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Resumen

Las dehidrinas (DHN) son proteinas que pertenecen a la familia de las LEA del inglés late
embryogenesis abundant (abundantes en la embriogénesis tardia). La primera vez que se
describieron fue hace 30 afos como proteinas acumuladas en las semillas de algodén.
Después se encontraron en tejidos vegetativos en condiciones de estrés abidtico vy

actualmente se sabe que también se encuentran en algunos organismos invertebrados.

Las dehidrinas pueden contener tres segmentos: el K, el Y y el S. El segmento K es el unico
presente en todas las DHN y es considerado esencial para su funcionamiento, ya que puede
formar una estructura anfipatica a-helice, la cual se ha sugerido que interacciona con las

membranas celulares para darle a esta ultima mayor estabilidad en condiciones de estrés.

En general, se considera que las dehidrinas tienen la capacidad de proteger a las células
ante diversos dafios causados por diferentes tipos de estrés como: sequia, calor, salinidad,
congelamiento, entre otros. Por esta capacidad protectora, las DHN pueden ser utilizadas en
granos de alto consumo e importancia a nivel mundial como es el maiz, ya que su
sensibilidad a los cambios climaticos afecta la cosecha tanto en cantidad como en calidad.
Por tal motivo, en este trabajo se analizo la presencia de dehidrinas en tres variedades de
maiz con el fin de correlacionar la presencia de estas proteinas en plantas de maiz con

diferente tolerancia a la sequia.

Las tres variedades estudiadas fueron: una tolerante a la sequia (L14) obtenida por
seleccion recurrente, una sensible a la sequia (L13) y una raza “silvestre” (Tuxpefo) que se

desarrolla en climas calidos.

Los resultados obtenidos demuestran que la planta tolerante (L14) es la mas resistente al
tratamiento con PEG-8000 con el que se simuld condiciones de sequia. Ademas este
genotipo presentd una dehidrina en particular, identificada como la RAB17, de forma
anticipada y en mayor concentracion. Estos datos sugieren que parte de la tolerancia que

presenta la variedad L14 es gracias a la RAB17.

-Vi -



Introduccion
GENERALIDADES DEL MAIiz

El maiz es uno de los cereales mas importantes a nivel mundial, por sus amplios y multiples
usos y de los de mayor produccion junto con el arroz y el trigo. En el 2013, este cereal
alcanzé a nivel mundial una produccién de 1,018,111,958 toneladas (FAOSTAT, 2013). Entre
los principales productores se encuentran Estados Unidos de América, China y Brasil (Figura

1). México se encuentra en el séptimo lugar con 22 millones de toneladas (FAOSTAT, 2013).
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Figura 1. Principales paises productores de maiz (FAOSTAT, 2013).

USOS DEL MAiz

El maiz tiene una gran importancia a nivel mundial, principalmente por su uso para consumo
humano. Del maiz se obtiene una gran variedad de productos, que van desde los menos
procesados, como es la harina y el aceite de maiz, hasta algunos jarabes como son la
dextrosa y alta fructosa, los cuales son usados como materia prima para producir alimentos
de mayor complejidad, tales como panes, papas, pasteles, pastas, entre otros. Actualmente,
la dextrosa y el jarabe de alta fructosa son ampliamente usados como sustitutos del azucar
para endulzar bebidas y otros alimentos procesados, ya que su rendimiento es mayor al del
azucar. En los Estados Unidos de América se encuentran mas de 1,000 productos

alimenticios derivados total o parcialmente del maiz (Dowswell et al., 1996). Ademas, el maiz
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también es usado como forraje para el ganado y otros animales de produccion como los
cerdos. Recientemente, en algunos paises el maiz es usado para producir biocombustible y

etanol. Lo cual ha aumentado la demanda de esta planta.

EL MAiZ EN MEXICO

El maiz es por mucho el cultivo agricola mas importante de México, no solo por los usos antes
mencionados, sino porque el maiz es la base de la dieta del mexicano, ya que desde tiempos
ancestrales se ha usado ampliamente en platillos tradicionales, sin mencionar el uso de la
tortilla.

Los agricultores mexicanos siembran maiz en aproximadamente la mitad del total de la
superficie destinada a los demas cultivos, es decir, alrededor de 9.6 millones de hectareas
estan destinadas a la produccién de maiz, con un promedio de rendimiento de 2.2 ton/ha
(FAOSTAT, 2013). El uso de variedades mejoradas es de solo 20 % de la produccién de maiz

y el 85 % del maiz cultivado es de siembra de temporal (Figura 2).

# TEMPORAL
E RIEGO

Millones de Toneladas / afio

NORTE CENTRO SUR
México

Figura 2. Produccion de maiz por cultivo regado y por temporal en México (Siap, 2013).

CARACTERISTICAS DEL MAiz
El maiz pertenece a la familia de las Gramineas, es de origen Mesoamericano y esta
relacionado con el teocintle. La planta del maiz es anual, de inflorescencia monoica y puede

medir entre 2 y 6 m dependiendo de la variedad (Wellhausen et al. 1951). En esta especie, la
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posicién del aparato masculino y femenino favorece la polinizacion cruzada, lo que da como
resultado una mazorca. La mazorca es la estructura donde se desarrolla el grano, con un
numero variable de hileras que va de 8 a 16, produciendo de 300 a 1000 granos, dependiendo
de la variedad (Wellhausen et al. 1951, FAOSTAT, 2012).

CONDICIONES PARA EL CULTIVO DE MAIiZz

El maiz se siembra en una gran variedad de regiones que van desde altitudes de 0 msnm (a
nivel del mar) a 4000 msnm y suelos y climas muy variables. Sin embargo para su 6ptimo
crecimiento el maiz necesita temperaturas entre 25 y 30°C. En cuanto a las condiciones
hidricas, el maiz se siembra desde regiones de precipitacién pluvial de menos de 400 mm
hasta 3000 mm (Roberts et al., 1957; Ortega-Paczka et al., 2003). Sin embargo, la planta de
maiz puede necesitar diferente volumen de riego de precipitacion de acuerdo a la etapa de
desarrollo en la que se encuentre. Por ejemplo, la etapa de floracion es la mas demandante
de agua, ya que de este periodo dependera la calidad y cantidad de la cosecha obtenida
(Reyes, 1990). La figura 3 presenta una escala de requerimiento hidrico de acuerdo a su

etapa de crecimiento.

%
- - -' —-./. — B —
"N 7R N . ‘ Z 3
Espiga Pistilo
Fase : | Germinaciony | Crecimiento Floracion y Maduracion/
crecimiento vegetativo fecundacion recolecta
Sensibilidad: | Alta Medio-baja Alta Medio- baja
Riego: | ++++ ++ +++++ +++/+

Figura 3. Relacion entre la fase del desarrollo, la sensibilidad a estrés hidrico y el
requerimiento de riego en la planta de maiz (FAO, 2013).
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ETAPAS DE CRECIMIENTO

Con el fin de homogeneizar las etapas de crecimiento en los estudios del maiz, los
investigadores han normalizado las definiciones de dichas etapas, de esta forma se puede
comparar la fenologia del maiz bajo diferentes condiciones ambientales y tratamientos

experimentales.
Las etapas de crecimiento se dividen en las siguientes categorias (Figura 4):

La etapa vegetativa se divide en dos: el crecimiento de las plantulas, que empieza desde que
el coleoptilo emerge de la superficie del suelo (VE) y continua hasta que es visible el nodo de
la primera hoja (V1); y el crecimiento de la planta, que prosigue con la visibilidad de cada una
de las hojas siguientes (V2...VN) y termina una vez que se observa completamente la
panicula o espiga (VT) (Ritchie, 1992).

Crecimiento de las plantulas (VE y VI)
Vegetativa (V) =
Crecimiento vegetativo (V2, V3...Vn...VT)

»

ETAPAS < ; Figura
Floraciony fecundacion (etapas RO,y R1)

Reproductiva (R)«

Llenado de grano y madurez (etapas R2 a R6)

-

4. Etapas de desarrollo del maiz (Ritchie, 1992).

La etapa reproductiva también se divide en dos, en la floracién y fecundacion, y el llenado de
grano. La etapa de floracidén y fecundacion empieza una vez que es completamente visible la
rama de la panicula/espiga (masculino) y se empiezan a observar los pistilos o los
comunmente llamados pelos (R1). En la etapa R2 los pelos o sedas que ya han sido
fecundados se tornan de un color café, asi mismo en esta etapa comienza en la semilla la
formacion de la radicula, el coleoptilo y la primera hoja embrionaria. Esta etapa dura desde la
primera semana de la polinizacion, hasta los 18 dias. La etapa R3 va de los 18 a los 22 dias,
en esta etapa empieza el “llenado de grano” es decir, se empieza a acumular el almidén y las

otras reservas. Después, en la etapa R4 la consistencia del almidon se vuelve pastosa y el
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grano sigue creciendo. En la etapa R5 empieza el proceso de desecacion del grano.
Finalmente, en la etapa R6, los granos alcanzan el estado de mayor madurez y desecacion
(Ritchie, 1992).

RAZAS DE MAiz

Eltérmino raza se utiliza para agrupar individuos o poblaciones que comparten caracteristicas
en comun, de orden morfolégico, ecoldgico, genético y de historia de cultivo (Anderson y
Cutler, 1942)

Actualmente se considera que existen en el continente americano entre 220 y 300 razas de
maiz (Brown y Goodman, 1977; Vigouroux et al., 2008). A través del tiempo se han utilizados
diversos métodos para caracterizarlas, desde los caracteres visuales hasta marcadores

isoenzimaticos y taxonomia numérica.

