionarios para andlisis
molecular. esocotilo

Posterior al choque térmico, se extrajeron los ejes
embrionarios de las semillas (n270) y de cada eje
embrionario se obtuvieron 2 mm del Meristemo Aplical
Radicular (MAR), mesocotilo y del Meristemo de Brote [ .
Apical (MBA), como se muestra en la Figura 19. Estas [Fyum

Sitio de corte
secciones se almacenaron a -70 °C hasta la extraccion de | Figura 19. Representacion de

proteinas. las secciones de ejes
embrionarios.

e Extraccion de proteina
Se realizé la metodologia utilizada por Salazar-Diaz et al. (2021) que se describe brevemente
a continuacion.

Se prepard un amortiguador de extraccion con:

e 50 mM de HEPES pH 7.6 e 20 mM EGTA
e 4mM EDTA e 20 mM manitol

Se esterilizé por filtracion y, a al momento de utilizar, se le agregé:

e 10 mM PMSF
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e 1x de cockel Inhibidor de fosfatasas “Halt Phosphatases” (Sigma)
e 1 tableta de Inhibidor de proteasas “Completerm Roche Diagnostics libre de EDTA”
por cada 10 mL de amortiguador.

Entre 0.4 y 1.2 g de material biolégico se homogenizaron en un mortero usando nitrégeno
liguido hasta obtener un polvo fino, se agregd amortiguador de extraccion en una
proporcion 1:3 (p/v). Posteriormente se centrifugd a 14,000 rpm por 40 minutos a 4°C, se
tomo el sobrenadante y se almacend a -70 °C.

e Cuantificacion de proteinas por método Bradford
Se prepard un stock de BSA (albdmina sérica bovina) a 1 pug/uL a partir de uno de 10 pg/uL
y solucion Bradford 1x a partir de la solucién stock Bradford 5x (Biorad).

Se realizd una curva patrén de BSA con la relacién de soluciones que se muestra en la Tabla
Al de Anexos.

Para las muestras de proteina se agregaron 2 uL de muestra, 50 uL de solucion Bradford y
198 uL de H,0. Para el control de las muestras se agregé 2 uL de Amortiguador de extracciéon
en lugar de muestra de proteinas.

Se realizd cada punto de la curva y muestras por triplicado, colocandolo en una placa ELISA
(Por sus siglas en ingles de Ensayo por Inmunoabsorcidn Ligado a Enzimas) y leyendo a
595nm.

A partir de los datos obtenidos se obtuvo una grafica de dispersion de concentracién de BSA
vs absorbancia, se obtuvo la ecuacién de la recta y con ella se calculd la concentracién de
proteina en las muestras.

e Electroforesis
Para la electroforesis se prepararon geles con la seccién del gel de separacién al 12.5% vy la
seccion del gel concentrador al 4%, ambos a pH de 8.8, de acuerdo a las instrucciones de la
Tabla A2 de Anexos.

Sobre el gel separador se agregd isopropanol al 50 % durante su polimerizacidn, este se
retird antes de agregar el gel concentrador.

En los geles se cargaron 5 pL de amortiguador de marcador de peso molecular Precision
Plus Protein™ Standards Dual color de Bio-Rad, y para verificar la integridad de las proteinas
se cargaron 15 ug por pozo, con 1x de amortiguador de corrida, el cual consiste de 5% -
Mercaptoetanol y 95% Buffer 2x laemmli. Para realizar transferencias de proteina a
membranas se cargaron 40 ug de proteina por pozo.

Los geles se resolvieron en un Mini-PROTEAN® Tetra cell de Bio-Rad, con amortiguador de
corrida 1x Tris/Tricine/SDS Running Buffer de Bio-Rad, a un voltaje constante de 25 mA por

gel.

42



Para la tincidon los geles se fijaron por 15 minutos con una solucion al 40% de etanol
absoluto, 10% acido acético y 50% H,0 desionizada, agitandose a 50 rpm. Se lavaron con
H,O desionizada, se les agregd Coomassie coloidal “QC Colloidal Coomassie Stain” de Bio-
Rad por toda la noche y se hicieron 3 lavados con H,0 desionizada, el primero de una hora,
el segundo de toda la noche y el tercero de un dia, en agitacion a 50 rpm.

Las imagenes se capturaron con un ChemiDoc.

e Transferencia a membrana
Las proteinas de los geles se transfirieron a membranas de fluoruro de polivinilideno
Immobilion™.-P. Para esto, la membrana se sumergié en metanol absoluto, posteriormente
en H,0 y finalmente en amortiguador de transferencia 1x Tris/Glicina SDS pH 8.3 de Bio-
Rad, con 10% de metanol.

Para la transferencia se utilizé un Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell de Bio-Rad,
utilizando papel filtro y esponjas humedecidas en el buffer de transferencia y ensambladas
de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La transferencia se realizé durante toda la
noche a 30 volts en un cuarto frio.

e Inmuno deteccion
Se prepararon un amortiguador de lavado con TBS 1x de Bio-Rad con 0.1% de tween20, y
un amortiguador de bloqueo con buffer TBS 1x de Bio-Rad, 0.1% de tween20y 5% de leche
Svelty en polvo 0%.

Las membranas secas se activaron con metanol absoluto, posteriormente con H,O y se
equilibraron en amortiguador de lavado por 15 minutos en agitacién a 50 rpm. Se
bloquearon con 20 mL de solucién de bloqueo por 2 horas en agitaciéon a 50 rpm, luego se
incubaron con 10 mL del anticuerpo primario en amortiguador de bloqueo durante toda la
noche en agitacion a 50 rpm a 4 °C. Las membranas se lavaron 3 veces con amortiguador
de lavado por 10 minutos en agitacién a 80 rpm, luego se afiadié 10 mL del anticuerpo
secundario en amortiguador de bloqueo por 1 hora en agitacién a 50 rpm a temperatura
ambiente. Las membranas se lavaron 3 veces del mismo modo que en el paso anterior y se
incubaron 5 minutos en 5 mL de Clarity Western ECL Substrate de Bio-Rad.

