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Resumen

El déficit hidrico es el tipo de estrés abidtico mdas frecuente que afecta el
crecimiento y productividad de los cultivos ante el cambio climatico que se ha venido
desarrollando en la actualidad. Sin embargo, existen plantas que, al estar sometidas a
condiciones de deshidratacion, desarrollan mecanismos de tolerancia. Por otra parte,
algunas plantas pueden generar asociaciones simbidticas con microorganismos del
suelo que las benefician a nivel nutricional y de absorcién de agua, por ejemplo: con los
hongos micorrizicos. Una especie vegetal que es capaz de desarrollar tolerancia al déficit
hidrico es el sorgo (Sorghum bicolor (L) Moench), que se asocia con hongos micorrizicos
del género Glomus sp. Debido a esto, se estadn realizando estudios para dilucidar los
mecanismos de tolerancia de estas plantas y cémo las micorrizas pueden estar
involucradas. El Dr. Victor Olalde y la Dra. Silvia Valdés del CINVESTAV Unidad Irapuato
realizaron estudios protedmicos en sorgo en donde determinaron cambios significativos
en 52 proteinas en respuesta al déficit hidrico en presencia y ausencia de micorrizas
(consorcio selva), entre ellas la proteina D1 del fotosistema Il y la subunidad a del
complejo NAC (por sus siglas en inglés Nascent polypeptide-associated complex), por
otro lado, se estudié un péptido natriurético de plantas (PNP) en sorgo, el cual estd
asociado con la apertura y cierre de estomas. En el presente trabajo se identificaron los
genes que codifican para estas proteinas y para el del PNP, asi como un estudio de
expresion por tiempo real de estos genes bajo las mismas condiciones que el estudio
protedmico. Los resultados del estudio protedmico y de expresidon mostraron que no
siempre existe una relacion transcrito-proteina en los diferentes tratamientos y que las
micorrizas son capaces de generar cambios significativos en la expresiéon de algunos

genes y proteinas cuando se asocian al sorgo.
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Abstract

Water deficit is the most frequent type of abiotic stress that affects growth and
productivity in the face of climate change that has been developing today. However,
there are plants that every time they are on low water conditions they can develop
tolerance to some mechanisms. Another important aspect is the fact that some plants
can generate symbiotic associations with soil microorganisms that benefit them at a
nutritional and water absorption level, for example: with mycorrhizal fungi. One of the
plant species that are able to develop tolerance to water deficit is sorghum (Sorghum
bicolor (L) Moench), which is associated with mycorrhizal fungi of the genus Glomus sp.
Due to this, studies are being carried out to elucidate the tolerance mechanisms of these
plants and how mycorrhizae may be involved. Dr. Victor Olalde and Dr. Silvia Valdés
from CINVESTAV in Irapuato carried out proteomic studies in sorghum where they
determined significant changes in 52 proteins in response to water deficit in the
presence and absence of mycorrhizae (jungle consortium), among them the protein D1
of the Photosystem Il and the a subunit of the NAC complex (Nascent polypeptide-
associated complex), on the other hand, studied a plant natriuretic peptide (PNP), which
is associated with the opening and closing of stomata. Therefore, in this work, the genes
that code for these proteins and for the PNP were identified, as well as a study of the
real time expression of these genes under the same conditions as the proteomic study.
The results of the proteomic and expression study showed that there is not always a
transcrit-protein relationship in the different treatments and also that the mycorrhizae
is capable of generating significant changes in the expression of these genes and

proteins when they are associated with sorghum.
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Introduccion

El déficit hidrico es el tipo de estrés ambiental que afecta de manera mas
frecuente el crecimiento y productividad de los cultivos ante el actual cambio climatico
(Fracasso et al., 2016). Existen plantas que son especialmente tolerantes a este tipo de
estrés, debido a que han desarrollado diversos mecanismos fisioldgicos y moleculares
que les permiten sobreponerse (Marmol, 1994). A la vez existen asociaciones
simbidticas de las plantas con microorganismos del suelo que las benefician y son
capaces de proveerles cierta tolerancia ante la sequia, tal es el caso de las micorrizas,
las cuales se definen como relaciones simbidticas entre un hongo y el sistema de raices
de un organismo huésped (Cobb et al.,, 2016). Estas relaciones se consideran como
simbiosis nutricionales ya que le provee a la planta de fosforo y otros minerales como
zinc y cobre (Zhang et al., 2011), ademads de que las hifas micorrizicas asociadas a las
raices de las plantas pueden aumentar el drea de alcance del sistema radicular y la
posibilidad de encontrar un acceso a los recursos que pueden limitar el crecimiento de
la especie vegetal como el agua y los nutrientes (Cobb et al., 2016).

Una especie vegetal que es capaz de desarrollar estos dos mecanismos es el sorgo
(Sorghum bicolor (L) Moench), que se caracteriza por tener una alta tolerancia al estrés
abidtico (Reddy et al., 2009; Rakshit et al. 2016), ademas de que es capaz de generar
una relacién simbidtica con los hongos micorrizicos del género Glomus spp, los cuales
son considerados hongos arbusculares obligados y son capaces de conferir una mayor
tolerancia al estrés por déficit hidrico (Morton y Benny, 1990). Por lo anterior en la
actualidad se ha utilizado esta especie vegetal como modelo de estudio, tratando de
dilucidar que genes y/o proteinas intervienen en estos mecanismos de tolerancia en
plantas sin micorriza y asociadas a hongos micorrizicos.

En estudios protedmicos realizados en el 2015 en el Centro de Investigacién y de
estudios avanzados del Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAV) Unidad Irapuato, se
analizé la respuesta al estrés hidrico del sorgo, y encontraron cambios en los patrones
de acumulacién de 52 proteinas en plantas de sorgo con y sin un consorcio selva de
micorrizas (Valdés y Olalde, en prensa). Entre las proteinas que mostraron cambios

significativos en respuesta al déficit hidrico se encontraron la proteina D1 del
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fotosistema Il y la subunidad a del complejo NAC (por sus siglas en inglés Nascent
Polypeptide-associated complex). La proteina D1 esta asociada al fotosistema Il y es
codificada por el gen PSBA. Esta proteina interviene en el metabolismo fotosintético el
cual es afectado bajo condiciones de estrés hidrico. La fotosintesis es sensible a este tipo
de estrés y es una de las principales limitantes del metabolismo del carbono, se ha
reportado que existe un dafio a la maquinaria fotosintética primaria ante la presencia
de este tipo de estrés (Liu et al., 2006). Mientras que aNAC es una subunidad de un
heterodimero proteico. Este heterodimero proteico es capaz de proteger a los
polipéptidos recién sintetizados y trasladarlos al reticulo endopldasmico y a las
mitocondrias, ademds de actuar como proteinas chaperonas y ayudar al plegado de las
cadenas polipeptidicas nacientes (Bukau et al., 2000), cada una de las subunidades que
lo conforman son multifuncionales.

Existen otras diversas proteinas que se les ha relacionado con los mecanismos que
dan tolerancia a una planta ante déficit hidrico, tal es el caso de los PNP’s. Los PNP’s son
una novedosa clase de hormonas peptidicas que actian por la via de sefializacién del
guanosina 3’-5'monofosfato ciclico (GMPc) que intervienen sistematicamente en el
balance hidrico y osmético de la planta, actian en la defensa a distintos patégenos y la
apertura estomatica (Turek y Gehring, 2016).

Se logré identificar por PCR fragmentos de los genes que codifican para las
proteinas aNAC y D1 mientras que se pudo identificar un probable PNP a partir de un
estudio bioinformatico. Ademas, se determiné la expresién de los genes aNAC y PSBA a
partir de la técnica de RT-gPCR en sorgo en respuesta a déficit hidrico, en presencia y
ausencia de asociaciones con diferentes hongos micorrizicos. Esta informacion se
compard con los resultados de protedmica, previamente analizados, para contribuir al
conocimiento de los mecanismos involucrados en la regulacion de la expresién de estas
proteinas. Se identificd que el transcrito de aNAC no muestra diferencias significativas
en sus niveles de expresién en presencia y ausencia de estrés hidrico. Asi mismo, el
transcrito de aNAC aumenta significativamente su expresidon cuando la planta estd
asociada al consorcio selva, en comparacion con el control sin micorriza, los cambios en
los niveles de transcrito coinciden con los cambios en los niveles de proteinas. En cuanto

PSBA se identificd que es sensible a la deshidratacion ya que su transcrito disminuyd
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significativamente, mientras que en el estudio protedmico D1 aumenta sugiriendo la
existencia de mecanismos de regulacion postraduccionales. Se observo que las
micorrizas evitan la disminucion del transcrito de PSBA ante déficit hidrico y se cree que
estas podrian promover un aumento en el metabolismo fotosintético aumentando la

productividad de la planta y su tolerancia al estrés.
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Antecedentes

1.1 Sorgo (Sorghum bicolor (L) Moench)

El sorgo es un cereal perteneciente a la familia de las Poaceae (Figura 1), es
autopolinizante, diploide (2n=2x=20), con un genoma pequefo secuenciado que consta
de 730 Mb (Nagy et al., 1995). Es una planta con un metabolismo C4 por lo que tiene
una eficiencia fotosintética alta y se caracteriza por tener una gran tolerancia al estrés
abidtico (Reddy et al., 2009; Rakshit et al., 2016). Al ser altamente tolerante a la sequia
ha hecho que sea ampliamente usado al noreste de Africa, India y el sur de Estados
Unidos (Paterson et al., 2009). Reddy et al., (2011) afirman que este cultivo ha sido de
los que mejor se han adaptado al cambio climatico.