En México, el maiz posee una gran gama de variacion debido principalmente a su polinizacion
libre y a su alta adaptabilidad. Por tal razén, ha sido necesaria su clasificacién continua.
Segun diferentes autores e instituciones existen entre 41 (Ortega et al., 1991), 59 (Sanchez et
al.,, 2000) o 65 (Eberhart et al., 1991) razas. Cada una con caracteristicas especificas
adquiridas de acuerdo al ambiente donde se ha desarrollado. En esta investigacion se usara
maiz de la raza Tuxpefo, por sus caracteristicas y adaptabilidad al medio ambiente. Las mas

importantes seran mencionadas a continuacion.
TUXPENO

La raza Tuxpefio, se le denomina asi por la Ciudad de Tuxpan, Veracruz, lugar donde se
encontraron poblaciones tipicas de la raza en las primeras colecciones de maiz en México
(Wellhausen et al. 1951).

Esta raza es de los materiales mas productivos de las areas tropicales, tiene porte alto de
planta y llega a medir hasta 3 m. La mazorca es larga, medianamente delgada, cilindrica y
con un numero de hileras de 12 a 16. De granos anchos y ligeramente gruesos.

El potencial de cultivo del maiz Tuxpefo es muy amplio, ya que puede adaptarse

perfectamente bien en todos los ambientes tropicales. Sin embargo, como se muestra en la
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figura 5, presenta mayor concentracion hacia la vertiente del Golfo de México (CONABIO,

2011). Actualmente, su distribucidn y frecuencia han aumentado (Perales y Golicher, 2014).

El maiz Tuxpefio es una de las razas mas importantes por sus caracteristicas genéticas y
fisiolégicas. Ademas, su germoplasma ha sido usado para mejoramiento y ha figurado entre
los antecesores de algunas de las razas, e hibridos mas productivos y agronémicamente
satisfactorios, tanto de México como de los EE.UU (Wellhausen et al., 1951; CONABIO,
2011).

30°0'0"N
30°00"N

n
25°00°N

25°00"N

20°00'N
2
20°0'0"N

Raza Tuxpefio
Colectas por periodo

1 (1940-1965)

1l (1966-1990)

111 (1991-2010)
- Distribucion potencial

15°00"'N
T
N
15°00"N

Agricultura

Escala:
0 200 400 Km

I ] Limites estatales

Figura 5. Distribucién de la raza maiz Tuxpeio en México. Mapa obtenido del Proyecto
Global de Maices Nativos. CONABIO, 2011

EL MAIZ Y EL CAMBIO CLIMATICO

El estrés abidtico es uno de los factores mas limitantes en el crecimiento de las plantas y en la
produccién de alimentos en muchas regiones del mundo. Entre estos factores, la sequia es el

agente mas perjudicial en la agricultura a nivel mundial, ademas de que favorece la



desertificacion y la salinizacion de los suelos (Vinocur y Altaman, 2005, Ribaut et al., 2007), lo

qgue afecta los rendimientos de los cultivos.

En el caso del cultivo de maiz se estima que, actualmente, los factores antes mencionados
afectan una quinta parte de las areas designadas a su produccion y se espera que aumente

hasta el 50 % para el afio 2050, debido al cambio climatico (Vinocur y Altaman, 2005).

En los modelos de Bellon (Bellon et al., 2011), donde se evalua la vulnerabilidad del maiz
respecto al cambio climatico, se predice disminucion de lluvias, lo que causara aumento de
temperaturas y sequia en las regiones del cultivo de maiz. Como consecuencia, el area de

condiciones optimas disponible para la produccion de maiz muy probablemente disminuira.

El maiz cultivado en México presenta gran diversidad y adaptabilidad, ya que como se
menciond antes, es capaz de crecer en diferentes ambientes, que van desde aridos a
humedos y de altas temperaturas hasta templadas. Sin embargo, los cambios esperados
pueden ser peores de lo que se estima, lo cual, pondria a prueba la adaptabilidad y

supervivencia del maiz (Bellon etal., 2011).

Lineas de maiz

Las lineas de maiz se obtienen por mejoramiento genético y seleccion recurrente en el campo
después de varios afios, esto es el procedimiento de seleccion y es repetido
consecutivamente hasta llegar a los niveles de mejoramiento esperados. Por medio de la
seleccion recurrente se mejoran las poblaciones de maiz en forma gradual y continda, y se
descartan las fracciones con las caracteristicas no deseadas en cada ciclo. Las plantas con
las mejores caracteristicas se cruzan entre ellas para producir una nueva generacion para el
ciclo siguiente de seleccién. El proceso de cruzamiento tiene una importancia fundamental
porque gradualmente incrementa la frecuencia de los genes deseables y de las
combinaciones de genes. Esto mejora el comportamiento de la poblacion para las
caracteristicas sobre las que se pone presién de seleccion (Hallauer y Miranda, 1981;
Hallauer et al., 1985; 1992)



Por todas las razones antes mencionadas es necesario el desarrollo de investigaciones de
variedades de maiz tolerantes a sequia de preferencia por ingenieria genética y cultivo in
vitro, ya que los métodos convencionales requieren mas tiempo y area de cultivo. Asi, se
podria contribuir a cubrir la alta demanda de maiz para consumo humano, pecuario e

industrial, aun en condiciones ambientales adversas.

En este trabajo se utilizaron dos lineas de maiz obtenidas a partir de mas de 50 variedades de
diferentes razas en el Programa de Genética, Campus Montecillo, Colegio de Postgraduados.
La linea 14 (L14) y la linea 13 (L13) tienen buen rendimiento en condiciones Optimas. Sin
embargo, en condiciones de sequia la L14 reduce su rendimiento en un 20 % vy la otra hasta
en un 71 %, por lo que la primera se considera tolerante y la otra sensible a dicho factor
(Zarco-Perelld et al., 2005). Para establecer un caso contrastante, se estudio la raza Tuxpefio,
la cual, fue considerada como “normal” ya que no ha pasado por un proceso de seleccién
recurrente para la caracteristica que siguieron las otras lineas que se investigaron como las

lineas tolerante y sensible (L14 y L13).

Antecedentes

Las plantas, en el medio ambiente, estan expuestas a constantes cambios climaticos, como
sequia extrema, salinidad, entre otras, por lo que han tenido que desarrollar sistemas que
permitan su adaptacién y supervivencia en condiciones desfavorables (Leprince y Buitink,
2010).

La adaptaciéon de las plantas al estrés esta controlada por cascadas de sefalizacion. Esto
activa los mecanismos de respuesta al estrés, ya sean morfolégicos, bioquimicos o
fisiolégicos, con el fin de restablecer la homeostasis celular, asi como reparar y proteger los
componentes celulares (Ashraf, 1994; Wang et al., 2003; Shulaev et al., 2008).

Genéticamente, la respuesta al estrés es poligénica, es decir, varios genes participan en las
vias de senalizacién, ademas de los que codifican para proteinas que confieren tolerancia a
dicho estrés. Entre estas proteinas, que actuan en respuesta al estrés abidtico, se encuentran

las dehidrinas, junto con muchas otras como son las chaperonas, las HSPs y otros grupos de
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la familia de las proteinas LEA (Ozturk et al., 2002; Vinocur y Altman, 2005; Hayano-
Kanashiro et al., 2009; Vaseva et al., 2011; Sun et al. 2013; Charffedinne et al., 2015).

DEHIDRINAS

Las dehidrinas (DHN) son proteinas que pertenecen al grupo dos de las proteinas llamadas
LEA, por su nombre eninglés late embryogenesis abundant (abundantes en la embriogénesis
tardia) (Barker et al., 1988; Dure et al., 1989). Las proteinas LEA han sido clasificadas de
diferentes formas (Dure, 1993; Battaglia et al., 2008). Segun la clasificaciéon de Battaglia se
consideran siete grupos, de acuerdo a la presencia de sus dominios conservados, la mayoria

hidrofilicos y que mas adelante se detallara (Battaglia et al, 2008).

En general, las LEA son proteinas que se acumulan en estructuras tolerantes a la desecacion
como es la semilla (Barker et al., 1988; Dure et al., 1989; Shih et al., 2010; Lan et al., 2013),
también estan presentes en tejidos vegetales sujetos a condiciones de estrés como sequia,
bajas temperaturas y salinidad (Pieters y Souki, 2005; Hu et al., 2009; Lui et al., 2011; Amara
etal., 2012; 2013; Rosales et al., 2014). Ademas se han encontrado en bacterias (Shih et al.,
2010; Rosales et al., 2014), hongos (Filiz et al., 2013; Garay-Arroyo, 2000) y en algunos
invertebrados como los nematodos (Filiz et al., 2013; Goyal et al. 2005). No obstante que se
han descrito hace mas de 20 anos, aun se desconoce la forma en la que actuan (Battaglia et
al, 2008; Brini et al., 2007; 2011; Wang et al., 2014; Charffedinne et al., 2015).

Las dehidrinas se encontraron por primera vez en la semilla de algodén por Dure y su grupo
de investigacion (Barker etal., 1988; Dure et al., 1989), desde entonces han sido ampliamente
estudiadas, ya que se consideran proteinas con funciones protectoras en la célula de las
condiciones de estrés abiodtico. Sin embargo, recientemente, se identificaron dehidrinas
constitutivas, lo que quiere decir que aun en condiciones normales estan presentes (Rorat et
al., 2006, Burrieza et al., 2012; Charffedinne etal., 2015).
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Figura 6. Segmentos presentes en las Dehidrinas LEA 2 y los aminoacidos consenso de
cada uno de los segmentos (Battaglia et al., 2008).