Los anticuerpos utilizados se indican en la Tabla 3 y sus diluciones en la Tabla 4.

Tabla 3. Anticuerpos utilizados en Inmuno deteccidn.

Anticuerpo primario Anticuerpo secundario
Proteina ribosomal S6 total (Anticuerpo policlonal
derivado de A. thaliana) Agrisera
Proteina ribosomal 40S S61 fosforilada en serina 240
(rpS6-P240), Agrisera

Anti-Rabbit I1gG (H+L) acoplado
a peroxidasa de rabano,
Jackson ImmunoResearch
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Proteina de choque térmico 70 HSP70 (Anticuerpo
policlonal citopldsmico ASO8 371 cruza con A. thaliana y Z.
mays), Agrisera
Proteina de choque térmico 101 HSP101 (Anticuerpo
policlonal cruza con Z. mays), Sigma-Aldrich

Tabla 4. Concentracidn de anticuerpos utilizados en Inmuno deteccion.

Anticuerpo primario Anticuerpo secundario
Proteina ribosomal S6 total (rpS6-T) 1:2,000
Proteina ribosomal fosforilada en 1:2 000 Anti-Rabbit IgG
serina 240 (rpS6-P240) - (H+L) acoplado a 1:10.000
Proteina de choque térmico 70 HSP70 1:10,000 peroxidasa de R
Proteina de choque térmico 101 _ rdbano
HSP101 1:1,000

Los datos de intensidad de obtuvieron por un analisis de bandas en Imagelab y se
normalizaron con la membrana tefiida con rojo de Ponceau. Para ver la actividad de TOR se
dividiod la intensidad de banda de rpS6-P240 entre la de rpS6-T. Se calcularon las veces de
cambio (FC) utilizando la siguiente féormula:

rpS6—P

p S6—T
Férmula 4. FC= b —
TpS6—T en choque térmico

en control

9. RESULTADOS

9.1. Condiciones basales de germinacion de maiz VS-536 y Chalqueiio.

Se utilizé el método de siembra vertical, con el cual no se encontré diferencia significativa
en el porcentaje de germinacidon a las 24h de imbibicidn entre las semillas de maiz
Chalqueiio y VS-536. Se observé un mayor porcentaje de germinacion a las 48 y 72h de
imbibicién para VS-536 (P<0.5 y P<0.01, respectivamente), pero esta diferencia no fue
significativa a las 96h de imbibicion. A las 96 horas de imbibicidn, el maiz VS-536 alcanzé un
porcentaje de germinacion de 96.25 +4.79 %y el maiz Chalquefio de 85 + 8.7%, mas el maiz
VS-536 se acercéd a su germinacion maxima a las 72h de imbibicién, mientras que el
Chalquefio hasta las 96h (Figura A2, Anexos). Esto sugiere una germinacién mas lenta para
el maiz Chalqueno a tiempos intermedios de imbibiciéon. Con estas mismas condiciones de
germinacién se continuaron los siguientes experimentos.
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9.2. Efecto del choque térmico sobre el crecimiento de maiz VS-536 y Chalquefio.
9.2.1. Efecto del choque térmico a 7 dias de recuperacién en oscuridad.
Se evaluo el efecto del choque térmico sobre ambas variedades de maiz a corto plazo, y los
resultados se muestran en la Figura 20.
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Raiz primaria Mesocotilo Coleoptilo Primera hoja

Control . Chalquefio . VS-536

Figura 20. Efecto del choque térmico a 7 dias de recuperacion en maiz Chalquefio y VS-536. a)
Imagen representativa plantas de c) maiz Chalquefio y d) VS-536 en condiciones control y choque
térmico. b) Porcentaje de reduccion de longitud de diferentes tejidos de plantulas en HS de maiz
Chalquefio y VS-536; los datos mostrados en b) fueron calculados a partir de los datos presentados
en la Figura A3 del Anexo. n>60, correspondiente a 3 réplicas bioldgicas independientes con 3
réplicas cada una, con al menos 7 individuos por cada una. La comparacion entre variedades se
realizo utilizando la prueba t-Student.

Se evalud la longitud de la raiz primaria, mesocotilo, coleoptilo y la primera hoja como se
indica en la Figura 18, encontrando para todos los tejidos disminucién en su longitud al
aplicar el choque térmico, independientemente de la variedad de maiz (Figura A3, Anexos).
Al comparar la reduccién de crecimiento para cada tejido entre las variedades, se observo
una mayor magnitud de cambio para el maiz Chalqueiio (Figura 20), asi como mayor
variabilidad en la respuesta entre individuos, lo que resulta en una diferencia significativa
solamente para la reduccién del crecimiento del mesocotilo, que también resultd ser el
tejido con mayor porcentaje de reduccidon en ambas variedades. A nivel cualitativo, es
interesante notar que los tejidos aéreos del maiz Chalquefio muestran mayor crecimiento
gue VS-536 bajo condiciones control, mientras que después del choque térmico esta
diferencia no se observa.

9.2.2. Efecto del choque térmico a mediano plazo.
Para observar el crecimiento en condiciones mas similares a campo al colocar las plantas
con sustrato y luz solar, ademas de para observar si el dafio por el choque térmico se
mantiene por un periodo prolongado, o la planta logra una recuperacion parcial o total, se
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evalud un choque térmico similar al previo, pero manteniéndolo por 4h. Las plantas se
recuperaron en invernadero y se evaluaron a los 10, 15 y 21 dias de germinacién.

1]

150

100

50

Porcentaje de crecimiento (%)

10 dias 15 dias 21 dias 10 dias 15 dias 21 dias

5 __4i . Coleoptilo Primera hoja
Choque Choque
Control b i v Control RIS B Vvs-536
Maiz chalquefio Maiz VS-536 M Chzlguefio

Figura 21. Efecto del choque térmico a mediano plazo en crecimiento de coleoptilo y primera hoja
de maiz Chalquefio y VS-536. a) Imagen representativa de plantas de maiz Chalquefio y VS-536 en
condiciones control y choque térmico. b) Porcentaje de crecimiento en longitud de diferentes
tejidos de plantulas en HS de maiz Chalquefio y VS-536, respecto a plantas control; los datos
mostrados en b) fueron calculados a partir de los datos presentados en la Figura A4 del Anexo. n>60,
correspondiente a 3 réplicas bioldgicas independientes con 3 réplicas cada una, con al menos 7
individuos por cada una. La comparacion entre variedades se realizé utilizando la prueba t-Student.