Este cereal es uno de los cinco mas importantes en cuanto a su produccién y
cosecha en el mundo. El género Sorghum se compone de muchas especies y subespecies
por lo que existen distintos tipos de sorgo, entre los que se destacan: el sorgo de grano;
el sorgo forrajero, que se produce para pasto o heno; y el sorgo dulce, que se utiliza para
la fabricacion de biocombustibles (Rakshit, 2016). Al ser un cultivo que es capaz de
crecer bajo condiciones de sequia y alta temperatura es un excelente modelo para
generar conocimientos acerca de los mecanismos que utiliza para encarar el estrés por
déficit hidrico. Esto se ha facilitado debido en que en afios recientes se ha secuenciado
el genoma del sorgo y se han reportado genes y proteinas que cambian su expresién en

presencia de alguno de estos tipos de estrés abidtico (Patterson et al., 2009).

Figura 1. Ejemplar de Sorghum bicolor (L) Moench en etapa de floracidon (Tomada por: Jonathan

Walther, USDA-NRCS, Tucson Plant Materials Center).
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1.1.1 Cultivo del sorgo

El sorgo se cultiva en 105 paises, dentro de los cuales 37 cuentan con mas de 0.1
millones de hectareas de superficie cosechada. Paises como Sudan, India, Nigeria, Niger,
Estados Unidos, Etiopia, Burkina Faso y México aportan el 71% de la superficie mundial

cosechada (Tabla 1) (Rakshit et al., 2016).

Tabla 1. Niveles de rendimiento de sorgo en los principales paises productores (Rakshit

et al., 2016)
Rendimiento (kg/ha)
Pais 1961- 1971- 1981- 1991- 2001- 2011-
1963 1973 1983 1993 2003 2013
Estados
2736 3624 3596 4013 3416 3431
Unidos

Nigeria 856 637 1624 1043 1119 1294
México 2347 2601 3491 3317 3214 3762
India 490 485 703 845 762 920
Argentina 1718 1953 3332 3636 5014 4380
Etiopia 793 950 1462 1402 1280 2169
Sudan 936 776 642 621 688 576
Australia 1693 1912 1738 1938 2402 3400
China 971 1710 2715 3755 3785 3809
Brasil 2500 2232 1952 1740 2044 2721
Burkina Faso 482 471 583 985 938 1016
Niger 675 370 322 165 290 379
Camerun 858 710 659 765 1317 1456
Mali 681 765 847 829 773 998
Mundial 932 1248 1498 1380 1329 1443

*Se representa el promedio de cada uno de los periodos
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Africa es el continente con una mayor area de cultivo de este cereal a nivel
mundial, se concentra en su mayoria en el oeste y centro, seguido del norte y en tercer
lugar el este y sur (Figura 2A). En cuanto produccién de sorgo, el oeste y centro de Africa
se llevan el primer lugar, el este y el sur el segundo lugar y el norte de América el tercer
lugar (Figura 2B). En América, México es el segundo productor de sorgo mds importante
después de Estados Unidos, teniendo un area de cultivo de 1.74 millones de hectéreas,
y una produccion de 6.59 millones de toneladas de sorgo entre los afios del 2011-2013
(Rakshit et al., 2016). En el 2014, México alcanzé su mayor produccién, con mas de 8
millones de toneladas (Figura 3A) y se estimo una produccién de 7 millones de toneladas
entre los afios 2016/2017 (Figura 3B) (FIRA, 2016). Para el ciclo 2016/17 México se
encontraba como el segundo principal consumidor de sorgo a nivel mundial, por detras
de China, con un consumo de 7.2 millones de toneladas. El principal productor de sorgo
a nivel nacional es Tamaulipas con una produccion del 40.2% de la totalidad, seguido de

Guanajuato con 15.9% y en tercer lugar esta Sinaloa con un 13.3% (FIRA, 2016).

Este y Sur de Africa
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Norte de Africa
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Figura 2. Gréfica de cultivo y produccién de sorgo (Sorghum bicolor (L) Moench) en el mundo.
A. Area de cultivo de sorgo en el mundo del 2011-2013, B. Produccién mundial de sorgo de 2011-

2013 (Rakshit et al., 2016).
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Figura 3. Gréficas de produccién y consumo de sorgo en México A) Produccion de sorgo en

México B) Consumo de sorgo en México (USDA, 2016; SIAP-SAGARPA, 2016).

En Oceania, Australia es el Unico productor significativo. La produccion en Europa
se limita a pequefias dreas en Francia, Italia y Ucrania. La produccién en Asia se
concentra principalmente en dos paises: China e India, los cuales contribuyen con el 85%

de la produccion total regional (Rakshit et al., 2016).

1.1.2 Usos del sorgo

Se utiliza para dos propdsitos:

e Alimentacién humana, es fuente de alimento y parte fundamental de la dieta de

500 millones de personas, principalmente en Africa (Rosenow et al., 1983).

e Alimentacion de ganado/ forrajero (Rakshit et al., 2016).

Segun la FAO (1995), en 1960 una parte del sorgo cosechado se empleaba para el
consumo humano, sin embargo, este uso ha ido disminuyendo y ahora se utiliza en
mayor proporcién para la alimentacién de ganado. Existen usos alternativos para el
grano y el tallo del sorgo, los cuales comercialmente se utilizan para la obtencién de
alcohol, jarabes, glucosa, almidones modificados, sorbitol y acido citrico (CFC & ICRISAT,

2004). En México su principal eso es para consumo forrajero (Rakshit et al., 2016).
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1.2 Estrés hidrico

El estrés hidrico se produce en las plantas en respuesta a un ambiente escaso en
agua, en donde la tasa de transpiracion excede a la toma de agua, por temperaturas
bajas y por una salinidad alta en el suelo. El estrés hidrico es una de las limitaciones
ambientales mas importantes, ya que se plantea que cerca del 10 % de la superficie del
planeta esta afectada por este tipo de estrés e incide en la productividad de los cultivos
agricolas (Ashraf et al., 2007). Las plantas han desarrollado respuestas fisioldgicas,
bioquimicas y moleculares ante este tipo de estrés, las cuales les han permitido su
sobrevivencia ante estas condiciones ambientales adversas (Nakashima et al., 2012). Por
lo que una planta al experimentar estrés hidrico presenta una serie de cambios en la
sintesis proteica, alteracion en la expresion génica y un cambio en la cantidad de

proteinas y clorofila (Liu et al., 2006).

A nivel fisioldgico el déficit hidrico se ve reflejado en la reduccién del potencial
hidrico en las hojas y el cambio de la turgencia celular. Pardossi et al., 1991; Comstock
(2002), y Davies y Zhang (1991) afirman que el estrés hidrico ocasiona el cierre de los
estomas mediado por la produccién del acido abscisico. Todos estos cambios a nivel
fisiolégico resultan en una disminucién de la concentracién de CO; y en un incremento
en la resistencia del mesodfilo generando una modificacion del metabolismo
fotosintético (Pinheiro y Chaves, 2011), llevando como consecuencia una inhibicion del
crecimiento de las células y por lo tanto de la misma planta (Boyer y Westgate, 2004).
Se ha reportado que es capaz de inhibir la cadena de transporte de electrones e
incrementar el estrés oxidativo (Masojidek et al., 1991). Potters et al., (2007) reportaron
qgue cuando el estrés hidrico se desarrolla lentamente, la planta responde a nivel

morfolégico disminuyendo su expansion foliar y aumentando su crecimiento radicular.

A nivel molecular, una de las principales respuestas que se presentan es la
modificacidn de la expresidn de genes que codifican para proteinas que intervienen en
la proteccién de la célula, de enzimas clave en la sintesis de osmalitos que regulan el

potencial hidrico, de enzimas antioxidantes y de factores de transcripciéon, por lo que
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podemos afirmar que con esta respuesta se da inicio a los mecanismos de resistencia
(Moreno, 2009).

Algunos ejemplos de proteinas funcionales que participan en la tolerancia de la
planta son las dehidrinas, miembro de las proteinas de la embriogénesis tardia (LEA); y
algunas enzimas que son necesarias para la sintesis de compuestos osmoprotectores
como por ejemplo la prolina y algunos aztcares. También hay proteinas reguladoras que
se activan en presencia de estrés abidtico, dentro de las cuales se incluyen factores de
transcripciéon (TFs) como lo son DREBs (proteinas que se unen a elementos que
responden ante la deshidratacion), AREB (proteinas que se unen a elementos que
responden a ABA) y proteinas NAC, las cuales se han identificado en Arabidopsis thaliana
(Nakashima et al., 2009).