Las dehidrinas también son llamadas RAB por ser blanco de la hormona ABA (responsive to
ABA). Se caracterizan por contener un segmento conservado rico en lisina, llamado
segmento-K (EKKGIMDKIKEKLPG) que se ubica en la regién C- terminal de la proteina
(Close et al., 1993; 1997; Battaglia et al., 2008). Este segmento se puede encontrar de 1 a 11
copias y puede formar a hélices anfipaticas. Otros segmentos caracteristicos de muchas
dehidrinas son: el segmento-Y ([V/T]D[E/Q]YGNP), el cual, se puede encontrar de 1 a 3
copias en la region N-terminal, y el segmento-S, que es una serie de residuos de serinas, que
puede ser fosforilado (Weller, 1979; Barker et al., 1988; Dure et al., 1989; Villardel et al., 1990;
Riera et al., 2004; Alsheikh et al., 2003; 2005; Rahman et al., 2011; Sun et al., 2011; 2013).
Por ultimo, las dehidrinas contienen otro segmento menos conservado llamado ¢, rico en
glicina o una combinacion de prolina y alanina. Este segmento se localiza entre dos
segmentos-K (Close et al., 1989; 1993; Campbell y Close, 1997) (Figura 6). Otra caracteristica
de las dehidrinas es que son proteinas con un alto contenido de aminoacidos polares y
cargados, lo que las hace hidrofilicas y termosolubles, es decir, que con tratamientos térmicos
no pierden solubilidad. Las dehidrinas también son consideradas proteinas intrinsecamente
desordenadas (IDPs/IUPs) al no tener una conformacion terciaria definida, como ocurre
comunmente con las proteinas (Nylander 2001; Dunker 2002; 2008: Tompa et al., 2002; 2006;
2010; Xue et al., 2012; Rosales et al., 2014). Se dice que la falta de estructura les confiere
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ciertas caracteristicas, como unirse a diferentes blancos, lo cual puede estar relacionado con

la actividad sugerida y su capacidad protectora (Dyson, 2005)..

CLASIFICACION DE LAS DEHIDRINAS

La clasificacién de las DHN depende de la presencia de los segmentos antes mencionados.
Esta clasificacion divide en 5 grupos a las dehidrinas: YSK, SK, K, KS y YK. Como se observa
en la figura 7, todos los grupos de las dehidrinas contienen el segmento-K, esto por ser un
dominio conservado y caracteristico de las DHN. En varios estudios se ha encontrado que el
segmento-K es esencial para el funcionamiento protector de las dehidrinas (Drira et al 2013;
2015; Rosales et al, 2014). Sin embargo, aun se trata de correlacionar el tipo de DHN de
acuerdo a su clasificacién y su funcionamiento (Nylander et al., 2001; Allagulova et al., 2003;
Vaseva et al., 2010; 2011; 2014; Burrieza et al., 2012; Wang et al., 2014).

Grupo 2 (D-11) 80-620 aa
PFAM:PF000257
YSK
EE”"EI E-)t' n=1-35
y=1-3
SK
KX E-; - n=1-3
K
F L
H; e
KS
o, =
YK
(s -—
y=1-4

Figura 7. Clasificacion de las dehidrinas respecto a los segmentos presentes.
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LOCALIZACION

La presencia del segmento-K es esencial para el funcionamiento de las DHN, asi mismo, este
segmento se considera un elemento importante para la interaccion proteina-proteina y
proteina-lipidos, por su estructura a-hélice antipatica (Dure, 1993; Svensson et al., 2002; Koag
et al., 2009). Estas interacciones permiten que las dehidrinas se acumulen principalmente en
el citoplasma y en el nucleo de la célula, Sin embargo, también han sido encontradas en la
membrana plasmatica, mitocondrias, vacuolas, vesiculas y reticulo endoplasmico de manera
periférica como se observa en la figura 8. (Houde et al., 1995; Egerton-Warburton et al.,
1997; Danyluk et al., 1998; Borovskii et al., 2002; Koag et al., 2009; Popova et al., 2011).

FUNCIONES

En general, se considera que las dehidrinas tienen la capacidad de proteger a las células ante
diversos dafios causados durante algun tipo de estrés bidtico y abidtico. Algunos estudios
sugieren la participacion de las dehidrinas en el metabolismo celular, la regulacion
transcripcional, la tolerancia a estrés abidtico y la sefalizacién durante el estrés abidtico
(Ozturk et al., 2002; Wang et al., 2003; Hara, et al., 2003; 2004; 2005; Buchanana et al., 2005;
Brini et al., 2007; Rosales et al., 2014). De las funciones propuestas, las mas estudiadas son
las siguientes: La estabilizacion de macromoléculas, evitando o reduciendo su
desnaturalizacion, como lo hacen las chaperonas (Kovacs et al., 2008). La proteccion de la
membrana ante la oxidacion lipidica, mediante la union del segmento-K a través de una
estructura de a hélice anfipatica, lo que le permite la interaccion con la membrana lipidica (Lui
etal., 2001; Rahman, 2010; 2011). La crioproteccion (Hughes y Graether, 2011; Hughes et al.,
2013) y la termoestabilizacion (Brini, 2010; Drira, 2013) de algunas proteinas. De esta forma
las enzimas como la lactato deshidrogenasa (LDH) y la malato deshidrogenas (MDH), por
ejemplo, mantienen su actividad aun en las condiciones adversas antes mencionadas (Goyal
etal., 2005; Rosales et al., 2014). La union a metales como Ni, Zn y Ca (Alsheikh et al., 2003;
2005; Lui et al., 2015). La capacidad antioxidante, ya que disminuye la acumulacién de las
especies reactivas oxidantes (ROS) o las bloquea como se muestra en la figura 8 (Brini et al.,
2010; Sun et al., 2013; Rosales et al., 2014). La interaccion y estabilizacion de DNA y RNA
(Hara et al., 2009; Tunnacliffe et al., 2010)
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Figura 8. Modelos propuestos de acciéon de las proteinas LEA. LEA IDPs (espiral gris)
protegen células vegetales contra el estrés abidtico mediante funciones secuestrantes (l),
union a membranas (Il), y proteccion a enzimas (ovalo verde) y otras proteinas (rectangulo
rojo) (Ill) (Sunetal., 2013).

ORGANISMOS TRANSGENICOS

Dadas las caracteristicas protectoras de las LEA, se han sobreexpresado estas proteinas en
diferentes organismos con dehidrinas de la misma especie o de otra similar y se ha observado
que estos organismos transgénicos presentan un incremento en su tolerancia a sequia,
salinidad y altas o bajas temperaturas (Godoy et al., 1994; Ismail et al., 1999; Hu et al., 2009;
Haninetal., 2011).

Algunos ejemplos son la expresion de los genes: DHN5 de trigo en A. thaliana (Brini et al.,
2007; 2011), PMAS8O de trigo en arroz (Cheng et al., 2002), Rab17 de maiz en A. thaliana
(Figueras et al., 2004), Rab16 y Rab21 de arroz en tabaco (Roychoudhury et al., 2007). En
todos estos casos se observo que las plantas adquirieron tolerancia a salinidad y sequia. La

sobreexpresion del gen ShDHN en jitomate (Liu et al., 2015) y Rabl8 en A. thaliana
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(Puhakainen et al., 2004) les confirieron tolerancia a bajas temperaturas. EI mismo resultado

se obtuvo de la expresion de CuCOR19 en tabaco (Hara etal., 2003).

Un buen ejemplo de la tolerancia adquirida mediante sobreexpresion de dehidrinas en maiz
es el trabajo realizado por Amara y su equipo (Amara et al., 2013). En este trabajo se
sobreexpreso el gen perteneciente a la dehidrina Rab28 de maiz en la misma especie. Las
plantas de maiz de la figura 9A pertenecen a la T2 obtenida por autopolinizacién de las
plantas transgénicas, entre las cuales, la concentracién del gen Rab28 varia, como se puede
observar en los resultados qRT-PCR. Estas plantas (C1, C6 y C4) muestran notables
diferencias en condiciones de estrés con PEG en comparacién con la variedad silvestre (WT).
Como se observa en la figura 9, el estrés osmaotico no afectd negativamente el crecimiento de

las plantas T2, y se observd un aumento en el crecimiento como en la planta C4, la cual

presento mayor cantidad de Rab28 y mejor tolerancia al estrés osmético en el mismo tiempo.
B o018,

0.16
0.14+
0.12
0.10
0.084
0.06-

qRT-PCR

C Rab28
actin

D | | Rab28
B-tubulin

Figura 9. Efecto de la sobreexpresion de dehidrinas en plantas transgénicas de maiz
sometidas a estrés osmético. (A) Crecimiento (B) Estimacion del numero de copias de
Rab28 (C) mRNA de Rab28 (D) Proteina Rab28 en hojas de maiz. Como referencia de carga
actina y B- tubulina (Amara et al., 2013).
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A pesar de los buenos resultados en la generacion de plantas transgénicas, el proceso para
obtenerlas es considerablemente laborioso, por lo que en algunos trabajos se ha optado por
expresar genes LEA de plantas en microorganismos. Esto con el fin de estudiar la funcion de
las LEA ante diferentes tipos de estrés de una forma mas acelerada. Algunos ejemplos de la
expresion de dehidrinas en E. coli son los siguientes: la DHN1 perteneciente a la uva le
confiere a la bacteria resistencia a bajas temperaturas (Rosales etal., 2014); ZLDE-2 de soya
permite su crecimiento en salinidad (Lui y Zheng, 2005); EMB564, Rab17 y MIg3 aumenta su
tolerancia a bajas temperaturas, calor y desecacion (Amara et al., 2012); y la DHN5 de trigo

mejora su tolerancia a salinidad, calor y bajas temperaturas (Drida et al., 2013).