En el maiz Chalqueio se observd una disminucidn del crecimiento del coleoptilo y primera
hoja a todos los tiempos de evaluacién (Figura A4, Anexos); sin embargo, el maiz VS-536
presentd menor reduccidon en sus medidas del coleoptilo a partir de los 15 dias de
germinacién (Figura A4-a, Anexos), y no se observé reduccién en el crecimiento de la
primera hoja entre controles y plantas con choque térmico a 21 dias de germinacién (Figura
A4d-b, Anexos). Con estos datos fue evidente que a tiempos mas prolongados el maiz VS-536
se recupera alcanzando a las plantas control, mientras que el dafio para el maiz Chalquefno
persiste. Ademas de esto, existe una diferencia entre los porcentajes de crecimiento en
longitud del coleoptilo y la primera hoja de maiz sometido al choque térmico en
comparacion con las plantas del control (Figura 21) entre ambas variedades. En todas las
evaluaciones de la primera hoja, el maiz Chalquefio mostré una mayor reduccién en
longitud por el choque térmico que el maiz VS-536, lo mismo se observé a partir de los 15
dias de evaluacién en el coleoptilo de la planta.

Continuando con la evaluacién de dafio a mediano plazo, se cuantificd el nimero de hojas
extendidas y el porcentaje de supervivencia, estos resultados se observan en la Figura 22.
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Figura 22. Efecto del choque térmico a mediano plazo sobre a) el nimero de hojas extendidas y
b) porcentaje de supervivencia en plantas provenientes de semillas germinadas en condiciones
control y con choque térmico (HS). n=60, correspondiente a 3 réplicas bioldgicas independientes
con 3 réplicas cada una, con al menos 7 individuos por cada una. En a) se realizé una prueba ANOVA
de una via con Fisher como prueba Post hoc, con p<0.5, donde letras diferentes representan
diferencia significativa. En b) la comparacion entre variedades se realizo utilizando la prueba t-
Student, *p<0.05, ** p<0.01; *** p<0.001; **** p<0.0001.

Si bien, al ser sometidas a choque térmico, las hojas de plantas de ambas variedades tardan
mas en expandirse, a 21 dias de germinacién solo el maiz VS-536 presentd menor numero
de hojas expandidas en plantas con choque térmico, mientras que el nimero de hojas
expandidas de maiz Chalqueno es incluso mayor en plantas con choque térmico con
respecto a las que no sufrieron este estrés (Figura 22, a). En cuanto a supervivencia, en
ambas variedades disminuyd su porcentaje de supervivencia ante un choque térmico; sin
embargo, el maiz Chalqueno se ve significativamente mas afectado que el maiz VS-536
(Figura 22, b).

Con los resultados a mediano plazo se confirmé un mayor dafio por choque térmico en el
maiz Chalquefo que en el VS-536, ademas de que el dafo sobre el crecimiento persiste por
mas tiempo. También se observd que, si bien se reduce el crecimiento de los tejidos, en el
maiz Chalquefio no se afecta la expansion de hojas ya existentes en el eje embrionario
durante la aplicacién del choque térmico, pero si se afecta para el maiz VS-536.

9.2.3. Efecto de espermidina sobre el fenotipo de plantas sometidas a

choque térmico
Con base en los antecedentes sobre una potencial proteccién ante dafio por calor con la
aplicacion de espermidina exdgena a semillas de maiz (Salazar-Diaz, 2021), se realizaron
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experimentos para evaluar el efecto de 0.1 mM de espermidina sobre la respuesta a choque
térmico para las variedades Chalqueno y VS-536.

Se observé que para el maiz Chalquefio, agregar espermidina exdégena aumenta la longitud
de la raiz primaria, mientras que el maiz VS-536 presentd una disminucion en la longitud de
la raiz primaria, el mesocotilo y el coleoptilo de plantas sometidas a choque térmico a los 7
dias de evaluacién (Figura 23, ay b), sin embargo, debido a la gran variabilidad entre grupos
y experimentos seria recomendable aumentar el nimero de repeticiones para tener datos
mas contundentes. Evaluando las veces de cambio entre plantas sometidas a choque
térmico que fueron tratadas con espermidina, se observa que hubo una diferencia
significativa entre variedades en la respuesta a espermidina para la raiz primaria y primera
hoja (Figura 23, c), ya que el maiz Chalqueno se vio protegido, mientras que el VS-536 se vio
afectado.
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Figura 23. Efecto de espermidina sobre el fenotipo de plantas de maiz Chalquefio y VS-536
sometidas a choque térmico a los 7 dias de recuperacion en oscuridad. a) Imagen representativa
de plantas de maiz Chalquefio y VS-536 en condiciones control y choque térmico, con y sin
espermidina, b) Porcentaje de crecimiento de diferentes tejidos de plantulas de maiz Chalquefio y
VS-536 con y sin espermidina ante choque térmico y c) Veces de cambio para la longitud de
diferentes tejidos en presencia de espermidina y choque térmico. Los datos mostrados en b) fueron
calculados a parir de los datos presentados en la Figura A5 del Anexo. n260, correspondiente a 3
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réplicas bioldgicas independientes con 3 réplicas cada una, con al menos 7 individuos por cada una.
La comparacién entre variedades se realizé utilizando la prueba t-Student.