Tanto los mecanismos fisiolégicos como los moleculares van de la mano, por lo
que el entender cdmo la expresion genética se relaciona con las respuestas fisioldgicas,
es un punto importante para aplicar la informacién genética en una herramienta eficaz
para el manejo y la produccién de cultivos mas tolerantes (Bruce et al., 2002). En
estudios protedmicos realizados en sorgo (Valdés y Olalde, en prensa) se observd un
cambio en la presencia de 52 proteinas ante estrés hidrico, entre las cuales se
encuentran la subunidad alfa del complejo asociado al polipéptido naciente
(aNAC/NACA) y una proteina asociada a la membrana de 30 kDa, tipo cloroplastica

(PSBA).

1.2.1 Subunidad alfa del complejo asociado al polipéptido naciente

(aNAC/NACA)

Los ribosomas son mdaquinas moleculares que se encuentran en el citoplasma y
son capaces de sintetizar pequenas cadenas de aminoacidos llamadas polipéptidos ante
distintas condiciones ambientales. Los polipéptidos recién sintetizados se unen a una
proteina denominada NAC (por sus siglas en inglés Nascent Polypeptide-associated
complex) a la cual también se le conoce como factor de transcripcion Btf3 (RNAC). Esta

proteina juega un papel de suma importancia para que las proteinas recién sintetizadas
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no interactuen con factores que se encuentran dentro del citoplasma que podria afectar
su localizacidén intracelular (Karan et al., 2012).
Las proteinas NAC han sido asociadas a otras funciones dentro de la célula como:
elas proteinas NAC son capaces de promover la interaccion de los
ribosomas con la superficie mitocondrial para que estas sean capaces de
direccionarse a la superficie del organelo eficientemente y a distintos
subcompartimentos mitocondriales para que al llegar a su destino desarrollen su
funciéon (George et al., 2002; Ponce-Rojas et al., 2017).
eProteger a los polipéptidos recién sintetizados y trasladarlos al reticulo
endoplasmatico y a las mitocondrias (Rospert et al., 2002).
e Actuar como proteinas chaperonas y ayudar al plegado de las cadenas
polipeptidicas nacientes (Kramer et al., 2009).

La proteina NAC es un complejo heterodimerico que esta conformado por dos
subunidades: la alfa (aNAC) y la beta (RNAC) codificadas por diferentes genes, esto
Unicamente se presenta en organismos eucariontes ya que en los genomas de las
arqueobacterias contienen un solo gen homélogo a aNAC y forma homodimeros
(aeNAC) (Wiedman et al., 1994). Jafarov et al., (2012), mencionan que no Unicamente
es posible generarse un heterodimero entre las subunidades, sino que es posible que
entre ellas se formen homodimeros, los cuales tienen la caracteristica de ser menos
estables, ademds de que un homodimero de aNAC no se va a formar si esta presente
BNAC. La funcionalidad es distinta en cada subunidad individual, asi como para el
heterodimero u homodimero (Kogan et al., 2014).

oaNAC y BNAC difieren en sus secuencias N- y C- terminal, mientras que tienen
conservado el dominio NAC de 61 residuos de aminoacidos presente en el centro de la
region de la cadena polipeptidica. La regién N-terminal comprende de 160 residuos de
aminodcidos, los cuales se dividen en cinco subdominios conservados, a los cuales se les
nombra de la A-E (Spreter et al., 2005). Existe una baja homologia entre la secuencia de
aminodcidos entre aNAC, RNAC y aeNAC (homodimero de aNAC en arqueobacterias),
Unicamente existen residuos de aminodcidos conservados responsables de la estructura
espacial de NAC, esto se ha visto desde una levadura hasta el ser humano (Kogan et al.,

2014).
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Los heterodimeros de NAC tienen una estructura de B barril, que esta formada por
seis cadenas B antiparalelas de las dos subunidades (Figura 4A y 4B).

Se han reportado secuencias de aNAC en las cuales se identifican regiones
conservadas, entre las cuales se destacan: un sitio de unién a ADN, el cual tiene una
afinidad por los acidos nucleicos principalmente los que se involucran en el control de
la expresion génica, el dominio de unién a C-Jun el cual se requiere para la interaccion
con el factor de transcripcion c-jun, el dominio NAC el cual es necesario para la
dimerizacion con la subunidad BNAC y un dominio UBA el cual es el encargado de la
ubiquitinacion de las proteinas (Mueller et al., 2002). El dominio UBA en aNAC (dominio
asociado a la ubiquitinacién) es conservado en la regién C-terminal y favorece a la
ubiquitinacion (poliubiquitinacion), es decir que dirige la proteina modificada a la
degradacidon proteosomal (Kogan et al., 2014).

Se ha reportado que existe una expresion diferente para cada una de las
subunidades debido a la regulacién de la transcripcién y la diferenciacion celular lo que
nos indica una diferencia en cuanto la funcién tanto de la subunidad a como de la B
(Rospert et al., 2002). Rospert et al., (2002) reportan que aNAC tiene actividad
transcripcional y es capaz de unirse a ADN, ARNr, y ARNt, mientras que la BNAC es capaz

de unirse a la enzima ARN-polimerasa Il, pero no es capaz de activar la transcripcion.
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Figura 4. Estructura secundaria y terciaria de NAC. A. Topologia del complejo aNAC-BNAC B.
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Estructura 3D del heterodimero aNAC-BNAC (Wang et al., 2010).
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En plantas, las funciones celulares que lleva acabo esta proteina no ha sido muy
estudiadas. Yang et al., (2005) demostraron que BNAC interviene en la expresion génica
en cloroplasto y mitocondria y también esta relacionado con la presencia de defectos
en el desarrollo en cloroplasto y mitocondria. En la planta del tabaco, Kaido et al., (2007)
demostraron que BNAC estd implicado en el movimiento e invasion de célula a célula
del virus del mosaico del tabaco. Sin embargo, otros estudios les han atribuido a las
proteinas NAC funciones relacionadas con distintos tipos de estrés abidtico.

Yan et al., (2005), mencionan que aNAC es un probable coactivador
transcripcional. En sus resultados demostraron que esta subunidad disminuyd su
expresion ante estrés salino en plantas de arroz, ellos hacen mencién que la disminucién
del nivel proteico de esta subunidad afecta la funcionalidad de la proteina NACy por lo
tanto afecta en proceso de transcripcion génica, traduccién y localizacidn proteica. Por
lo tanto, de una manerainevitable se lleva a un desorden en el metabolismo de la planta,
por lo que sugieren que esta subunidad es sensible al estrés salino y representa un papel
de importancia en la toxicidad en este tipo de estrés, por lo que sugieren que seria de
sumo interés realizar la sobreexpresién de esta subunidad ya que se tiene la hipdtesis
de que puede conferir resistencia. Zhang et al., (2010) reportaron que la expresién de
una proteina NAC transgénica da como resultado la resistencia a distintas enfermedades
y estrés por sequia en plantas de tomate. A RNAC se le atribuye que es capaz de regular
la resistencia a diferentes tipos de estrés, esto se observd en plantas transgénicas de
Arabidopsis sometidas a estrés en donde se sobreexpresa esta subunidad (Karan et al.,
2012). El silenciamiento del gen que codifica para RNAC afecta a la resistencia al frio,
sequia y otros tipos de estrés en trigo (Kang et al., 2013).

El homodimero de aNAC tiene una estructura especial la cual determina su
propiedad de ser un factor de transcripcidon presente en plantas. Se caracteriza por
contener una regidn conservada de residuos de arginina y lisina que se encuentra en el
dominio NAC, al que se le atribuye que es capaz de interactuar con los acidos nucleicos,
mientras que el heterodimero NAC no es capaz de interactuar con los acidos nucleicos
(Liu et al., 2010). El dominio NAC del homodimero aNAC difiere estructuralmente del
heterodimero en tener una region de aminodacidos aromaticos conservados (Tyr112 y

Phel23) y residuos de aminodcidos hidrofébicos (Leu85 y lle121) en la estructura B-

_23-



barril. Esta regidon se presume que es la que interviene en la funcidn de factor de

transcripciéon. Se ha observado que el dimero de aNAC interactia con regiones

regulatorias de diversos genes (Kogan et al., 2014). NAC juega un papel de suma

importancia en diversos procesos del desarrollo, en la respuesta a sefiales bidticas y

abidticas, asi como de la senalizaciéon hormonal.

Dependiendo del tipo de estrés a que esté sometida la planta, se genera una

sefializacion para generar tolerancia, que involucra cambios en los niveles de proteinas

funcionales o reguladoras, tal es el caso de las proteinas NAC (Figura 5) (Mahalingam et

al., 2015).
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Figura 5. Red de sefializacion de NAC’s ante estrés abiético (Modificado de: Mahalingam, 2015).
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1.2.2 Proteina asociada a la membrana de 30 kDa, tipo cloroplastica (PSBA)

La fotosintesis es un sistema sensible al estrés por déficit hidrico, que puede ser
atribuido a que se produce un dafio en la maquinaria fotosintética primaria (Liu et al.,
2006). Es una de las principales limitantes del metabolismo del carbono, por lo que se
ha realizado una serie de estudios en diversos cultivos (Griffiths y Parry, 2002; Lawlor,
2002). Las reacciones fotoquimicas del proceso de fotosintesis ocurren en dos complejos
proteicos asociados a la membrana del tilacoide denominados fotosistema | (PSI) y
fotosistema Il (PSII).