Otro microorganismo extensamente usado para estos fines, es Saccharomyces cerevisiae,
con la expresion de HVAL de cebada (Zhang et al., 2000), la TaLEA2 y TaLEA3 del trigo (Yu
et al., 2005), y la LE25 y LE4 del jitomate (Zhang et al., 2000); en donde se observa que
aumenta la resistencia a salinidad y bajas temperaturas de S. cerevisiae.

La figura 10 ilustra un trabajo en donde se expresan tres LEA de maiz en E. coli y se se
somete a la bacteria a tres tipos de estrés: calor, frio y sequia con PEG. En todos los casos se

observé unaumento en la tolerancia de E. coli a los tres tipos de estrés evaluados (Amara et
al., 2012)
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Figura 10. Expresion de tres genes LEA de maiz en E. coli. Sobrevivencia de E. coli en frio
(A), calor (B) donde se us6 el vector pET28a como control, PEG (C) y condiciones 6ptimas

para el crecimiento de E. coli (D).
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Justificacion

Elmaiz es el cereal mas importante de México, este ocupa el primer lugar de la produccion de
cereales con un promedio de 21.6 millones de toneladas anuales y representa el 65 % de la
produccion total de cereales (SIAP, 2013). En cuanto al consumo, el maiz es la base de la

alimentaciéon del mexicano.

Los principales estados productores de maiz en México son: Sinaloa, Jalisco, Michoacan,
Guerrero, Guanajuato, Chiapas y Chihuahua (SIAP, 2013). La mayoria de estos estados
cultivan maiz por temporal y se encuentran en zonas que presentan sequias que van de
moderadas a extremas. Las sequias afectan el crecimiento, desarrollo del cultivo y en
consecuencia el rendimiento en la produccion del maiz. En muchas ocasiones se pierden

grandes hectareas de cosecha debido a este fendmeno.

Dada la importancia del maiz y su produccion en México, asi como a nivel mundial es

imprescindible encontrar la manera de disminuir la pérdida de cosecha, y aunincrementarla.

Durante condiciones de estrés, la planta de maiz, lleva a cabo multiples reacciones, donde se
sintetizan diversas proteinas, con el fin de proteger a las células de dafios causados por el
estrés. Entre las proteinas sintetizadas en estas condiciones se encuentran las dehidrinas que
se ha sugerido le otorgan a la planta tolerancia a diversos factores de estrés abidtico como

son sequia, calor, frio y salinidad (Barker et al., 1988; Dure et al., 1989).

Con el fin de disminuir la pérdida de cosecha del maiz por sequia, se busca incrementar la
sintesis de dichas proteinas, que le confieran una mayor tolerancia en estas condiciones de
sequia. En varios estudios se ha observado una correlacion entre la sintesis de dehidrinas y la
tolerancia a estrés (Hanin, et al., 2011). Asimismo, numerosos estudios en donde se ha
incrementado la concentracion de dehidrinas a plantas o microorganismos y se ha
demostrado un aumento en el grado de tolerancia a este tipo de estrés (Tunnacliffe y Wise,
2007). Por lo que en esta investigacién se plantea analizar el perfil global de dehidrinas

presente en las plantas de maiz Tuxpefio normal, compararlo con el perfil de global de
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dehidrinas de las lineas tolerante y sensible e identificar la(s) dehidrina(s) mas abundante(s)

en la linea tolerante, la(s) cual(es) podria(n) ser la(s) responsable(s) de la tolerancia a sequia.

Hipotesis

En condiciones de estrés por sequia, las plantas de maiz tolerantes a esta condicion

presentaran un perfil global de dehidrinas superior a una variedad no seleccionada o sensible.

Objetivos

OBJETIVO GENERAL

Demostrar que el contenido de dehidrinas esta asociado con la tolerancia de la planta a la

sequia.
OBJETIVOS PARTICULARES
1. Examinar las dehidrinas inducidas en respuesta a estrés hidrico en diferentes tejidos
de la planta de maiz: la parte aérea de la plantula, que comprende hoja y tallo, y la

parte presente en el suelo, laraiz.

2. Comparar los resultados anteriores de una linea tolerante a sequia y otra sensible, en

los mismos tejidos.

3. Identificar la(s) dehidrina(s) mas abundante(s) en tejidos de maiz sometidos a estrés

hidrico en el maiz normal y en el maiz tolerante a sequia.
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Disefio Experimental

A continuacion se presenta un diagrama de flujo que muestra los procedimientos empleados
durante este trabajo.

Semilla de maiz
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Materiales y métodos

Estandarizacion de la deteccion de dehidrinas con el anticuerpo antisegmento-k

% Material biolégico
Eje embrionario quiescente de maiz raza Tuxpefo.

« Extraccion de Proteinas
Se realizé la diseccion de semillas de maiz de raza Tuxpefio con el propésito de obtener los
ejes embrionarios de maiz. Posteriormente, para obtener la proteina se trituraron 0.1 g de los
ejes con nitrégeno liquido y se colocaron en un vial con 1:1 m/v de solucién amortiguadora E
(100 mM tricina, 5 mM de MgClz, 10 mM NaHCOs3, 5 mM EDTA, 10 mM DTT, 1 mM PMSF, 1
mM benzamida y 1 mM de Cocktail Complete marca Bio-Rad), se agité vigorosamente y se
centrifugd a 15000 xg por 10 min a 4°C. Se tom¢ el sobrenadante y se trasvaso a dos viales.
Uno se calenté a 100°C por 10 min e inmediatamente se enfrié en hielo durante 30 min, al
segundo vial no se le dio este tratamiento. Pasado los 30 min los dos viales se volvieron a
centrifugar a 15000 xg por 10 min a 4°C. Se les agrego TCA al 3 % a los dos viales y 15 min
después se volvieron a centrifugar. Se tomod el sobrenadante y se paso6 a otro vial, al que se le
agrego TCA al 25 % para precipitar las proteinas no estructuradas. El pellet se disolvié en
200 pL de solucién amortiguadora IEF (8 M urea, 2 M tiourea, 4 % CHAPS, 2 % triton X-100 y
50mMDTT).

+ Cuantificacién de Proteinas Totales por el Método de Bradford
Para cuantificar la proteina presente se usé la técnica de Bradford de acuerdo a las
instrucciones del fabricante (Protein Assay Bio-Rad). En un tubo Falcon se preparé la solucién
de Bradford, en donde por cada 0.8 mL de agua, se afadieron 0.2 mL del reactivo de Bradford
por cada muestra a cuantificar. Posteriormente, en las celdas se afiadio 1 mL de la solucién
de Bradford y 2 uL de la proteina de ejes embrionarios de maiz quiescente. La absorbancia se
ley6é a 595 nm. Una vez obtenida la absorbancia se sustituyeron los valores en la ecuacion de
la regresion lineal de la curva estandar con BSA con valores de 0.1 a 1 mg/mL .

% Separacion de Proteinas por Electroforesis en Gel de Poliacrilamida-SDS
Para la electroforesis se cargaron, en un gel de poliacrilamida SDS (SDS-PAGE) al 16%, 10
uL del marcador de peso molecular dual color de Bio-Rad y 40 ug de proteina de cada una
de las muestras, las cuales fueron preparadas al 20% con solucion amortiguadora de carga

(20% de glicerol, 5% de B-mercaptoetanol, 20% de azul bromofenol). La corriente eléctrica de
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la camara se fijo a 80 V por 30 min y después a 100 V hasta que el frente de corrida del gel
SDS-PAGE saliera (Gallagher, 2006).
+« Inmunoréplica tipo Western Blot (WB) para la deteccién de DHN

Las proteinas separadas en el gel de acrilamida se transfiieron a una membrana de
polifluoruro de vinilideno (PVDF), mediante una transferencia humeda con solucién de
transferencia (12.5 mM Tris-HCI, 96 mM glicina, 20 % de metanol) a 100 V durante 1 h como
lo indica el manual de Western Blot (Millipore). La membrana se bloqued con una solucion al 5
% de leche descremada Svelty disuelta en amortiguador TBS (50 mM Tris-HCla pH 7.5 y 150
mM NaCl). Después, se hizo la inmunodeteccion con el anticuerpo antisegmento-K policlonal
de Agrisera (Koag et al., 2009; Burrieza et al., 2012; Rosales et al., 2014). Para estandarizar
las condiciones de inmunodeteccidn, se probaron diferentes diluciones del anticuerpo: 1:1000,
1:3000 y 1:5000. Se incubaron durante 2 h a temperatura ambiente y en agitacidén. Se hicieron
3 lavados con 10 mL de solucion amortiguadora TBS durante 5 min cada uno y con agitacion.
Después se anadié el segundo anticuerpo anti-lgG de conejo conjugado con peroxidasa
1:10000 en una solucién al 5 % de leche descremada, en la cual se incub6 la membrana por 1
h y se repitieron los lavados. Finalmente se realizé el revelado con Luminata Crescendo
Western Substrate Millipore y se fotografié con el equipo de Biorad ChemicDoc MP Imaging

System.

PERFIL DE DEHIDRINAS EN SEMILLAS DE MAIZ DURANTE IMBIBICION

+ Material
Semillas de maiz raza Tuxpefo

« Germinacion
Las semillas se germinaron en algodon humedecido con agua durante 48 h a 28°C. Después
de la imbibicién se obtuvo el eje de las semillas germinadas a 0,12, 24, 36 y 48 h. Se extrajo
la proteina de dichas muestras con el mismo método antes descrito y se procedié a hacer un

WB usando la dilucién del anticuerpo antisegmento-K de 1:3000.