Las evaluaciones a mediano plazo no mostraron los mismos resultados. Cualitativamente,
se observd mayor crecimiento para plantas de maiz Chalquefio tratadas con espermidina y
sometidas a choque térmico, mientras que las de maiz VS-536 mostraron menor
crecimiento (Figura A6, Anexos). Sin embargo, la variacién entre réplicas fue muy grande
para Chalqueno, por lo que la diferencia no fue significativa, y la diferencia entre
tratamientos para maiz VS-536 tampoco fue significativa (Figura A7, Anexos). A pesar de la
falta de efecto estadisticamente significativo en las medidas de tejidos, la espermidina
exodgena si causé un menor numero de hojas expandidas en maiz Chalquefio ante choque
térmico, asi como un menor nimero de hojas expandidas en maiz VS-536, tanto en
controles como en plantas sometidas al choque térmico (Figura A8, Anexos). También se
afect6 significativamente la supervivencia de plantas de maiz VS-536 sometidas a choque
térmico, sin tener efecto en maiz Chalquefio (Figura A9, Anexos).

9.3. Respuesta a nivel molecular al choque térmico
Para evaluar la respuesta a nivel molecular se analizaron las proteinas de respuesta a
choque térmico Hsp101 y Hsp70, asi como los niveles de proteina total y fosforilada de la
proteina ribosomal S6 (rpS6), que se ha reportado que responde a la actividad de la via TOR
durante la germinacién y crecimiento temprano de la plantula. Dado que las variedades
analizadas mostraron diferencias en el crecimiento de sus tejidos (Figura 24, a), se comenzé
evaluando el nivel basal de rpS6 total y fosforilada en cada tejido (Figura 24, b-c).

a)
<) M Vvs-536
2.5 * B Chalquefio

2.0
1.5

1.0

rpS6-P/rpS6-T

0.5

0.0-
MAR Mesocotilo MBA

Maiz
VS-536

Maiz Chalquefio |
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Figura 24. Comparacion de los niveles basales de rpS6 total y fosforilada entre variedades. a)
Imagen representativa de maiz VS-536 y Chalquefio crecidas bajo condiciones control a 9 dias de
germinacion, b) Inmunoblot de rpS6-P y rpS6 total en meristemo apical radicular (MAR), mesocotilo
y meristemo de brote apical (MBA) de maiz VS-536 y Chalquefo de ejes embrionarios embebidos
por 48h bajo condiciones control y c) Relacion rpS6-P/rpS6-T. Las densitometrias fueron
normalizadas en membranas tefiidas con Rojo Ponceau, las réplicas experimentales posteriores
consideradas en el analisis estadistico se muestran en la Figura A10 de Anexos. La comparacién
entre variedades se realizo utilizando la prueba T-Student, n< 3, *P<0.05, ** P<0.01.

El analisis de tres réplicas independientes con al menos 180 ejes embrionarios a las 48h de
imbibicién mostré que el meristemo apical radicular (MAR) presenté mayor cantidad basal
de rpS6 (rpS6-T) respecto a la variedad Chalqueiio, sin diferencia significativa en el
mesocotilo o meristemo de brote apical (MBA). En cambio, se observaron niveles de
fosforilacién de rpS6 (rpS6-P) significativamente mayores en el MBA de maiz Chalquefio, sin
diferencia en MAR o mesocotilo (Figura 24, b). Al obtener la relacion promedio entre
proteina fosforilada y total (rpS6-P/rpS6-T), para mostrar la activacion de rpS6, se observé
gue rpS6 se encuentra mayoritariamente fosforilada en los meristemos del eje embrionario
para ambas variedades, con mayor activacion en el MBA de maiz Chalqueno (Figura 24, c).
Esto podria corresponder con una mayor activacion de TOR en este tejido y variedad y con
el crecimiento observado en la Figura 24, a.

Posterior a esto, se evalué el efecto del choque térmico en los mismos tejidos para rpS6,
Hsp101 y Hsp70 (Figura 25). En este caso, las imdagenes corresponden a membranas
independientes por variedad, por lo que las intensidades de las bandas no se pueden
comparar entre variedades.
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Figura 25. Analisis de proteinas en meristemo apical radicular (MAR), mesocotilo y meristemo de
brote apical (MBA) de ejes de 48h tratados con choque térmico. A) Inmunoblot de rpS6-P, rpS6
total, HSP70y HSP101 en tejidos de ejes embrionarios de maiz VS-536 y Chalquefio bajo condiciones
control (Con) y con choque térmico (HS), b) Relacion rpS6-P/rpS6 total y c) Veces de reduccién de la
relacidén rpS6-P/rpS6 total entre condiciones control con choque térmico. Las repeticiones de los
inmunoblots se encuentran en las Figuras A1l y A12 de Anexos, las sefiales fueron analizadas
mediante densitometria y normalizadas con la tincion de Rojo Ponceau que se encuentra en la
Figura A13 de Anexos. La comparacién entre tratamientos y variedades se realizé utilizando la
prueba T-Student, n>=3 * P<0.05, ** P<0.01; **** P<0.0001. Los asteriscos corresponden a
diferencias significativas en la sefal de choque térmico (HS) vs control (Con).

Al considerar la desviacidon entre réplicas, los niveles totales de rpS6 no presentaron
diferencias significativas entre las condiciones control y después de choque térmico para
ningun tejido en ambas variedades de maiz. Sin embargo, hubo una disminucién muy
significativa en la fosforilacion de rpS6 en la S240 después del choque térmico para todos
los tejidos en ambas variedades. Esto coincide con las observaciones previas del laboratorio
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para el maiz Chalquefio. De manera interesante, el aumento en los niveles de HSP101 con
el choque térmico fue significativo para la radicula en ambas variedades y para el
mesocotilo de maiz Chalqueiio. Asimismo, el maiz Chalqueifio mostré aumento significativo
en la acumulacién de HSP70 en su radicula y mesocotilo después del choque térmico,
mientras que no hubo cambios en Hsp70, para los tejidos de VS-536 (Figura 25, a).

Para evaluar el estado de la actividad de rpS6, se obtuvo la relacidn entre niveles de rpS6
fosforilada y total. Dado que en todos los tejidos se observd una disminucién de la
fosforilacién por choque térmico, se determind si habia diferencias significativas en esta
reduccidon entre las dos variedades. Se encontré una disminucién significativa en la
activacion de rpS6 ante el choque térmico para ambas variedades en MAR y mesocotilo. A
pesar de la evidente reduccién en la actividad de rpS6 en MBA (valores < 1 de la relacion
rpS6-P/rpS6-T), esta no fue significativa, mostrando una gran desviacion en los controles.