Yoo et al., (2004), afirman que el PSIl es el complejo mas funcional en cuanto a
importancia que se encuentra dentro de los cloroplasto en las membranas de tilacoides,
tiene la funcion de convertir la energia de la luz a energia electroquimica. EL PSIl es un
complejo pigmento-proteina de suma importancia en la respuesta fotosintética ante
diversos tipos de estrés en las plantas superiores (Liu et al., 2006).

El PSII estd compuesto por un heterodimero de proteinas homodlogas, las
denominadas D1y D2 (Figura 6), las cuales contienen el centro de reaccion de la clorofila
(P680) y tiene asociados los aceptores de electrones. D1 se une a la plastoquinona (QB),
la cual es el segundo aceptor de electrones del PSIl. En plantas, la proteina D1 es
codificada por un Unico gen que se encuentra en el genoma del cloroplasto denominado
PSBA (Vrba et al., 1990). La proteina codificada es de aproximadamente de 32kDa
(Livore et al., 1989).

Se ha demostrado que el proceso de fotosintesis es sensible al estrés hidrico
(Griffith y Parry, 2002). El estrés hidrico en las hojas da como resultado la reduccién de
la tasa fotosintética, lo cual se atribuye al deterioro de la maquina fotosintética primaria
(Kaiser, 1987). El PSII juega un papel de suma importancia en la fotosintesis ya que
responde al estrés ambiental en plantas superiores (Baker, 1991). También se presentan
cambios en la sintesis de proteinas, alteracidn en la expresidon genética, se disminuyen
algunas proteinas y el contenido de clorofila y se lleva a cabo la produccién de especies
reactivas de oxigeno al percibirse el estrés hidrico (Liu et al., 2002). Wiltens et al., (1978)
reportaron que en organismos como las algas y en estudios con cloroplastos aislados,
tanto el PSl y PSII, pero principalmente el PSIl se ven afectados por estrés hidrico y esto

lleva a una menor eficiencia del transporte de electrones. Se tiene la hipdtesis de que el
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estrés abidtico puede afectar el tamafio de los complejos antenas, los cuales son
necesarios para la captura de la luz durante la fotosintesis, asi como también puede
afectarla eficiencia cudntica del PSIl y por consecuencia se ve afectada la asimilacidn del
CO; (Baker, 1991,, Liu et al., 2006).

La proteina D1 puede aumentar su sintesis/degradacién (Yamamoto, 2001). Liu et
al., (2006), reportaron que en trigo el transcrito del gen PSBA que codifica para la
proteina D1 tuvo un decrecimiento muy marcado cuando las plantulas de trigo fueron
sometidas a déficit hidrico gradual. He et al., (1998) mencionaron que el déficit hidrico
afecta la expresién de los genes PSBA y PSBD, posiblemente a nivel transcripcional.
Andlisis de Southern blot y ADN dot blot mostraron que el déficit hidrico no afecta los
niveles de los genes PSBA y PSBD, sino que provoca una disminucién de sus transcritos,
posiblemente como resultado de una baja actividad en la tasa de transcripcion y/o un
cambio en la estabilidad del ARNm (Liu et al., 2006). Analisis de Western blot indican
gue la concentracién de la mayoria de las proteinas de PSII, incluyendo D1 y D2 que se
encuentran en el centro de reaccién, disminuyen con el incremento del déficit hidrico,
posiblemente como resultado del incremento en su degradacion (Yuan et al., 2005).
Estudios de traduccion in vitro y analisis cuantitativos de ARN’s de cloroplasto, indicaron
gue el potencial de la sintesis de proteinas a partir de su ARNm en el cloroplasto se ve
danado por el déficit hidrico (He et al., 1995) Estos efectos en el metabolismo de las
proteinas del PSll, principalmente en el centro de reaccidn, se puede dar por un dafio
fotoquimico del PSIl (Yordanov et al., 2000 y He et al., 1995).

Yuan et al., (2005), reportaron que el estrés hidrico es capaz de regular la
expresion génica del PSIl, asi como la sintesis proteica en todos los niveles:
transcripcional, traduccional, postranscripcional y postraduccional. Asi también
afirman que un estrés medio suave da como resultado la inhibicion de la
transcripcion de los genes PSBA y PSBD y se incrementa la degradacién del ARNm del
cloroplasto. Estos cambios se ven reflejados en un dano en el PSIl. El someter a la
planta a un estrés hidrico moderado y severo causa los mismos efectos mencionados
anteriormente, se ve un decremento en la sintesis de D1 y D2, asi como un

incremento en su degradacion, danando el PSlI, lo cual conduce a la inhibicién de las
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funciones de este fotosistema, por lo que se presenta un decremento en el
transporte de electrones y una disminucién en la eficiencia de oxigeno.

Saibo et al., (2009) afirman que las especies reactivas de oxigeno producidas
por la planta como mecanismo de defensa ante el estrés hidrico y otros tipos de
estrés, inhiben el PSIl suprimiendo la transcripcién y traducciéon de los genes PSBA
que codifican para la proteina D1. En la cianobacterias Synechocystis sp., el estrés
salino inhibid la transcripcidn y traduccion de los genes PSBA, limitando la eficiencia

de fotosintesis al inactivar el fotosistema Il (Saibo et al., 2009).

Luz reldmpago (flash)

Conducto (luz) tilacoidal

Complejo evolucionante
de oxigeno

Figura 6. Esquema del Fotosistema Il (PSll). Se puede visualizar el heterodimero proteico

formado por las proteinas D1y D2 (Karp, 2014).

1.2.3 Péptido natriurético (PN)

Los péptidos natriuréticos (PN) son un grupo de sustancias peptidicas novedosas
de estructura similar pero genéticamente distintas. Son una familia de hormonas
peptidicas en vertebrados que tienen un papel en la osmorregulacién (Toop y Donald,
2004). Este tipo de proteinas fueron identificadas por primera vez en extractos atriales
de rata (PNA). Hasta el momento se han identificado 3 tipos de péptidos natriuréticos:

auricular, cerebral y endotelial (Fuster, 2002; Valle-Rodriguez., 2016).
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Tabla 2. Tipos de péptidos natriuréticos (Tomada de Valle-Rodriguez, 2016)

Tipos de péptidos natriuréticos

Péptido natriurético Auricular (PNA)

Péptido natriurético Cerebral (PNB)

Péptido natriurético Endotelial (PNC)

Los péptidos natriuréticos auricular (PNA) y cerebral (PNB) son de origen cardiaco,
estos son secretados por la atrial cardiaca y los ventriculos, el péptido tipo C (PNC) es de
origen endotelial y se tiene reportado que puede estimular el crecimiento longitudinal
del hueso y el péptido tipo D se ha aislado recientemente en serpientes (Valli et al.,
1999). Los PN participan principalmente en la regulacién de iones y la homeostasis de la
célula. Principalmente los PN ejercen efectos fisioldgicos en los vertebrados como por

ejemplo en el control de la presion sanguinea (Turek y Gehring et al., 2016).

1.2.4 Péptidos natriuréticos en plantas (PNP’s)

En plantas también se han identificado péptidos natriuréticos similares a los PN
encontrados en vertebrados, estos son moléculas que se mueven sistémicamente vy
comparten una serie de aminodcidos con sus andlogos en vertebrados (Turek y Gehring
et al.,, 2016). Los primeros trabajos de PN en plantas se llevaron a cabo en Dracena
godseffiana, donde se reconocieron en hojas y tallos utilizando radioinmunoensayos
(Maqungo, 2005). Estos péptidos son una clase novedosa de hormonas peptidicas que
se activan por la sefalizaciéon de la via guanosina 3,5-monofosfato ciclico (GMPc) y
afecta sistematicamente al balance de sal y agua en la planta y la respuesta biotréfica
hacia los patégenos de plantas (Turek y Gehring et al., 2016).

Gehring (1999) menciona que el término PNA fue usado originalmente para
designar el extremo C-terminal (aa 99-126), ademads afirma que el PNA estda codificado
por un gen con tres exones y codifica para una prepro-PNA que contiene un péptido
sefial (24-mero) y dos argininas en el C-terminal (no presentes en PNA de humano) que
son escindidas para formar pro-PNA (aa 1-126). La posterior protedlisis da lugar a PNA

(1-98) y PNA (99- 126). El extremo C-terminal (28-mero) forma una estructura circular
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debida a los puentes disulfuro entre cisteinas 7 y 23, y se piensa que es la que tiene la
principal actividad bioldgica. El extremo N-terminal contiene un péptido sefial que lleva
a la molécula al espacio extracelular (Garavaglia et al., 2010).