-21 -



DETECCION DE DEHIDRINAS PLANTAS DE MAiZ SOMETIDAS A ESTRES POR SEQUIA

+ Material
Semillas de maiz de la raza Tuxpefio y de las lineas 14 (tolerante) y 13 (sensible) obtenidas
del Programa de Genética, Campus Montecillo, Colegio de Postgraduados.

+ Germinacion y crecimiento
Las semillas se germinaron durante cuatro dias en algodén con agua a 28°C, una vez que
empezo a salir la radicula se realiz6 el trasplante a un semillero con la formula 3 de la marca
Sunshine, agrolita y vermiculita en proporcién 3:1:1, donde las plantulas crecieron por tres
semanas a 28°C + 2 con riego cada tercer dia a capacidad de campo, en el invernadero de la
Facultad de Quimica, de la UNAM. Una vez a la semana, las plantulas fueron regadas con
solucion nutritiva N6 (Nitrogeno 203 ppm, Fésforo 50 ppm, Potasio 236 ppm, Calcio 200 ppm
y Magnesio 48 ppm). A las cuatro semanas después del transplante, las plantulas habian
desarrollado cuatro hojas completamente desplegadas. Pasado este tiempo se trasplantaron
a un medio con 30 % de Polietilenglicol 8000 (PEG), con el fin de llevarla a un estado de
sequia y obtener el estrés donde se observara la sintesis de dehidrinas. El control no se
trasplantd a PEG y se continud regando. Se tomaron muestras de hojas y raices del control y
de las plantas de maiz a las 24, 48, 72 y 96 h después del trasplante al medio con PEG.

% Extraccion de Proteinas Totales
Para preparar las muestras de hoja y de raiz, primero, se trituraron con nitrégeno liquido.
Posteriormente, a 1 g de la muestra triturada se le afadié 1 mL de solucién amortiguadora E
(100 mM triacina, 5 mM de MgCl,, 10 mM NaHCOs3;, 5 mM EDTA, 10 mM DTT, 1 mM PMSF, 1
mM benzamida y 1 mM de Cocktail Complete marca Bio-Rad) se agitdé vigorosamente y se
centrifugd a 15000 xg por 10 min a 4°C. Se tomé el sobrenadante y se trasvaso a un vial, en
donde se le agregd 1:1 la solucién de extraccion fendlica (100 mM Tris-HCI, fenol pH 8.8, 10
mM EDTA, 900 mM sacarosa y 0.4 % de B-mercaptoetanol), se agitd vigorosamente y se
centrifugd a 15000 xg por 10 min a 4°C. Una vez formadas las fases, se tomo la fase organica
y se trasvas6 a otro vial. Se anadieron 5 volumenes de una solucion acetato de
amonio/metanol (100mM acetato de amonio en 100 % metanol) y se incub6é a -20°C durante
toda la noche. Después se centrifugd a 15000 xg por 10 min a 4°C. Finalmente se tomo la

pastilla y se lavo dos veces con la solucion de acetato/metanol y dos veces mas con acetona

-22 -



al 80 %. Se secd y se disolvié en 200 uL de solucion amortiguadora IEF (8 M urea, 2 M
tiourea, 4 % CHAPS, 2 % triton X-100 y 50 mM DTT).

Posteriormente, se cuantifico la proteina en las muestras mediante la técnica de Bradford y se
realizo la electroforesis con geles de acrilamida SDS al 13 % y posteriormente el WB en las
mismas condiciones que en los experimentos anteriormente descritos.

+ Cuantificacién de Contenido de Relativo de Agua (CRA)

Para cuantificar el CRA se sigui6 el método descrito por Shekhawat (Shekhawat et al., 2011).
Primero, se pesaron las hojas frescas (PF) de cada una de las plantas de maiz colectadas a
las 0, 24, 48,72 y 96 h en PEG por triplicado. Luego, las hojas se colocaron en cajas de Petri
con agua durante 24 h a 4°C, pasado ese tiempo, las hojas se secaron con toallitas para
eliminar el agua superficial y se pesaron para obtener el peso turgente (PT). Finalmente, se
secaron en un horno a 60°C durante 48 h para obtener el peso seco (PS). El porcentaje de

CRA se calculé mediante la siguiente ecuacion

%CRA =
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Resultados
DETECCION DE DEHIDRINAS EN SEMILLA

Para el analisis inicial de las dehidrinas fue necesario confirmar su presencia y estandarizar el
procedimiento de extraccion de proteina y de la técnica del WB usando proteina de ejes
embrionarios de maiz quiescente raza Tuxpefio, ya que estas proteinas se sabe estan
presentes en las semillas (Close etal., 1993; 1997; Campbell y Close, 1997). Se probaron dos
condiciones para la deteccién de dehidrinas en el eje embrionario de maiz quiescente raza
Tuxpeno con tratamiento térmico y sin tratamiento térmico, el cual constd de colocar el vial
con la solucién de proteina a 100°C durante 10 min, para detectar a la proteina mediante el
anticuerpo antisegmento-K. Se probaron diferentes diluciones, la de 1:1000 es la aconsejada
por el proveedor, otra de 1:3000 y una de 1:5000 (Figura 11).

Dilucién
1:1000 1:3000 1:5000
KDa M1 M2 M1 M2 M1 M2

50— | s m—| | — i —
25— - e w—

Figura 11. Estandarizacion de la deteccion de dehidrinas con el anticuerpo
antisegmento-K en proteinas de ejes embrionario de maiz quiescente Tuxpefo.
Inmunoréplica tipo Western de proteinas de ejes embrionarios de maiz, con diferentes
diluciones del anticuerpo antisegmento-K. Para cada dilucion, el carril M1 corresponde a la
proteina sin tratamiento térmico y el carril M2 a la proteina con tratamiento térmico (100°C, 10
min). En cada carril se cargaron 15 ug de proteina total.

En la figura 11 se observaron en cada carril dos bandas inmunodetectadas con el anticuerpo

a todas las diluciones probadas, una de 25 y otra de 50 kDa. Sin embargo, la muestra tratada
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térmicamente a cualquiera de las diluciones probadas es mas intensa. Por lo anterior, el
tratamiento de calor enriquecio de dehidrinas a la muestra. También, al analizar la figura 11 se
puede observar que la dilucion de 1:3000 es la que produce una sefial comparable a la

dilucién 1:1000, por lo que se eligio esta dilucidn para economizar el anticuerpo.

Una vez que se comprobd la presencia de dehidrinas en los ejes embrionarios de maiz
quiescente se procedid a estudiar los niveles de dehidrinas durante la germinacion. Al proceso
de toma de agua que inicia el proceso de germinacion, es llamado imbibicion. Para este
experimento, se diseccionaron los ejes de la semilla de maiz en imbibicion a las 12, 24, 36 y
48 h y se extrajo la proteina de ellos. Los ejes embrionarios quiescentes fueron considerados

como el control, es decir, la muestra a las 0 h.
Horas post-imbibicion
kba 0 12 24 36 48

501 s mee

25 - -

Figura 12. Perfil de dehidrinas en semillas de maiz Tuxpeno durante la imbibicion.
Inmunoréplica tipo Western de proteinas de semilla de maiz germinada a diferentes tiempos.
Se cargaron 15 ug de proteina total de semilla por carril.

En la figura 12 se observa la disminucion de los niveles de dehidrinas en los ejes
embrionarios de maiz, conforme avanza la germinacion. En este WB, al igual que en la figura
11, se observan principalmente dos bandas, una de 50 kDa y otra de 25 kDa. Sin embargo,

también se observan otras bandas de menor intenisidad.
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Para finalizar con los experimentos de semilla, se procedié a evaluar la presencia de
dehidrinas de las dos lineas contrastantes de maiz, la tolerante y la sensible. Para esto se

corrié un gel con las proteinas obtenidas de los ejes embrionarios de las diferentes semillas.

A B.
Eje embrionario Eje embrionario
kDa M L14 Tux L13 kDa M L14 Tux L13
250 =1 == - 250 — -
130 = wem 130 — -
95 — == 95 —«==
72 — v 72 50
55 — w— 55 —w—l
& il oo
36 — s 36 —

g @ o
17 —gh

17 — #* S

Figura 13. Comparacion del perfil de dehidrinas presentes en los ejes embrionarios de
maiz quiescente de la raza Tuxpefo (Tux), linea tolerante (L14) y linea sensible (L13). A.
Gel de poliacrilamida SDS 13% tefido con azul de Coomassie coloidal B. Inmunoréplica tipo
Western usando el anticuerpo contra el segmento-K de las dehidrinas. Se cargaron 15 ug de
proteina total de semilla por carril.

Como se puede observar en la figura 13B, en el WB se observan dos bandas (25 kDa y 50

kDa) donde la primera es mucho mas abundante que la de 50 kDa.
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DETECCION DE DEHIDRINAS EN PLANTAS DE MAIZ SOMETIDAS A ESTRES POR
SEQUIA

Una vez confirmada la presencia de las dehidrinas en los genotipos de maiz estudiados, se
investigo el perfil de estas proteinas en respuesta a estrés hidrico en las plantas de maiz de la

raza Tuxpefio, y en las lineas tolerante y sensible.

En la figura 14A se observan los sintomas causados por el estrés hidrico en los tres genotipos
de maiz evaluados. Las plantas de 24 y 48 h no muestran ningun sintoma y son comparables
al control sin tratamiento (0 h). Sin embargo, a partir de las 72 h de estrés se pueden apreciar
algunos danos en las hojas, como son regiones cloréticas y el enrollamiento de la hoja. Estos
dafos se acentuan a las 96 horas, ya que el tallo presenta pigmentacion y las hojas se ven

casi totalmente enrolladas y amarillas por la pérdida de clorofila.