De manera interesante, la relacion rpS6-P/rpS6-T se vio mucho mas afectada por el choque
térmico en la radicula en ambas variedades. Al comparar las veces de reduccion, se observo
una diferencia significativa entre variedades en este tejido, donde el maiz Chalqueio
resulté mas afectado que el maiz VS-536 (Figura 25, c). Curiosamente, esto no coincide con
el fenotipo observado a los 7 dias después del choque térmico, donde la mayor afectacion
en crecimiento se observa en el mesocotilo. Esto puede implicar una regulacién mucho mas
compleja para el crecimiento de cada tejido.

10. DISCUSION

El constante aumento de poblacién, asi como el aumento y modificacion los patrones de
temperaturas anuales debido al cambio climético, llevan a la importancia de estudiar el
efecto de altas temperaturas en distintos tipos de cultivos, sobre todo en uno tan
importante para la alimentacién mundial y la cultura de México como el maiz.

En este proyecto se evaluaron dos variedades mexicanas de maiz, el Chalquefio cosechado
en el Valle de Chalco en el Estado de México, y el VS-536, cultivado en las zonas de Veracruz,
Chiapas y norte de Oaxaca. En estas variedades, se observaron diferencias claras en las
condiciones control: una germinacién mds rdpida del maiz VS-536 (Figura A2, Anexos) y un
mesocotilo mas largo del maiz Chalquefio (Figura 20, a), caracteristica que se ha
seleccionado para siembra profunda en el centro y norte de México para permitir una
mayor resistencia al estrés bidtico y abidtico en etapas tempranas y aprovechar el agua del
subsuelo en lugares menos humedos (Niu et al., 2019; Sdenz-Rodriguez y Cassab, 2021).

Se encontré un mayor efecto negativo del calor en maiz Chalquefio que en VS-536, el dafio
fue persistente en el Chalquefio, mientras que el VS-536 se recuperd después de 21 dias de
germinacién (Figura 20 y 21). El mayor efecto del choque térmico sobre la viabilidad y el
crecimiento de maiz Chalqueno puede explicarse en parte por su ciclo de siembra y la
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temperatura que predomina durante el mismo. Esta variedad se cosecha en el periodo
otofio-invierno en el Valle de Chalco, donde la temperatura maxima promedio en el mes de
octubre de los ultimos 10 afos ha sido de 23 °C, sin picos maximos mayores a 25°C; por su
parte, el maiz VS-536 se cosecha en el periodo Primavera-Verano en el sur de Veracruz y
norte de Oaxaca y Chiapas, donde la temperatura maxima promedio en los meses de abril
y mayo de los ultimos 10 afios ha sido de 36 °C, con picos mdximos constantes que varian
afio con afio entre 38 y 44°C, con tendencia a aumentar en anos recientes (Diebel et al.,
2023).

Un factor poco considerado, pero importante para el comportamiento de una planta son
los efectos ambientales sobre la herencia materna, fenédmeno por el cual el ambiente en el
gue crece una planta parental influye en el fenotipo de la progenie al afectar su plasticidad
fenotipica, pero sin afectar al genotipo (Donohue, 2009; Vivas, et al., 2020). A pesar de que
se conocen los efectos maternos desde hace décadas, los mecanismos genéticos
subyacentes son poco comprendidos y los efectos son poco predecibles, no ocurren bajo
todas las condiciones, pueden ser positivos o negativos sobre la progenie y no son
necesariamente aditivos con mas de un estrés. Se ha observado que afectan la germinacion,
tiempo de dormancia, vigor, biomasa, resistencia a estrés bidtico y abiético como sequia y
salinidad (Aycan et al., 2021; Chen et al., 2022; Donohue, 2009; Latzel et al., 2021; Matzrafi
et al., 2020; Nguyen et al., 2021; Vivas et al., 2013; Vivas et al., 2020). Debido a los
antecedentes de esos efectos ambientales sobre la herencia materna, ademas de que el
maiz VS-536 cuyas plantas parentales se exponen a estrés por calor de manera natural
durante su siembra tuvieron menor dafio por el choque térmico, se cree que estos efectos
podrian estar influyendo, mas es necesario estudiar generaciones posteriores para
confirmarlo.

El maiz Chalqueino no solo se vio mas afectado que el VS-536 por el choque térmico, sino
que ademds se vio mas afectado especificamente en el crecimiento del mesocotilo (Figura
21, b), tejido particularmente importante porque, como se menciond previamente, el maiz
Chalquefio se siembra a profundidad mientras que el VS-536 es de siembra superficial, por
lo cual la disminucidn en el crecimiento de mesocotilo afectaria menos al maiz VS-536 en
condiciones de campo.

Es interesante notar que el Unico parametro que no se vio afectado por el choque térmico
para el maiz Chalquefio, o incluso fue beneficiado a mediano plazo, fue el nUmero de hojas
extendidas (Figura 22, a). Se afectd el crecimiento de las hojas, ya que la longitud de la
primera hoja si disminuyd con el choque térmico, pero no su capacidad de expandirse, ya
que las primeras 5 o 6 hojas se encuentran formadas en el embrién maduro en el momento
que se aplica el choque térmico (Kiesselbach, 1949; Liu et al., 2013). Entre los factores
adicionales que podrian estar involucrados en la capacidad de expandirse de las hojas
previamente formadas en el eje son los brasinosteroides, ya que después de la formacién
de las hojas los genes de su biosintesis se encuentran sobreexpresados previamente a la
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expansion. Estas fitohormonas promueven la expansion celular y diferenciacion vascular,
pero también pueden estar involucrados el jasmonato, el acido salicilico, productos de
genes de la fotosintesis como RuBiscO, el factor de transcripcién ABI5, que regula la
transicién entre germinacién y crecimiento vegetativo en respuesta a acido abscisico,
receptores putativos de citocininas AHK que funcionan como reguladores del desarrollo de
tejido vascular del tallo y el receptor putativo de auxinas TIR1 (Liu et al., 2013).