A partir de técnicas de biologia molecular se ha aislado y secuenciado
parcialmente un PNP en papa, asi también se ha identificado y aislado un transcrito en
A. thaliana (AtPNPA) (Figura 7A) que codifica para un PNP. AtPNP-A se caracteriza por
ser una pequefia proteina de 126 aminodcidos de longitud, codificada por un gen con
un Unico intrén. Del aminodcido 1-24 de dicha proteina, corresponde al péptido seial
(Morse et al., 2004). Los PNPs promueven una serie de respuestas fisioldgicas,
incluyendo movimientos radiales de agua fuera del xilema, hinchamiento de
protoplastos dependientes de osmdlitos, aumentos transitorios en GMPc y flujos de
iones H*, K* y Na* (Gehring e Irving, 2012). Asi también se les ha atribuido que responden
a estrés abidtico (Morcuende et al., 2007) y a la presencia de patégenos en las plantas
(Meier et al., 2008).

A partir de los trabajos reportados se podria creer que este tipo de proteinas
pueden tener cierta influencia en el desarrollo de mecanismos de tolerancia a la sequia
en diferentes especies vegetales principalmente porque interviene en el cierre
estomatico.

Para la identificacion de péptidos natriuréticos en plantas, Ludidi et al., (2002)
afirman que mantienen caracteristicas en sus secuencias de aminoacidos, tales como:
seis residuos de cisteinas que favorecen al plegamiento y a la funcién bioldgica del
péptido, ademds de que después del cuarto residuo conservado de cisteina se presenta
una glicina conservada Los PNPs son moléculas parecidas a las expansinas sélo que de
menor tamafio (12-14 kDa los PNPs y 24 kDa la expansinas); Los PNPs contienen
Unicamente un intréon mientras que las expansinas contienen 2, por lo que los PNPs no
tienen la capacidad de unirse a la pared celular y por lo tanto facilita su movilidad. Los
PNP’s contienen los siguientes motivos conservados: A: K[VI]VD y B: [LM]SxxAFxxI
(Ludidi et al., 2002). Tanto los PNP’s como las expansinas provienen de una molécula
ancestral que tenia la capacidad de actuar como una enzima hidrolitica, esta enzima

perdio el dominio de unidn a carbohidratos para originar a los PNP’s (Figura 7B).
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Molécula ancestral:
Enzima hidrolitica
Utiliza de sustrato la pared celular

% | cn-n]

Perdida de la funcion hidrolitica
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v, .
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—a £l 4
i —— Expansinas: Moléculas parecidas a PNP:
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Moléculas parecidas a PNP:
Ambas moléculas ejercen su funcién en el espacio extracelular y puede contribuir a la
elongacion celular

Figura 7. Esquema del gen del péptido natriurético tipo A en Arabidopsis thaliana. A. La regién
azul comprende la region del aminodacido 33 al 66, la parte amarilla en la parte C terminal la
proteina contiene un dominio para una lipoproteina A (Rlp A), dentro del mismo se encuentra
un dominio EG45 B. Modelo evolutivo de los PNP’s. Modificadas de: (Ludidi et al, 2002).

1.3 Micorrizas

Las micorrizas se definen como relaciones simbidticas entre un hongo y el sistema
de raices de un organismo huésped (Cobb et al., 2016). Se consideran como simbiosis
nutricionales ya que esta asociacién le provee a la planta de fosforo y otros minerales
como zinc y cobre (Zhang et al., 2011). Las hifas micorrizicas asociadas a las raices de las
plantas pueden aumentar el drea de alcance del sistema radicular y aumentar Ia
posibilidad de encontrar un acceso a los recursos que pueden limitar el crecimiento de
la especie vegetal (Cobb et al., 2016). Existe varios tipos de hongos micorrizicos, cada
tipo de hongo micorrizico difiere en cuanto el tipo de hifas que produce, plantas a las

cuales coloniza y la forma en la cual se genera el crecimiento del micelio (Tabla 3).
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Tabla 3. Tipos de hongos micorrizicos Modificado de: Smith et al., 2010.

VA Ectomicorriza Ectoendomicorriza Arbuscular Monotropoide Ericoide Orquideoide
Hongo
Septado + + + + + 0
Aseptado +
Colonicacién
2 + + + + + +
intracelular
Cobertura flngica - o v -
Red Hartig # 2 & £
Vesiculas +-
Acloréticas & ~ +*
ettt hongo Zygo Basidio/Asco Basidio/Asco Basidio Basidio Asco Basidio
(Zygo)
Taxa de la planta Bryo
tetido Gymno Gymno Ericales
Gymno Y 2 b 5 Ericales Monotropaceae Orchidaceae
Angio Angio Angio Bryo

*Todas las orquideas son aclordéticas en las etapas tempranas de semillas. Muchas orquideas son verdes en su etapa adulta.
El taxa flngico se abreviaron de : Zygomycetes, Ascomycetes y Basidiomycetes, el taxa de las plantas son: Bryophyta, Pteridophyta, Gymnospermae y Angiospermae.

*Todas las orquideas son aclordticas en las etapas tempranas de las semillas. Muchas orquideas
son verdes en su etapa adulta.

El taxa fungico se abreviaron de: Zygomycetes, Ascomycetes y Basidiomycetes, el taxa de las
plantas son: Bryophyta, Pteridophyta, Gymnospermae y Angiospermae.

VA: vesiculoarbusculares

Una de las claves mas exitosas para un buen cultivo de sorgo es la aplicacién de
asociaciones mutualistas con microorganismos beneficiosos del suelo como por ejemplo

de los hongos micorricicos arbusculares (AM) (Cobb et al., 2016).

1.3.1 Beneficios que aportan las micorrizas

Estos hongos tienen un papel de suma importancia como fuente de carbono ya
gue genera un aumento en la tasa fotosintética por lo que el hongo esta relacionado
directamente con un aumento en el metabolismo del carbono de la planta (Miller et al.,
2002) y en la estructuracion de los suelos (Zhu y Miller, 2003). Ademas, no sdlo son
fundamentales para mejorar la absorcidon de nutrientes y del agua de las plantas, sino
gue también la benefician dandole una mayor resistencia a enfermedades. Aunado a
esto, favorecen la estructura del suelo y la actividad microbiana benéfica en los

ecosistemas naturales (Gosling et al., 2006).
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Una larga serie de investigaciones han probado que el uso de hongos micorrizicos
ayuda a la planta a conllevar el estrés hidrico (Augé et al., 2001). La inoculacién con AM
mejoré la captacidn de agua en muchas especies de plantas que fueron sometidos a
estrés por sequia, ya que estos hongos son simbiontes que tienen la capacidad de
mejorar el crecimiento de las especies vegetales incluso al estar expuestas a distintos
tipos de estrés principalmente al déficit hidrico.

Los hongos AM al asociarse a las raices de la planta huésped exploran un mayor
volumen de suelo, lo que aumenta la captacion de agua y su transporte en las raices.
Esto ayuda a tener una mejora en los efectos fisioldgicos, celulares y osmaéticos que
desarrolla la planta (Zarik et al., 2016).

Los hongos AM se identifican por poder crecer de dos maneras: intra e intercelular
en la corteza de las raices, asi también porque es capaz de desarrollar dos estructuras:
los arbusculos y las vesiculas (Quilambo, 2003). Barker et al., (1998) define al arbusculo
como hifas que se dividen dicotomicamente, las cuales sufren una invaginacién por la
membrana plasmatica de las células de la corteza de la raiz, las cuales tienen un periodo
de vida corto. Peterson et al., (2004) define las vesiculas como estructuras cuya funciéon
es principalmente la de almacenar nutrientes, las cuales se forman en los extremos de

las hifas de los hongos micorrizicos.

1.3.2 Glomus spp.

Los hongos del Phylum Glomeromycota con la excepcidn de Geosiphon pyriformis
son considerados hongos arbusculares obligados que son capaces de generar
asociaciones mutualistas con plantas vivas (Morton y Benny, 1990).

Las micorrizas del género Glomus spp. consisten en arbusculos, vesiculas (las
cuales no siempre se forman), asi como hifas que crecen intra e intercelular. Los
arbusculos de estos hongos se caracterizan por tener troncos cilindricos o ligeramente
acampanados con ramas las cuales se van estrechando gradualmente hacia las puntas,
asi también sus vesiculas son de paredes delgadas y elipsoides. Las hifas intraradicales
crecen a lo largo de las raices y pueden tomar la forma de Y, conexiones con forma de H

y espirales.
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El género Glomus es el grupo de hongos mads grande y diverso en el phylum
Glomeromycota, Schwarzott et al., (2001) afirman que el 53% de los hongos
arbusculares descritos a la fecha se incluyen dentro de este grupo, el cual inicialmente

se dividia en tres grupos filogenéticos: A, By C.

1.4 Analisis protedmico

Las proteinas son moléculas cruciales de todos los seres vivos ya que tienen
multiples funciones de entre las cuales se encuentran: catdlisis de las reacciones
quimicas celulares, transporte de moléculas, transducciéon de sefales, metabolismo:
produccién y manejo de la energia. La sintesis de todas estas proteinas esta codificada
por los genomas (Mojica et al., 2003). Wilkins et al., (2013) definen a la proteémica como
todas las proteinas que han sido expresadas a partir de un genoma.