En el caso de la linea tolerante, las plantas no muestran sintomas a las 24 y 48 h y son
comparables a las plantas control. Sin embargo, a partir de las 72 h ya se pueden apreciar
algunos dafios en las hojas, como son regiones cloroéticas y el enrollamiento de la hoja (Figura
14B). Estos dafios son mas notorios a las 96 h, no obstante los dafios no son tan severos

como en la raza Tuxpefio.

Finalmente, en las plantas de la linea sensible se pueden observar los efectos del estrés por
sequia a partir de las 24 h, ya que las plantas presentan dafios en las hojas, como son
pérdida de turgencia, de clorofila y el enrollamiento de la hoja (Figura 14C). Estos sintomas se

intensifican conforme aumenta el tiempo de tratamiento con PEG 8000.
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Horas de aplicacién de PEG - 8000 a maiz Tuxpefio

0 24 48 72 96L13)

Figura 14. Sintomas de las plantas de maiz tratadas con PEG 8000 por 96 h. El tiempo 0 h
corresponde a las plantas control, sin tratamiento. A. Raza Tuxpefio B. Linea tolerante a
sequia C. Linea sensible a sequia
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Contenido relativo de agua y sobrevivencia de las plantas sometidas a estrés hidrico

Se cuantificé el contenido relativo de agua (CRA) en los tejidos para determinar el efecto del
tratamiento con PEG. En la figura 15 se presenta la relacion del contenido relativo de agua en
las plantas de maiz raza Tuxpefio, linea tolerante y linea sensible contra el tiempo que fueron
expuestas a PEG 8000.

100

90 Elinea
2\1 80 - Sensible
©
> 70 -
< HLinea
% 60 - Tolerante
o
£ 50 -
@ I Tuxpefio
X 40 Xp
o
il
c 30 -
9
S 20 -
o

10 -

0 i

0 24 48 72 96

Horas con PEG 8000

Figura 15. Contenido relativo de agua (%) en plantulas de maiz sometidas estrés con
PEG 8000. Se muestra el promedio y la DS de 10 plantas.

Se puede apreciar que mientras aumenta el tiempo de exposicién con PEG 8000, el contenido
relativo de agua (CRA) disminuye. En la raza Tuxpefio normal hay una disminucién del CRA
entre las 0 h ylas 96 h de un 25 % aproximadamente. En la linea tolerante la diferencia entre
los mismos puntos es muy parecida a la raza Tuxpefio, ya que solamente disminuye un 20 %.
Mientras que en la linea sensible esta disminucién es mayor, ya que desde las 72 h el CRA

decae un 30 % y al final del tratamiento alcanza una disminucion del 40 %.
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Figura 16. Porcentaje de plantas supervivientes ante el estrés con PEG 8000

También se analizd el efecto del estrés hidrico inducido por PEG en la sobrevivencia de las
plantas. En la figura 16 se observa el porcentaje de plantas supervivientes al tratamiento con
PEG-8000 durante 96 h. De los tres genotipos estudiados, sélo la linea tolerante mantuvo el
100 % de la plantas, mientras que la raza Tuxpefio tuvo una pérdida de un 40 % vy la linea
sensible, un 80 %.

Perfil global de dehidrinas en la parte aérea de las plantas de maiz

La presencia de dehidrinas se estudioé en la parte aérea de las plantas de maiz de la raza
Tuxpefio (figura 17), la linea tolerante (figura 18) y la linea sensible (figura 19), sometidas a

estrés hidrico por el tiempo indicado.

En el WB realizado del extracto de proteinas de la parte aérea de las plantas de maiz raza
Tuxpefio normal (figura 17) muestra 3 bandas inmunodetectadas por el anticuerpo
antisegmento-K. De esas tres, dos son muy tenues. Una de estas se observa a un peso
molecular de 150 kDa,la intensidad de esta banda disminuye conforme aumenta el estrés
hidrico proporcionado por el PEG 8000 y no se habia observado en los ejes embrionarios.
Mas abajo, en el WB, se aprecia una banda intensa de aproximadamente 50 kDa, cuyos
niveles disminuyen de intensidad conforme aumenta la exposicién a estrés hidrico, hasta que
ya no es detectada a las 96 h. Finalmente, a las 48 y 96 h se observa la otra banda tenue de

20 kDa aproximadamente.
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Tuxpeiio
Tuxpefio

Horas con PEG 8000 Horas con PEG 8000
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Figura 17. Identificacion de dehidrinas en la parte aérea de plantulas de maiz de la raza
Tuxpeio sometidas estrés por sequia. En el primer carril se observa el marcador
molecular. Los siguientes carriles corresponden a las proteinas de las plantulas tratadas con
PEG 8000 durante 0, 24,48, 72 y96 h. A. Gel tefiido con azul de Coomassie. B. Western Blot
para detectar el segmento-K de las dehidrinas. Se cargaron 50 ug de proteina total de parte
aérea por carril.
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Figura 18. Identificacion de dehidrinas en la parte aérea de plantulas de maiz de la linea
tolerante sometidas estrés por sequia. En el primer carril se observa el marcador
molecular. Los siguientes carriles corresponden a las proteinas de las plantulas estresadas
con PEG 8000 durante 0 (el control), 24,48,72 y 96 h. A. Gel tefido con azul de Coomassie.
B. Western Blot usando el antisegmento-K para detectar a las dehidrinas. Se cargaron 50 pg
de proteina total de parte aérea por carril.
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Enel WB de las proteinas de la parte aérea de las plantas de la linea tolerante (Figura 18), se
observa una banda de aproximadamente 50 kDa en todos los tiempos de tratamiento y cuyos
niveles se mantienen constantes, desde el tiempo 0 hasta las 96 h de aplicacion de PEG
8000. Asimismo, se detecta una banda de aproximadamente 20kDa que se detecta a partir de
las 48 h de aplicacion de PEG 8000.

A. B.

Linea 13 (sensible) Linea 13 (Sensible)

Horas con PEG 8000 Horas con PEG 8000

kD M 0 24 48 72 9%
' |
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Figura 19. Identificaciéon de dehidrinas en la parte aérea de plantulas de maiz de la linea
sensible sometidas estrés por sequia. En el primer carril se observa el marcador molecular.

Los siguientes carriles corresponden a las proteinas de las plantulas tratadas con PEG 8000
durante 0, 48, 72 y 96 horas. A. Gel tefiido con azul de Coomassie. B. Western Blot usando el

antisegmento-K para detectar a las dehidrinas. Se cargaron 50 ug de proteina total de parte
aerea por carril.

En el WB realizado a las proteinas de la parte aérea de las plantas de maiz de la linea
sensible se observan 2 bandas. Una de muy baja intensidad a 50 kDa y otra menor a 37 kDa.
Estas bandas se mantienen constantes hasta las 48 h. Luego, decaena las 72 h y finalmente,
a las 96 h ya no son detectadas. La banda cercana a los 37 kDa no se habia detectado ni en

las plantas Tuxpefio ni en la linea tolerante.
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Perfil global de dehidrinas en la raiz de las plantas de maiz

En este trabajo también se buscé la presencia de dehidrinas en la raiz de las plantas de maiz
sometidas a estrés hidrico. A continuacion se muestran las inmunodetecciones realizadas en
la raiz de las plantas de maiz sometidas a estrés hidrico de la raza Tuxpefio, la linea tolerante

y la linea sensible usando el anticuerpo anti-antisegmento-K.

En la figura 20 se presentan los geles de poliacrilamida-SDS con sus correspondientes WB
para detectar a las dehidrinas de las plantas que fueron sometidas a estrés por sequia. Sin
embargo, en ninguno de los WB se detectaron proteinas con el antisegmento-K en las
muestras de raiz. Solo se pueden observar las dos bandas inmunodetectadas por el
antisegmento-K correspondientes al eje embrionario (control positivo). La primera banda se

encuentra aproximadamente a 50 kDa y la segunda a 25 kDa.
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Figura 20. Perfil de dehidrinas de la raiz de

sequia. En el primer carril estd el marcador molecular (M). Los siguientes
corresponden a las proteinas de las plantulas estresadas con PEG 8000 durante 0, 24, 48, 72
y 96 h. A. Tuxpefio. B. Linea tolerante C. Linea sensible. En el panel izquierdo se presenta el

plantulas de maiz sometidas estrés por
carriles

gel tefido con azul de oomassie y en el derecho el WB
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Tuxpeno Linea 14 (Tolerante)
Horas con PEG 8000 Horas con PEG 8000
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Figura 21. Deteccion del segmento K por Western Blot de las proteinas de la parte aérea
y la raiz de plantulas de maiz de la raza Tuxpeiio (A) y la linea tolerante sometidas

estrés por sequia (B).

En la parte aérea de las plantas de maiz de la raza Tuxpefio a las 0 h (Fig 21A), estan
presentes dos bandas inmunodetectadas por el anticuerpo contra el segmento-K, la de 150
kDa es tenue y la segunda es de aproximadamente 50 kDa. Mientras que a las 96 h se
observa solo una banda, la de aproximadamente 25 kDa. En cuanto a la raiz, no se
detectaron banda.

En la figura 21B se observan las inmunodetecciones del segmento K correspondientes al
tejido de las plantas de la linea tolerante. En la parte aérea, a las 0 horas, se detectd una
banda de aproximadamente 50 kDa, al igual que en la raza Tuxpefio. Mientras que a las 96 h
se observan dos bandas: la de 50 kDa, que se mantiene y una de 25 kDa aproximadamente.
En cuanto a la raiz, no se encontré alguna banda. Los pesos moleculares indicados con

flechas son los calculados con el programa Image Lab.