Contrario a lo esperado por reportes previos en maiz Chalqueiio (Salazar-Diaz, 2021) que
indicaron un efecto positivo de la espermidina para aliviar el dafio del estrés por calor, en
este proyecto solo se observé un efecto benéfico de la poliamina a corto plazo, mientras
que los resultados no fueron concluyentes a mediano plazo (Figura 23, A6-A10). El resultado
puede diferir del trabajo previo ya que previamente se habia utilizado un estrés por calor
constante en lugar de un choque térmico, y ambos representan un tipo de estrés distinto,
gue pueden requerir mecanismos de respuesta diferentes (Bokszczanin, 2013; Clarke et al.,
2004; Clarke et al., 2009; Hughes, 2021; Nieto-Soleto et al., 2002).

De forma notoria, se observé un efecto diferente en magnitud y sentido de la espermidina
sobre el maiz VS-536. Su crecimiento se vio afectado negativamente de manera importante
a corto plazo por la espermidina al aplicar un choque térmico, ya que las plantas sometidas
a choque térmico y tratamiento con espermidina presentaron menor longitud de raiz
primaria, coleoptilo y primera hoja, en comparacién a las que no se trataron con
espermidina (Figura 23). Diferencias importantes en el comportamiento de ambas
variedades podrian deberse a distintos niveles basales de poliaminas que lleven a distintos
niveles de tolerancia a la misma. Se han reportado distintos niveles enddgenos de
poliaminas en semillas de maiz dependientes del genotipo y del ambiente en el cual se
cultivan, si bien no se encontraron reportes de niveles endégenos de espermidina en maiz
VS-536, si se cuentan con reportes para el maiz Tuxpefio, altamente relacionado con el maiz
VS-536 (Sierra-Macias et al., 2016) y el maiz Compuesto Universal, que es una variedad de
Toluca de maiz Chalquefio que se siembra a gran altura sobre el nivel del mar. Estos reportes
indican 2 veces mayor contenido de espermidina en el eje maduro de maiz Compuesto
Universal que en el eje maduro del maiz Tuxpefio (Sepulveda y Sanchez de Jiménez, 1988),
también se ha reportado diferencia en contenido de espermidina endégena entre
variedades de maiz relacionada con la cantidad de proteina en ejes y con velocidad de
germinacién (Anguillesi et al.,, 1982), esto ultimo podria sugerir una potencial mayor
cantidad endégena de espermidina en maiz VS-536, que en maiz Chalqueiio al tener una
germinacién mas rapida (Anguillesi et al., 1982), sin una previa cuantificacion, no se puede
saber si alguna de las variedades estudiadas tiene mayor contenido endégeno de
espermidina. Una cantidad enddgena de espermidina distinta entre variedades, podria
explicar un comportamiento distinto ante la aplicacidon exdgena, ya que sus tolerancias a la
misma podrian ser distintas. Cabe mencionar que la biosintesis de poliaminas complejas
como la espermidina se encuentra estrictamente regulada en las semillas y no suele
aumentar a menos de que se necesite para responder a un estrés, esto debido a que la
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acumulacién de altas concentraciones de poliaminas en el SAM son toxicas para la planta
(Wimalasekera et al., 2011), ya que en su posterior catabolismo producen especies
reactivas de oxigeno, que en cantidades pequeiias funcionan como sefializadores, pero en
cantidades altas, causan estrés oxidativo y toxicidad (Liu et al., 2015), ademas de afectar
interacciones proteina-proteina y DNA-proteina (Thomas y Thomas, 2001).

A nivel molecular, se puede decir que el tejido mas sensible al choque térmico en el eje
embrionario imbibido por 48h, fue el meristemo apical radicular. Este tejido mostré la
mayor disminucion en la fosforilacidon de rpS6 y también el incremento mas significativo de
Hsp101 en ambas variedades de maiz (Figura 25). Si bien la radicula no es el tejido mas
afectado de manera fenotipica, si es consistente con un alto porcentaje de reduccion de
crecimiento a 7 dias de recuperacién (Figura 20), de 32.47% para maiz Chalquefio y 26% en
maiz VS-536, esta disminucion en la longitud podria llevar en problemas para el
establecimiento, la absorcién de nutrientes y agua (Ramson, 2020). Que haya un efecto
importante en radicula puede explicarse por la alta acumulacién de auxinas que promueven
la actividad de la ruta TOR en la zona meristemdtica en este tejido (Martinez et al., 2021;
Rodriguez-Gacio et al., 2009). Ademas, este tejido es sensible a estrés, ya que la ruta TOR
afecta la fosforilacion de rpS6. Sin embargo, las diferencias inherentes al genotipo son
interesantes y novedosas, constituyendo un punto de partida para evaluar posibles
diferencias en la acumulacidn de fitohormonas entre variedades y tejidos. Es conocido que
las auxinas también se acumulan en los meristemos aéreos, pero el efecto del choque
térmico sobre la fosforilacion de rpS6 en este tejido es pequefio en comparacion al
observado en la radicula. Es posible que el balance con otras fitohormonas como citocininas
y ABA juegue un rol importante en la regulacion diferencial de TOR por estrés entre tejidos
(Rodriguez-Gacio et al., 2009).