La protedmica no consiste Unicamente es el analizar todas las proteinas de un
individuo a gran escala, sino que también incluye el poder identificar y caracterizar las
proteinas, asi como comprender como las proteinas pueden ser modificadas posterior
a su traducciéon. Estas modificaciones son capaces de cambiar la estructura y/o la
funcionalidad de la proteina (Fields, 2001). Algunas modificaciones postraduccionales
gue presentan las proteinas son: la fosforilacidén: esta se define como la unién de un
grupo fosfato a una proteina previamente existente, es una manera en la que la proteina
cambia evolutiva y metabdlicamente modificando su estructura y sus propiedades
(Weise y Lenz, 2018). En este proceso el grupo fosfato es transferido a partir de la una
molécula de ATP en sitios especificos de la proteina a partir de las enzimas kinasas. La
fosforilacion siempre ocurre en los residuos de aminoacidos de serina, treonina y
tirosinas presentes en las proteinas. El proceso es reversible y la fosforilacion esta
relacionado con la gran mayoria de procesos fisiolégicas y patoldgicos como la
transduccion de sefiales celulares (Hu et al., 2006).

Otra modificacion postraduccional es la glicosilacion la cual se refiere al proceso
en el cual oligosacaridos se combinan con residuos de aminoacidos especificos en una
proteina (Hu et al., 2006). Existen dos tipos de glicosilaciones: La N-glicosilacion: el
azucar se une al grupo amino de las asparaginas y la O-glicosilacion: el aztcar se une a

los residuos de serina o treonina (Blom et al., 2004) (Gavel et al., 1990). Este tipo de
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modificacidn esta relacionado con procesos como: reconocimiento molecular, adhesion
y sefializacion celular (Geyer y Geyer, 2006).

La ubiquitacidn es otro tipo en donde las proteinas se unen a una ubiquitina, la
cual es un polipéptido altamente conservado de 76 aminodcidos. La proteina al estar
unida a la ubiquitina favorece a que la proteina sea reconocida y llevada al proteosoma
para su degradacion (Hu et al., 2006).

La lipidacion se define como el proceso en el cual una cadena larga de
hidrocarbonos alifaticos de se une a la proteina para formar conjugados con los atomos
de oxigeno y fdsforo. Este proceso es fundamental para la conduccidon de seiiales,
ademas que favorece a la unidn de los lipidos a las proteinas de la membrana (Hu et al.,
2006).

Otro tipo de modificacion es la metilacién que consiste en afiadir un grupo metilo
a una proteina, las metilasas son las encargadas de realizar esta unién (Hu et al., 2006)

Valdés et al.,, (2017), mencionan que las proteinas también pueden ser
modificadas a partir de oxidaciones generados por especies reactivas de oxigeno (ROS)
tal es el caso del 6xido nitrico y el peroxinitrito. Los ROS generados por las plantas
participan en la sefializacién celular y en su desarrollo.

Para la realizacion de los estudios protedmicos se hace uso de diferentes técnicas
de entre las cuales se destacan: la electroforesis bidimensional en la cual las proteinas
son separadas en base a sus puntos isoeléctricos (pH’s) para posteriormente separarse
en base a sus masas moleculares, esta técnica nos puede indicar de manera
semicuantitativa la presencia y/o ausencia de un patrén de proteinas y dependiendo de
la intensidad de la sefial se puede inferir una cuantificacién, asi como generar una
comparacion del patrén de proteinas presentes para identificar proteinas que
intervienen en la tolerancia a diferentes tipos de estrés (Valdés et al., 2017) (Barkla et
al., 2013). Otra técnica utilizada es la espectrofotometria de masas, en donde se puede
hacer la identificaciéon y caracterizacion de la proteina, ya que nos provee de la
estructura quimica de las moléculas organicas, en este caso de las proteinas (Pomilio et
al., 2011).

La protedmica ha facilitado el entendimiento de procesos vitales en la planta tanto

como su crecimiento, desarrollo, y tolerancia a estrés bidtico y abidtico han llevado a
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conocer como afectan de manera frecuente a la productividad de los cultivos. La
presencia de ambos tipos de estrés es capaz de desencadenar modificaciones en su
proteoma, por lo tanto, desencadena cambios en su estado fisioldgico y metabdlico. La
tolerancia al estrés abidtico es otro de las ramas que se ha estudiado a partir de la
protedmica ya que se realizan comparaciones del patrén de presencia y/o ausencia de
proteinas en bajo diferentes condiciones de estrés, evaluando los cambios que ocurren
en la acumulacién de las proteinas llevando a generar cambios en la fisiologia y
morfologia de la planta (Valdés et al., 2017).

Por ejemplo, en sorgo se tienen reportado estudios protedmicos diferenciales en
respuesta al estrés salino en donde se identificaron 21 proteinas usando electroforesis
bidimensional, destacando proteinas que intervienen en la transduccién de seiales y el
transporte de iones inorgdnicos y donde también se observd la sobreexpresion de
enzimas involucradas en el metabolismo del estrés oxidativo como: glutation-
transferasa y la |-ascorbato peroxidasa, asi también se identificaron proteinas de union
al ARN, entre otras (Swami et al., 2011).

Otro estudio reportado por Yan et al., (2005) afirma la identificaciéon de proteinas
en respuesta al estrés salino en plantas de arroz, entre las proteinas identificadas se
encuentra UDP-glucosa pirofosforilasa, una subunidad 6b-1 de un citocromo c oxidasa,
proteina del complejo asociado al polipéptido naciente subunidad alfa (aNAC), entre
otras.

Hippophae rhamnoides L. es una planta capaz de crecer bajo condiciones
ambientales extremas por lo que realizaron un estudio protedmico ante la presencia de
estrés hidrico. En este estudio se encontré que existen cambios en la abundancia de 55
proteinas, de las cuales encontraron 3 proteinas que desaparecian: una proteina de
choque térmico, asi como tres proteinas que aumentaban su presencia como las tres
subunidades largas de la Rubisco y proteinas que Unicamente se presentaban ante
estrés hidrico como es el caso de una 4-hidroxifenil piruvato deshidrogenasa (Xu et al.,
2009).

El andlisis protedmico previo a este estudio realizado por el Dr. Victor Ogalde y la

Dra. Silvia Valdés en el CINVESTAV Unidad Irapuato se resume en la Figura 8.
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Figura 8. Resumen del anadlisis protedmico realizado en Sorghum bicolor (L) Moench en
presencia y ausencia de micorrizas (Olalde y Valdés, en prensa). El anadlisis proteémico
Unicamente se realizé con la asociacidn al consorcio selva en presencia y ausencia de estrés

hidrico.

1.5 Analisis de expresion genética

Alo largo del tiempo las regiones con actividad agricola han estado mas expuestas
a condiciones ambientales extremas como de frio y sequia, sin embargo, la demanda de
alimentos no ha dejado de incrementarse por lo que es necesario el desarrollo de
cultivos tolerantes, los cuales generen mejores rendimientos y puedan satisfacer la
demanda de la poblacién mundial.

Es necesario comprender los mecanismos que se involucran en la respuesta de las
plantas a condiciones adversas ambientales, éste seria el primer paso en la generacidn
de cultivos tolerantes a diferentes tipos de estrés. La busqueda se puede dar a nivel
génico (gendmica), a nivel proteina (protedmica), a nivel de metabolitos
(metabolémica), a nivel individual (fisiologia, sistema bioldgico) o a nivel comunidad
(ecologia). Por lo que en los ultimos 20 afios se ha desarrollado ampliamente el drea de
las ciencias gendmicas, para tener un mayor entendimiento de varias areas como la
expresion génica, la organizacion y la relacién de los genes que conllevan a la tolerancia
al estrés. Existe un drea de estudio que se denomina gendmica funcional, la cual se
encarga del estudio de la funcién de los genes en un organismo y se centra en procesos
como la transcripcidn, traduccion, interaccién génica, asi como estos intervienen en la

generacion de diferentes fenotipos (Pérez-Torres et al., 2009).
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El andlisis de los genomas para la identificacién de estos genes de importancia se
ha limitado a ciertas plantas que poseen caracteristicas, tales como: 1) genoma de
tamafio pequefio, 2) tiempo de generacidén/crecimiento corto, 3) tamafio pequefio para
que sea capaz de desarrollarse en un espacio pequefio, 4) que tenga la capacidad de ser
utilizada para ser manipulada genéticamente (Tabata, 2002). Una de las areas mas
prometedoras en la actualidad se le denomina gendmica comparativa en donde se
realiza la comparaciéon entre genomas y transcriptomas de diferentes organismos (Gale
y Devos, 1998). El hecho de poder identificar variaciones en los genomas o en los
transcriptomas en las diferentes plantas modelo de estudio relacionados con rasgos
agronomicos es de gran importancia para la biotecnologia de cultivos (van de Mortel y
Aarts, 2006).

Green et al., (2001) afirman que un paso fundamental para cualquier estudio de
gendmica funcional es el andlisis de la expresion génica, es decir tener la posibilidad de
analizar la expresién desde pocos hasta miles de genes de manera simultdnea, pudiendo
tener una imagen mas completa de los cambios que ocurren a nivel transcriptoma.