Se envio a analisis la banda de 25 kDa por espectrometria de masas y se encontré (Tabla 1)
que la linea tolerante (L14) y la raza Tuxpefo contenian a la misma proteina identificada
como la proteina RAB17 de Zea mays, de acuerdo a la base de datos con la que cuenta el
programa que analiza las secuencias.
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Tabla 1. Proteinas identificadas por espectrometria de masas (EM)

RAB17 protein OS Zea
L14 (Tolerante)  A3KLI1_MAIZE 17065 17 64.88
mays
. RAB17 protein OS Zea
TUXPENO A3KLI1_MAIZE 17065 13 67.26
mays
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DISCUSION

Las dehidrinas son proteinas que se acumulan en estructuras tolerantes a la desecacion de
las plantas como las semillas (Barker et al., 1988; Dure et al., 1989; Close et al., 1993; 1997).
En las figuras 11 a 13 de los resultados se encontraron dehidrinas, consideradas asi porque
contienen el segmento-K, dominio conservado de estas proteinas (Barker et al., 1988; Dure et
al., 1989; Close et al., 1993; 1997; Battaglia et al., 2008). Ademas estas proteinas son
consideradas IDPs, lo que les da la caracteristica de ser termosolubles, es decir que aun con
tratamientos térmicos permanecen solubles. De hecho, una forma de purificar IDPs es usando
tratamientos térmicos (Dunker et al., 2001; Tompa, 2002). En la figura 11 se aprecia como al
usar este tratamiento (100°C, 10 min) se optimiza la extraccién de dehidrinas del eje
embrionario de las semillas de maiz quiescentes. Este mismo comportamiento se ha

observado en otros trabajos de Amara con LEA de maiz (Amara et al., 2011; 2013)

Otra forma de corroborar que las proteinas identificadas en la semilla de maiz son dehidrinas,
es su reduccion en el tejido al tener las condiciones adecuadas de hidratacion, se observo
que las dehidrinas en la semilla desaparecieron paulatinamente conforme avanzo el tiempo de
imbibiciéon. Esto se debe a que las dehidrinas se sintetizan durante el periodo de la
desecacién de la semilla y el denominado periodo de dormancia que les permite mantener su
viabilidad un tiempo prolongado (Barker et al., 1988; Dure et al., 1989; Tunnacliffe et al.,
2010). Sinembargo, una vez que esta estructura vegetal percibe las condiciones 6ptimas para

su germinacion ya no necesita algunas proteinas, como es el caso de las dehidrinas.

Por otra parte, los genes que codifican para las dehidrinas son genes dependientes de ABA,
cuyos promotores contienen una secuencia denominada ABRE (Zhu et al.,, 2014), y que
durante el estado quiescente de la semilla responde a la concentracién alta de ABA
sintetizando, entre otras moléculas, a las dehidrinas. Mientras que en el proceso de
germinacion disminuye la concentracion de ABA y aumenta el nivel de otras hormonas que
regulan el crecimiento celular como son las auxinas, giberelinas y citocininas (Abbe et al.,
1954; Barker et al., 1988; Dure et al., 1989; Ulmasov et al., 1997; Bommerl et al., 2001; Chen
et al., 2014). En el caso de las semillas estudiadas la sintesis de dehidrinas disminuye, hasta
desaparecer aproximadamente a los 2 dias de germinacion, similar a otros trabajos (Vilardell
etal., 1990).
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Con el propdsito de comparar la masa molecular y la intensidad de las dehidrinas identificadas
con el anticuerpo antisegmento-K en las diferentes semillas, se realizd la separacion de las
proteinas de ejes de embrionarios de la raza Tuxpeno (Tux), la linea tolerante (L.14) y la linea
sensible (L.13). Se ha reportado en Arabidopsis thaliana y en Solanum tuberosum que las
dehidrinas sintetizadas pueden variar dependiendo del tejido y las condiciones de estrés
(Nylander et al., 2001; Gazanchien et al., 2006; Vaseva et al., 2009; Bassett et al., 2009; Liu et
al. 2011; Charffedine et al., 2015), por lo que con en este ensayo se queria conocer si en maiz
existian estas variaciones en las semillas. Ya que las lineas L14 y L13 pasaron por un
proceso de seleccion para tolerar la sequia (Zarco-Perell6 et al., 2005), podrian presentar un
perfil global de dehidrinas diferente al de la raza Tuxpefio. Sin embargo, este no fue el caso,
ya que las tres muestras evaluadas presentaron el mismo perfil de dehidrinas, niumero e

intensidad

El polietilenglicol (PEG) ha servido para inducir estrés hidrico en la mayoria de los estudios
realizados relacionados con el tema. El PEG es un polimero de alto peso molecular usado
como un reductor inerte del potencial osmaético en el medio, ya que no es idnico, ni fitotdxico,

ademas de que tampoco disminuye los nutrientes presentes en el suelo (Rao yFTZ, 2013).

Para confirmar la presencia y la acumulacion de dehidrinas en las plantas de maiz en
condiciones de estrés por sequia se usé PEG 8000 durante 96 h. Las respuestas fisiologicas
a estrés osmotico varian dependiendo de la intensidad del estrés, entre algunas estan: la
disminucion de fotosintesis, el cierre de estomas, lo cual disminuye la pérdida de agua vy el
gasto de energia por transpiracion, el enrollamiento y el marchitamiento de hojas, el
alargamiento de raices y la pérdida de turgencia (Amara et al., 2013; Davik et al., 2013). En
condiciones normales no hubo diferencia significativa entre la apariencia de las plantas
Tuxpefio y las lineas evaluadas. Pero a las 96 h de estrés hidrico, las diferencias son
notables, ya que la linea tolerante practicamente no presenté dafnos, sélo ligero enrollamiento
de las hojas, mientras que la raza Tuxpefio presentd mayor enrollamiento de la hoja,
pigmentos en el tallo y reduccion en la coloracion verde de la hoja que podria asociarse a
pérdida de clorofila, estos dafios también los presentd la linea sensible, aunque con mayor
intensidad. Con estos resultados se observa que la forma en que responden las plantas de
maiz Tuxpefio y las lineas 13 y 14, al estrés generado es diferente y esto probablemente sea
debido a que su genotipo también es diferente.
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Las plantas tolerantes a sequia son capaces de mantener el contenido de agua en sus tejidos,
sobrevivir a la reduccién del contenido de agua o recuperarse completamente después de
volver a ser regadas (Gazanchian et al., 2007; Hu et al., 2009). Como se muestra en las
figuras 15 y 22, este fendmeno es cuantificable, ya que aplicando el mismo estrés en cada
una de las plantas Tuxpefo y las lineas evaluadas, la respuesta en cuanto a contenido de
agua fue diferente. La linea tolerante y la raza Tuxpefio normal al final del estrés mantuvieron
un CRA similar, mientras que la linea sensible disminuyd su contenido de agua un 50%.
Demostrando que aunque ninguna de las plantas es capaz de mantener totalmente el
contenido normal de agua en sus hojas, la linea tolerante y la raza Tuxpefo tienen la
capacidad de mantener mayores cantidades de agua en sus tejidos a pesar del estrés al que

fueron sometidas.

Estos resultado podrian relacionarse con las dehidrinas ya que la capacidad de mantener mas
agua en los tejidos han sido observados cuando se sobreexpresan las dehidrinas en
Arabidopsis, thaliana, Solamun habrochaites y Musa sp. sometido en condiciones de sequia
(Brini et al., 2007; Shekhawat et al., 2011; Lui et al., 2015). Las dehidrinas se pueden unir a
moléculas de agua, de tal forma que, disminuyen la pérdida de agua en plantas sometidas a
sequia. Por lo cual, plantas sobreexpresantes de dehidrinas tienen mejor capacidad para
retener agua (Brini et al., 2007; Shekhawat et al., 2011; Lui etal., 2015).

Lo anterior podria explicar la supervivencia de la linea tolerante, la sensible y la normal. La
linea tolerante tuvo un 100 % de supervivencia y es capaz de recuperarse completamente
después de volver a ser regada, lo que implica que la forma en que responde a estrés por

sequia es mas eficiente que la normal y la linea sensible (Kosova et al., 2007; Vaseva et al.,
2009; Amara et al., 2012; 2013).