En la comparacion entre variedades se observé mayor acumulacion basal de rpS6 en el
meristemo apical radicular de maiz VS-536 respecto al maiz Chalquefio, asi como una mayor
relacion rpS6-P/rpS6-T en Chalquefio que en VS-536 (Figura 24). La mayor acumulacion
basal en radicula de VS-536 es consistente con una emergencia de la radicula mas rapida
(Figura A2, Anexos), mas no con una mayor longitud de radicula (Figura A3, Anexos). La
aparente mayor activacion basal de rpS6 en meristemo de brote apical de maiz Chalqueiio,
es consistente con el mayor crecimiento del coleoptilo y la primera hoja de este maiz, que
el de VS-536 (Figura 24-b y A4 Anexos). No se puede establecer una relacidn directa entre
activacion de rpS6 en mesocotilo y su crecimiento, ya que hay una mayor longitud en el
mesocotilo del maiz Chalqueifio que en maiz VS-536 (Figura A3, Anexos), mas no se
observaron cambios a nivel molecular entre variedades en este tejido (Figura 24). También
es importante el incremento observado para Hspl0l1 y Hsp70 en mesocotilo para
Chalquefio, pero no para VS-536, porque indica varios cambios para este tejido en la
variedad mas sensible al calor (Figura 25). Cabe mencionar que las medidas de longitud en
los tejidos y los anadlisis moleculares corresponden a tiempos distintos después del choque
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térmico, por lo cual podrian haber intervenido factores adicionales en el crecimiento post-
estrés de los tejidos a los tiempos de medicién.

Las plantas necesitan un equilibrio entre crecimiento y respuesta a estrés para poder
aprovechar sus recursos de la mejor manera, esto puede verse de manera clara en la
actividad de SnRK1 y TOR (Zhang et al., 2020) y es consistente con lo que se observo en esta
investigacion, donde la variedad VS-536, cuyo crecimiento en condiciones control es menor
que el de maiz Chalquefo, aunque puede soportar mejor el estrés por calor. Sin embargo,
aun se cuenta con informacidon necesaria para unirlo de manera directa con esas vias de
regulacion. Para contar con un panorama mds completo, es necesario a futuro observar
diferencias entre las mismas variedades al inhibir la ruta de TOR de manera especifica, asi
como cuantificar la activacién de SnRK1 y algunas ciclinas del ciclo celular. Para tener un
modelo mas robusto, también deberian investigarse respuestas a choque térmico en otras
variedades mexicanas de maiz con distintos fenotipos, en condiciones control y la respuesta
a distintos tipos de estreses, para observar si se ajustan al modelo observado hasta el
momento. Otra cosa que seria parece importante, es observar el efecto de este choque
térmico inicial sobre la progenie de las plantas, para determinar si el efecto materno si
existe en estas variedades, si es un factor importante en la mayor resistencia a choque
térmico de maiz VS-536 y si existe un potencial para que pudiera aumentar la resistencia de
otras variedades altamente productivas, pero poco resistentes a este estrés, como el maiz
Chalqueiio.

11. CONCLUSIONES

La aplicacién de choque térmico (42°C por 2 h) durante la imbibiciéon temprana de semillas
de maiz afecta significativamente el crecimiento de los tejidos de plantula en proceso de
establecimiento, tanto para la variedad de maiz adaptada a clima templado, Chalqueno,
como para la adaptada a clima cdlido, VS-536. Sin embargo, el grado de afectaciéon depende
del tejido y del genotipo.

El desarrollo del mesocotilo es fundamental para el establecimiento de la plantula de maiz.
Al ser el tejido que resulta mas afectado negativamente en su crecimiento por el choque
térmico, y en mayor medida para Chalquefio adaptado a clima templado, sugiere que los
mecanismos de termotolerancia del mesocotilo difieren con respecto a los mecanismos
presentes en otros tejidos y dependen del genotipo de maiz.

La inhibicidn del crecimiento en tejidos aéreos debida al choque térmico aplicado a 48 h de
imbibicidn de la semilla se observa por tiempos mas prolongados en la variedad Chalquefio,
ademas de afectar en mayor medida su supervivencia respecto a VS-536. Esto sugiere una
menor termotolerancia basal para Chalquefio y posibles afectaciones en el rendimiento al
enfrentarse a temperaturas elevadas en etapas tempranas de su siembra.
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Aunque la espermidina es una molécula necesaria para el crecimiento, desarrollo y
respuesta a estrés en las plantas, el efecto su aplicacion exdgena resulta contrastante para
la respuesta a choque térmico a corto plazo en diferentes genotipos de maiz. Mientras el
crecimiento de maiz Chalqueiio se afecta menos por choque térmico en presencia de
espermidina, para el maiz VS-536 se afecta mas, con diferencias significativas en raiz
primaria y coleoptilo.

La actividad de la proteina ribosomal S6, evaluada mediante sus niveles de fosforilacion, es
mayor en el meristemo de brote apical del maiz Chalquefio y en el meristemo apical
radicular de maiz VS-536, lo cual resulta consistente con mayor crecimiento de tejidos
aéreos en Chalquefio y una germinacion mas rapida de maiz VS-536. Hasta el momento, los
datos apoyan la hipdtesis planteada en el proyecto, de que la relacion entre la fosforilacion
y cantidad total de rpS6 se ve menos afectada por el choque térmico en la variedad con
mayor tolerancia al calor (VS-536). Sin embargo, para esto es importante hacer una
inhibicidn especifica de la ruta TOR, que permita evaluar si la disminucién de la activacion
de rpS6 realmente se debe a TOR.

12. PERSPECTIVAS

e Evaluar el efecto de inhibidores especificos de TOR para poder relacionar de manera
directa la disminucién de activacién de rpS6 con la actividad de TOR.

e Medir concentraciones basales de espermidina en semillas de maiz Chalquefio y VS-
536 para observar la importancia de estos niveles en las respuestas a estrés.

e Observar el efecto de aplicacion exdgena de espermidina sobre la actividad de TOR
basal de ambas variedades de maiz y para determinar si existen diferencias.

e Analizar las diferencias en respuesta ante distintos estreses abidticos de ambas
variedades de maiz, como a déficit de nutrientes o frio para determinar si existe
diferencia entre genotipos.

e Observar las respuestas a estrés en distintas variedades de maiz adaptadas a clima
tropical, con siembra a baja altura sobre nivel del mar y clima templado, sembradas
a gran altura sobre el nivel del mar para determinar si el contraste de respuestas se
conserva.
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14. ANEXOS

Tabla Al. Reaccidn para realizar curva patron de albumina sérica bobina.

BSA (ug) BSA (uL) Soluciéon Bradford 1x (uL) | H20 (uL)
0 0 50 200
1 1 50 199
3 3 50 197
5 5 50 195
7 7 50 193
10 10 50 190

Tabla A2. Preparacion de soluciones para geles de electroforesis.