Las tecnologias que sirven para el analisis de la expresidn génica se dividen en dos
categorias: los sistemas cerrados y los abiertos. Los sistemas cerrados se caracterizan
por evaluar un numero finito de genes, por lo que el estudio de los genes esta limitado
al conocimiento del genoma que se estudia. Los sistemas cerrados se han usado
ampliamente en el andlisis de expresidon génica en plantas (Ma et al., 2005; Rensink et
al., 2005). Los sistemas abiertos no requieren del conocimiento previo del genoma o
transcriptoma de un organismo, estas se han utilizado de manera exitosa para
cuantificar la transcripcién y poder generar datos de expresion en diferentes tejidos o
etapas del desarrollo de una planta (Fizames et al., 2004).

Las técnicas mas usadas tanto de sistemas abiertos, asi como los cerrados se

resumen en la Tabla 4.
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Tabla 4. Técnicas mds usadas para el andlisis de expresidon génica en plantas Modificado de:

Pérez-Torres et al., 2009.

ADNCc-AFLP (Polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados en ADNCc): es una
técnica reproducible, sensible y funcional para la deteccion de la expresidn génica diferencial
(Bachem et al., 1998), consiste en 4 pasos:

1) Sintesis de ADNc utilizando los oligonucleétidos poli-Dt

2) Se realizan dos digestiones a partir de enzimas de restriccion

3) Se realiza una ligacién de los adaptadores

4) Proceso de preamplificacién usando oligonucledtidos que se unen a los adaptadores

5) Amplificacién selectiva en los cuales los oligonucledtidos estdan etiquetados
radioactivamente y permite visualizar los productos de la amplificacion a partir de una
electroforesis (Weiberg et al., 2009).

SAGE (Analisis de la expresion génica en serie): método que es ampliamente utilizado para la
caracterizacion de transcriptomas, en esta técnica se basa en tomar pequefias secuencias de
ADNCc (10-27 pb) que se obtienen de fragmentos especificos para la identificacion unica de los
transcritos. Los fragmentos pueden ser concatemerizados para formar un fragmento de ADN
de mayor longitud, estos fragmentos pueden ser clonados y secuenciados para incrementar la

solidige sewalsis

eficiencia de la secuencia obtenida para realizar el andlisis transcriptémico. El nivel de
expresion de cada uno de los transcritos es cuantificado, determinando el nimero de veces
que se presenta determinado fragmento (Hu et al.,2006).

MPSS (Secuenciacion paralela masiva de la firma):es una técnica que es capaz el nivel de
expresion de genes en una muestra a partir del conteo del nimero de moléculas de ARNm
producidos por cada gen. Se generan secuencias de aproximadamente 17 pares de bases de
cada ARNm rio arriba de la cola poli A. Esta secuencias posteriormente se utilizan como
marcadores para identificar cada ARNm y para el conteo de la expresidon se determina el

numero total de los marcadores de cada ARNm (Reinartz et al., 2002).

Microarreglos: técnica que consiste en que diferentes fragmentos de ADNc de diferentes
genes de un tejido problema y uno control se unen a una matriz o un soporte solido tal como
podria ser vidrio, plastico, silicona, etc. Estos se ponen en contacto con acido nucleico diana
(para expresion ADNc) el cual es marcado con una sustancia fluorescente o radioactiva y se
procede a la hibridacién para que cada ADN se una a su ADN complementario inmovilizado en
la matriz. A mayor hibridaciéon, mayor expresion y por lo tanto mayor es la fluorescencia
emitida (Vallin, 2007).

SOpelIad sewadlsiS
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PCR en tiempo real (RT-qPCR): Es una variante de una PCR convencional en donde se puede

detectar y cuantificar la expresion de un numero limitado de genes, la cuantificacion de la

expresion se realiza a partir de la medicion de la fluorescencia. Diferentes moléculas

fluorescentes se han utilizado para detectar y cuantificar la amplificacion del ADN, sin

embargo, la mas utilizada es el SYBR Green, la cual es altamente sensible. Esta molécula

fluorescente es capaz de unirse a la doble cadena del ADN y emitir luz al ser excitado, por lo

tanto, la fluorescencia es proporcional a la amplificacidn de moléculas de ADN especificas

(Pabla et al., 2008).

De manera resumida la técnica consiste en 3 pasos (Figura 9):

1)Transcripcion reversa: conversion del ARN al ADNc (ADN de doble cadena)

2) La amplificacidn de un fragmento del ADNc haciendo uso de oligonucleétidos especificos.

3) Deteccidn y cuantificacion de los productos de amplificacion en tiempo real (Nolan et al.,

2006).
i N * Oligo(dT)s
mANA i * Random Primers
RT * Sequence-specific
Primers
g onarol @ 2 /\)
& < Buffer + = %
= dNTPs J
Sequence-specific N /\ ;
Primers ~
cDNA B

RT-qPCR

_ One-Step.

Two-Step

qPCR

Sequence-specific
Primers

Figura 9. Procedimiento para realizar una PCR en tiempo real (QPCR). La PCR en un solo paso

consiste en realizar la transcripcidn reversa y la PCR en una sola reaccién y la PCR en dos pasos

consiste en realizarlos por separado, se utilizan oligonucledtidos especificos para Unicamente

amplificar una region de interés: Tomado de Thermoscientific (Bustin, 2004).
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Justificacion

El sorgo (Sorghum bicolor (L) Moench) es el quinto cereal de mayor consumo en
el mundo y es un alimento basico para millones de personas que viven en
aproximadamente 30 paises en las regiones subtropicales y semiaridas de Africa y Asia.

El sorgo se destaca por poseer tolerancia a diferentes tipos de estrés abidtico
como: calor, sequia, salinidad y escasez de nutrientes. Aunado a esto, es capaz de
asociarse a hongos micorrizicos, lo cual le confiere beneficios adicionales ya que esta
relacién simbidtica le permite tener una mayor absorcién de agua y nutrientes.

También se sabe que las plantas son capaces de responder al estrés a nivel
fisiolégico, celular y molecular. En particular, el mecanismo molecular se basa en la
modificacidon de la expresion génica y por consecuencia a nivel proteico. En estudios
protedmicos de sorgo bajo estrés hidrico y asociaciones micorrizicas se observaron
cambios significativos en la expresion de la proteina D1; que forma parte del fotosistema
[l (PSIl) y esta involucrada en el proceso de fotosintesis y también de la subunidad alfa
del complejo del polipéptido naciente (aNAC); que forma parte del heterodimero
proteico encargado de la localizacién, plegamiento y sintesis proteica (Olalde y Valdés,
en prensa). Por otro lado, se ha visto que otras proteinas intervienen en la apertura y
cierre estomatico cuando las plantas estan bajo estrés hidrico, este es el caso de los
péptidos natriuréticos de plantas (PNP’s).

Sin embargo, en la mayoria de los casos los niveles de proteinas expresadas al
compararse con los transcritos no tienen ninguna correlacion, esto puede ser a que
existen mecanismos regulatorios postranscripcionales y/o postraduccionales.

Por lo tanto, es importante conocer el comportamiento de estos genes, ya que en
un futuro seran importantes para conocer mas las rutas involucrados en la tolerancia
ante este tipo de estrés y por lo tanto poder utilizarlos en la generacion de variedades
resistentes a partir de técnicas de ingenieria genética, asi también poder conocer que

hongo micorrizico le brinda mayores beneficios al sorgo ante el déficit hidrico.
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Hipotesis

La expresién de genes que codifican para aNAC, la proteina D1 del PSIl y un
probable péptido natriurético de plantas (PNP) se alteran en respuesta al estrés por
déficit hidrico en plantas de sorgo Sorghum bicolor (L) Moench asociadas a hongos

micorrizicos.

Objetivos

5.1 Objetivo general

Identificar y analizar la expresién de los genes que codifican para las proteinas D1,
PNP y aNAC involucrados en la respuesta al estrés hidrico en plantas de Sorghum bicolor

(L) Moench en presencia y ausencia de hongos micorrizicos.

5.2 Objetivos especificos

1. Disefar oligonucledtidos especificos para las proteinas aNAC, D1 del PSIl'y PNP’s.

2. Amplificar por PCR fragmentos de los genes que codifican para las proteinas de
interés.

3. Secuenciar los fragmentos amplificados y analizarlos bioinformaticamente.

4. Verificar y cuantificar la expresion de transcritos de estas proteinas en plantas

de sorgo en presencia y ausencia de hongos micorrizicos ante déficit hidrico.
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Estrategia experimental (Diagrama)

6.1 Amplificacion de los genes que codifican para las proteinas de interés

proteinas de interés

1) Amplificacion de los genes que codifican para las

Disefio de oligonucledtidos especificos para

Material Vegetal

amplificar los genes que codifican para las

proteinas de interés

Extraccion de ADN

Amplificacidn de los genes

por PCR en Sorghum bicolor (L)

Secuenciacion de los

fragmentos y analisis

Figura 10. Esquema general de amplificacion de fragmentos de los genes que codifican para las

proteinas de interés.
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6.2 Analisis de expresion de genes en respuesta ante estrés hidrico en presencia

y ausencia de hongos micorrizicos

2) Analisis de expresion de genes en respuesta ante estrés hidrico en

presencia y ausencia de hongos micorrizicos

Tratamientos *

Cada uno de estos experimentos se realizo para los siguientes 6 tratamientos:

1)Control

2)Estrés hidrico

3)Glomus clarum

4)Glomus clarum con estrés hidrico

5)Consorcio selva **

6)Consorcio selva con estrés hidrico

* Cada tratamiento se realizo6 con tres diferentes plantas de Sorghum bicolor, cada planta
se evalud individual y por triplicado.