Al inicio de este trabajo solo se conocia que las lineas usadas en el presente estudio habian
sido obtenidas por seleccién recurrente, luego se probaron en el campo y la linea tolerante
habia mantenido un buen rendimiento aun en condiciones de sequia, mientras que la
sensible no (Zarco-Perelld et al., 2005). La raza Tuxpefio es considerada versatil, de climas
calidos y de buenos rendimientos, ademas su germoplasma ha sido usado para obtener
mejores variedades (Conabio, 2011; Perales y Golicher, 2014). Sin embargo esta no ha
pasado por un proceso de seleccidn recurrente a sequia y por lo tanto en este trabajo es
considerada normal.
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En muchos estudios se ha observado una correlacion positiva entre la acumulacion de DHN y
la tolerancia a estrés (Zhang et al., 2000; Svensson et al., 2002; Cheng etal., 2002; Kosova et
al., 2007; Brini et al., 2007 y 2011; Hanin et al., 2011; Amara et al., 2011 y 2013; Liu et al.,
2015), como es este caso. Al analizar la presencia de dehidrinas por anticuerpos, se encontrd
que el perfil de la linea tolerante y la normal es similar, sin embargo, el de la linea sensible no
lo es (Figura 18). La unica dehidrina comun en los tres casos es la de masa molecular de 50
kDa (Figuras 17, 18 y 19), aunque en Tuxpefio y en la linea tolerante a la sequia tienen un
nivel de abundancia mayor, contrario a la linea sensible que se presenta muy tenue en
intensidad. Las dehidrinas de alguna forma tienen diferentes funciones biolégicas y se
presentan en diferentes tejidos ante diversas condiciones de estrés y hormonas (Barker et al.,
1988; Dure et al., 1989; Close, 1997; Zhu et al., 2000; Nylander et al., 2001). También existen
dehidrinas que son constitutivas, es decir, dehidrinas que estan presentes aun en condiciones
favorables para el crecimiento de la planta (Nylander et al., 2001; Rorat et al., 2004 y 2006;
Rorat, 2006; Burrieza et al.,, 2012; Vaseva et al.,, 2013). La dehidrina de 50 kDa es
constitutiva, ya que aparece a las 0 h durante la etapa de desarrollo (V5) de estas plantas de
maiz, donde no hay ningun estrés. En otros trabajos se ha visto que en condiciones de estrés
las dehidrinas constitutivas disminuyen su concentracion (Nylander et al., 2001; Rorat et al.,
2004; 2006; Rorat, 2006; Wang et al., 2014; Charffedine et al., 2015). Este comportamiento
concuerda en las dos lineas y la raza Tuxpefio, sin embargo en la linea tolerante disminuye su
concentracion lentamente ya que a las 96 h de estrés aun se encuentra presente a diferencia
de las otras dos. Por lo que se puede considerar que aun siendo una dehidrina constitutiva,
esta cumple su funcién de “dehidrina” protegiendo a las plantas de la linea tolerante y

Tuxpefio ante el estrés al que fueron sometidas.

Otras dos dehidrinas encontradas en este estudio son: la de 150 kDa en la raza Tuxpefio y la
de 37 kDa en la linea sensible. Ambas tienen un comportamiento similar al de la dehidrina de
50 kDa, por estar presente a las 0 h, no obstante, en ambas se observa que aumentan su
concentracion a las 24 h y luego, disminuyen hasta desaparecer al final del tratamiento. Este
comportamiento podria indicar que estas proteinas participan en el inicio de las condiciones
de estrés y que si este se prolonga ya no tienen la funcion de proteccion, esto lo sugerimos ya
que al aumentar el tiempo de exposicion al PEG que supondria un estrés sostenido,
disminuye la intensidad estas bandas, la de 37 kDa en la linea sensible y la de 150 kDa en la
raza Tuxpefo(Gazanchian et al., 2006; Zhou et al., 2014). Se ha encontrado que la expresion
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de dehidrinas depende del genotipo, el tipo de DHN y las condiciones de estrés (Liu 2011;
Zhu 2013). Ademas, estas dehidrinas podrian tener una estructura parecida, aunque al
momento no podriamos asegurarlo. Actualmente se ha intentado correlacionar las funciones
de las dehidrinas con su comportamiento, lo que ayuda a su clasificacion, sin embargo no se
sabe con certeza qué tipo de estrés induce la expresion de dehidrinas especificas (Nylander
et al 2001; Wise, 2003; Hundertmark y Hincha, 2008; Vaseva et al.,, 2010; 2011; 2014;
Burrieza et al., 2012; Wang et al., 2014). Otro punto interesante, sobre estas dos dehidrinas
presentes en las plantas, es que ninguna de las dos esta presente en semilla. Como se
menciond con anterioridad, las dehidrinas se presentan en diferentes tejidos ante diversas
condiciones de estrés y hormonas, es decir, las dehidrinas presentes en un tejido, pueden o
no estar en todos los tejidos (Close, 1997; Zhu et al., 2000; Nylander et al 2001; Charfeddine
etal., 2015).

La dehidrina de 25 kDa es muy interesante, ya que esta presente en la linea tolerante y en la
normal. Ademas se observa su acumulacién conforme aumenta el estrés por sequia al que
fueron sometidas las plantas de maiz. De acuerdo a Nylander, los tratamientos mas largos
siempre muestran la mayor acumulacion de ciertas dehidrinas (Nylander et al., 2001). Las
diferencias que presentan la linea 14 y la raza Tuxpefio de maiz evaluadas en relacion con
esta dehidrina es la acumulacién, en la linea tolerante se observa una mayor acumulacion que

en la normal.

La correlacion positiva entre la acumulacién de DHN vy la tolerancia a estrés no solo
comprende la presencia de éstas, sino también a la de otros componentes que ayudan a la
resistencia al estrés (Zhang et al., 2000; Svensson et al., 2002; Cheng et al., 2002; Kosova et
al., 2007; Brini et al., 2007; 2011; Hanin et al., 2011; Amara et al., 2011; 2013; Liu et al.,
2015). En este trabajo es claro que la linea tolerante presentd mayor tolerancia al estrés al
que fue sometida en comparacion con las otras dos, asi como la correlacion con la prese ncia
de la dehidrina de 25 kDa de forma anticipada y en mayor concentracion en la linea tolerante
en comparaciéon con la raza Tuxpefo. Ademas de que la presencia de la banda de 50 KDa
podria considerarse constitutiva ya que esta presente solo en las lineas que resisten el estrés

hidrico impuesto por el PEG, la linea tolerante y la raza Tuxpefio.

Finalmente, en las raices no se observaron dehidrinas presentes durante el estrés al que
fueron sometidas las plantas. Esto se puede explicar de dos formas: el estrés generado no es
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suficiente para que la planta sintetice dehidrinas en la raiz o la presencia de dehidrinas en la
raiz esta debajo del nivel de deteccion, como es el caso de un estudio de dos variedades de
café donde observan diferentes dehidrinas en varios tejidos (Hinniger et al., 2006; Alvarez et
al., 2012; Gomez-Bellot, 2013). No obstante, el hecho de que, durante el estrés al que fueron
sometidas, las raices de las plantas no tuvieron dehidrinas no significa que no presenten
otras proteinas LEA que protejan esta estructura. En el 2014, se encontr6 la presencia de
proteinas LEA 4 solo en raiz de plantas maiz en condiciones de estrés con PEG 8000
(Zamora, 2013)

Para terminar, la proteina de masa molecular de 25 kDa de la linea tolerante y la raza
Tuxpefio se analizd por espectrofotometria de masas y fue identificada como la RAB17,
también conocida como DHN1. Algunas dehidrinas, las que presentan el segmento-S, como la
RAB17, pueden estar fosforiladas, por un proceso postraduccional de sehfalizacién vy
localizacién (Villardel et al., 1990; Plana et al., 1991; Goday et al., 1994; Jiang y Wang 2004).
Las proteinas son generalmente fosforiladas para permanecer en el citoplasma (Jensen et al.,
1998; Vaseva et al., 2009). En el caso de la dehidrina RAB17 su localizacion es regulada por
fosforilacion, cuando esta fosforilada se encuentra en el citoplasma, mientras, que cuando no
esta fosforilada se encuentra en el nucleo (Riera et al., 2004; Hara et al., 2009; Sun et al.,
2013). En diferentes investigaciones donde se ha estudiado su presencia en el maiz, asi
como la de sus ortdlogos, se observan entre 20 y 25 kDa aproximadamente en un gel SDS-
PAGE, porque esta fosforilada (Villardel et al, 1990; Amara et al., 2011; 2013), aunque su
peso molecular sea de 17 kDa (Goday et al., 1988; Villardel et al, 1990; Amara et al., 2011;
2013). Ademas se ha observado que las dehidrinas del grupo YSK2 de trigo, como es la
clasificacion de la RAB17, son las de mayor induccion en hojas deshidratas (Wang et al

2014), resultados similares fueron obtenidos en papa (Charffedine et al., 2015).

La proteina RAB17 puede ser considerada de vital importancia ya que indica una clara
diferencia entre los genotipos estudiados. Por dicho motivo se sugiere como una proteina
para evaluar perfiles tolerantes a sequia en granos econdémicamente importantes, de una
manera mas rapida en comparacion al método por seleccidén recurrente. También se sugiere

como marcador molecular para identificar tolerancia a sequia.
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Conclusiones

Los tres genotipos de maiz estudiados sintetizaron dehidrinas en condiciones de estrés por
sequia, sin embargo no tuvieron el mismo perfil. Se sugiere que el perfil global de dehidrinas
inducidas por estrés hidrico se asocia a la tolerancia de sequia que presentan las semillas de
cada una de las lineas evaluadas, ya que las dehidrinas identificadas varian en concentracién,

tendencia y tiempo en que estan presenten.

La linea tolerante presentd ventajas contra la raza Tuxpefio y la linea sensible, al alcanzar
una supervivencia del 100 % en las condiciones de estrés al que fue sometida. Ademas fue
capaz de sintetizar una dehidrina en mayor concentracion y forma anticipada en comparacién
con las plantas raza Tuxpefo y la linea sensible. Esta dehidrina fue identificada como la
RAB17, por lo que claramente, una mayor concentracién de dehidrinas especificas en las
plantas de maiz durante condiciones de estrés hidrico puede conferirles la capacidad de

supervivencia a condiciones de estrés.
Perspectivas

Este trabajo es la base para seguir estudiando esta proteina, se propone continuar con la
obtencion de plantas que sobreexpresen el gen RAB17/DHN1 en una raza sin seleccidon

recurrente, con el fin de conseguir lineas tolerantes a estrés hidrico.

O bien usar a RAB17 como marcador molecular para identificar genotipos de maices

tolerantes al estrés hidrico
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