Gel separador:

o 4.6 mlSolucién 1

o 5.5 ml Solucién 2

o 09ml H.O

o 50 plL Persulfato de amonio al
10%

o S5 uLTEMED

Gel Concentrador

o 0.83 ml Solucion 1

o 2.5 ml Solucién 3

o 1.615ml H;0

o 50 uL APS 10%

o 5uLTEMED

Solucién 1 (100 mL)

o 29.2 g Acrilamida

o 0.8 g Bis-Acrilamida
Solucion 2 (100 mL)

o 0.75 M Tris-HCl pH 8.8
o 0.2% SDS

Solucion 3 (100 mL)

o 0.25 M Tris-HCl pH 6.8
o 0.2% SDS
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Figura Al. Representacidon de morfologia de semillas de maiz Chalquefio y VS-5367 al término del
periodo de recuperacion del choque térmico, donde 0 horas a 25 °C significa O horas de CaCl, y
entre 38 y 42 °C significa 0 horas de choque térmico, pero presencia de CaCl,. | indica que las
semillas fueron desinfectadas con hipoclorito de sodio previo a la imbibicion.
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Figura A3. Crecimiento de plantulas tratadas con choque térmico (HS) y control (Ctr) a siete dias
de recuperacion. n>60, correspondiente a 3 réplicas bioldgicas independientes con 3 réplicas cada
una con al menos 7 individuos por cada una. Prueba t-Students, donde ** P<0.01, *** P<0.001 y
**%* p<0.0001.

M VvsS-536
a) . e - M Chalquefio
54 10— 15—
1 1 |
4+ - e -
— 8 =
E 3 kkkk T ns 10
— ] 6 :: *
g | p— i . ' ' | p—
? 27 4 ey
= - ]
1- i 2— I
0 T T T T 0 T T T T 0 T T T T
Control HS Control HS Control HS Control HS Control HS Control HS
10 dias de germinacién 15 dias de germinacién 21 dias de germinacién
b) Kk KRKK
80
204 M1 504 M1
154 Fhkk 40 x%x%x 60 ns
€ — — 1
s 30-
§ 10+ T 407
F + 207
— o 20-
1 &
0 T T T T 0 T T T 0 I I 1 I
Control HS Control HS Control HS Control HS Control HS Control HS
10 dias de germinacién 15 dias de germinacién 21 dias de germinacién

69



Figura A4. Longitud de a) coleoptilo y b) primera hoja de plantas a 10, 15 y 21 dias post-
germinacion con o sin choque térmico (HS) aplicado a las semillas a 48 hpi. n260, correspondiente
a 3 réplicas bioldgicas independientes con 3 réplicas cada una, con al menos 7 individuos por cada
una. Prueba t-Students, donde *** P<0.001 y **** p<0.0001.
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Figura A5. Efecto de espermidina (Spd) en la longitud de raiz primaria, mesocotilo, coleoptilo y
primera hoja de plantas de maiz VS-536 y Chalqueio sometidas a choque térmico, con siete dias
de recuperacién. n260, correspondiente a 3 réplicas bioldgicas independientes con 3 réplicas cada
una, con al menos 7 individuos por cada una. Prueba t-Students, donde * P<0.05, ** P<0.01 y ***
P<0.001.
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Figura A6. Plantas de maiz Chalquefio y VS-536 a los 21 dias post germinacion, control (252C) o
con choque térmico (422C) realizado por 4h a las 72 hpi, sin espermidina y con 0.1 mM

espermidina.
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Figura A7. Medidas de coleoptilo y primera hoja de plantas de maiz VS-536 y Chalqueio, con
esperimina, sin espermidina, con y sin choque térmico (HS) a) 10, b) 15 y c) 21 dias de germinacién.
n>60, correspondiente a 3 réplicas bioldgicas independientes con 3 réplicas cada una, con al menos
7 individuos por cada una. Prueba t-Students, donde * P<0.05.
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Figura A8. Numero de hojas expandidas en maiz Chalquefio y VS-535 VS-536, con y sin espermidina
(Spd), con y sin choque térmico (HS) a 10, 15 y 21 dias de germinacion. Las letras distintas
representan diferencia significativa, con ANOVA de una via, LSD como prueba de comparacion, as<
0.05 y n260, correspondiente a 3 réplicas bioldgicas independientes con 3 réplicas cada una, con al

menos 7 individuos por cada una.
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Figura A9. Porcentaje de supervivencia en maiz

Chalquefio y VS-535 VS-536,
espermidina (Spd), con y sin choque térmico (HS)

con y sin

a 21 dias de germinacion n=60, correspondiente
a 3 réplicas biolégicas independientes con 3
réplicas cada una, con al menos 7 individuos por
cada una. Prueba t-Students, donde ** P<0.01.
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Figura A10. Réplicas bioldgicas
de comparacion de los niveles
basales de rpS6 total vy
fosforilada (rpS6-P) entre
variedades, donde se muestran
proteinas de meristemo apical
radicular  (MAR), mesocotilo
(Meso) y meristemo de brote
apical (MBA) de maiz VS-536 y
Chalquefio de distintos tejidos de
eje con 48h de germinacion, en
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Figura Al1l. Réplicas bioldgicas de Inmuno detecciones para rpS6 total y fosforilada (rpS6-P) de

meristemo apical radicular, mesocotilo y meristemo de brote apical de maiz VS-536 y chalqueiio
en condiciones control y con choque térmico (HS).
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Figura A12. Réplicas biologicas de Inmuno deteccidon para HSP70 y HSP101 de meristemo apical

radicular, mesocotilo y meristemo de brote apical de maiz VS-536 y chalqueiio en condiciones
control y con choque térmico (HS).
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Figura A13. Tincion de membranas con Rojo Ponceau, donde se muestran proteinas de maiz VS-
536 y Chalquefio meristemo apical radicular (MAR), mesocotilo y meristemo de brote apical (MBA)
de 48h de germinacion, en condiciones control y con choque térmico (HS).
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