** Consorio selva: Glomus constrictum, Glomus geosporum, Glomus fasciculatum,
Glomus constrictum, Glomus tortuosum.

Extraccion de ARN

Sintesis de ADNc

) ] PCR
Analisis de expresion Ll

cuantitativo

Figura 11. Esquema general del andlisis de expresion de genes en respuesta ante estrés hidrico

en presencia y ausencia de hongos micorrizicos.

-43 -



Metodologia

7.1 Diseino de oligonucledtidos especificos para la amplificacidon de los genes

que codifican para las proteinas de interés

En el caso del gen PSBA se obtuvo la secuencia hipotética con el No. De acceso:
03g042550 y para aNAC con el No. De acceso: 01g035320, estas secuencias se
obtuvieron del genoma/proteoma del sorgo (Phytozome:

https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html). Para verificar la identidad de las

proteinas hipotéticas se realizd una busqueda de proteinas homadlogas con el programa
BLASTP (Basic Local Alimenta Search Tool) del Centro Nacional de Informacion

Biotecnoldgica (NCBI; https://www.ncbi.nlm.nih.gov). Para el disefio de los

oligonucleétidos para ambos genes se utilizé como molde la secuencia del ARNm, ambas
disponibles en NCBI (National Center for Biotechnology Information) con el nimero de
acceso XM_002456731.2 y XM_002467813.1 respectivamente. El disefio se realizé en
el programa DNAStar con el subprograma Primer Select 5.0 de DNASTAR, Inc. (DNASTAR
Inc., Madison, WI, USA). Para delimitar la regién amplificada se realizé una busqueda
de dominios utilizando las plataformas bioinformaticas PROSITE (Data base of protein
domains, families and functional sites) del servidor EXPASy del Instituto Suizo de

Bioinformatica (http://prosite.expasy.org/prosite.html), PFAM (Protein Data Base) del

servidor EBI (http://pfam.xfam.org) y BLAST (Basic Local Aligment Search Tool) del

Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica (NCBI; https://www.ncbi.nlm.nih.gov),

esto con la finalidad de disenar oligonucledtidos de regiones mas alla de los dominios y
aumentar la especificidad de estos al ser genes pertenecientes a familias multigénicas.
Se tomé como consideraciones que los oligonucledtidos disefiados fueron de un tamafio
de entre 19-22 nucleétidos, una diferencia de temperaturas de alineamiento menor a
4° Cy un porcentaje de guanina y citosina mayor al 40%. El tamafio de los fragmentos
amplificados y la posicion de los oligonucledtidos disefiados para aNAC y PSBA se
muestran en las Figuras 12 y 13. Los oligonucleétidos disefiados se muestran en el

apartado 8.2 de Resultados.

_44 -


https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html)
http://prosite.expasy.org/prosite.html)
http://pfam.xfam.org)/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov)/

Localizacion:

1 200 594 676 1331 1490 1579 2127
cromosoma 1
A V. \4 v v v v v v
ADN
No. De acceso Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4
NC_012870.2 >
2127pb
1 964
v v
mRNA B. 2
No. De acceso 2 A 2%én 2 x6n 3 %O
XM, 002467813.2 I Exon 1 | Exon 2 J Exon : [ Exon 4 I
964 pb L <
108 150 676 1642
C. v v
Producto de PCR ADN J—' '—' J
e + ADN =568 pb

+ ARN = 179 pb
108 150

®  ADN-1492pb
P mRNA D.
Q + ARN = 535 pb [
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sus 3 intrones y 4 exones. B) Se muestra el transcrito con sus 4 exones. C) Localizacién de los
oligonucledtidos en el ADN gendmico. D) Localizacion de los oligonucledtidos en el ARNm. Las
estrellas de color verde representan los oligonucledtidos para RT-gPCR, mientras que las rojas

son los de punto final.
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Figura 13. Esquema del gen, del transcrito y del producto de PCR que codifica para la proteina
de asociada a la membrana de 30 kDa, tipo cloroplastica (PSBA) en sorgo. A) Se muestran el gen
con sus 10 intrones y 11 exones. B) Se muestra el transcrito con sus 11 exones. C) Localizacion
de los oligonucleétidos en el ADN gendmico. D) Localizacion de los oligonucleétidos en el ARNm.
Las estrellas en color naranja representan la localizacidn de los oligonucleétidos disefiados para

la amplificacién por RT-gPCR y punto final.
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7.2 Material vegetal

Se trabajé con hojas de Sorghum bicolor (L) Moench de seis diferentes
tratamientos. El material vegetal fue proporcionado por la Dra. Silvia Edith Valdés
Rodriguez del Laboratorio de Bioquimica y Biologia Molecular de Proteinas del

CINVESTAV Unidad Irapuato. Los tratamientos se describen a continuacion:

Sorgo sin estrés hidrico y sin micorrizas (Con)

Sorgo con estrés hidrico (Est)

Sorgo asociado al hongo micorrizico Glomus clarum (Gc)

Sorgo asociado al hongo micorrizico Gomes clarum con estrés hidrico (Gc+Est)

Sorgo asociado al consorcio selva* (Cs)

SR P

Sorgo asociado al consorcio selva con estrés hidrico (Cs+Est)

*El consorcio selva estd conformado por hongos micorrizicos del género
Glomus: Glomus constrictum, Glomus georsporum, Glomus fasciculatum y Glomus

tortuosum.

Las 10 plantas de sorgo fueron cultivadas en invernadero durante 45 dias y fueron
expuestas a estrés hidrico por 7 dias, mediante una disminucién gradual del agua de
riego como se muestra en la Tabla 5. Las plantas se recolectaron 24 hrs después de haber
estado en ausencia de agua y fueron disectadas y almacenadas a -70 °C. Cada
tratamiento se trabajo con 3 réplicas bioldgicas (3 plantas de cada uno de los
tratamientos) de hojas de sorgo. El fenotipo observado en cada uno de los tratamientos

se muestra en la Figura 14.
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Tabla 5. Modelo de simulacién del estrés hidrico en Sorghum bicolor (L) Moench (Olalde y

Valdés, en prensa).

Dia mL de agua por maceta Capacidad de campo (%)

1 100 66.0

2 80 53.3

3 60 40.0

4 40 26.6

5 20 133

6 0 0

7 Fin del estrés hidrico

Figura 14. Fenotipo de plantas de sorgo expuestas ante la presencia y ausencia de hongos
micorrizicos y déficit hidrico: A) Control sin asociaciones con hongos micorrizicos B) Control con
asociaciones con hongos micorrizicos C) Planta de sorgo sometida a estrés hidrico sin
asociaciones con hongos micorrizicos (consorcio selva) D) Planta de sorgo sometida a estrés

hidrico con asociaciones con hongos micorrizicos (consorcio selva) (Olalde y Valdés, en prensa).

7.3 Extraccion de ADN genémico

La extraccién de ADN de Sorghum bicolor (L) Moench se realiz6 mediante el
protocolo descrito por Lodhi et al., (1994). Se utilizé de 1-5 mg de hojas de sorgo, se les
afiadio 0.5 gr de pirrovinilpirrolidona (PVPP) y se almacenaron a -70 °C por toda la noche
o se pulverizaron con nitrégeno liquido. 50 mg de tejido pulverizado se colocd en un
microtubo de 1.5 mL, y se anadié 800 pL de Buffer de lisis (Anexo 1) + 0.3 pL de B-
mercaptoetanol, se mezcld perfectamente por inversién y se incubd a 65 °C durante 15

min. Los tubos se colocaron en hielo durante 5 min y se afiadid 500 uL de fenol-
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cloroformo (1:1), se mezclaron hasta emulsificar. Los tubos se centrifugaron a 12000
rom durante 5 min para recuperar la fase acuosa en un tubo limpio. A cada uno de los
tubos se le afladié 1 pL de RNAasa, posteriormente se mezclaron por inversion y se
incubaron a 37 °C por 20 min. Se afiadid 500 pL de fenol-cloroformo (1:1), se
emulsificaron y se recuperd la fase acuosa. Se afiadié 500 pL de cloroformo-alcohol
isoamilico, se emulsificd y se centrifugd a 12000 rpm por 5 min. Se recuperé la fase
acuosa y se afnadio un volumen igual de isopropanol, se mezcld por 1 min y se incubd a
-20 °C por 10 min. Posteriormente se centrifugaron a 12000 rpm durante 5 min y se
elimind el sobrenadante, a la pastilla se le afiadieron 200 uL de etanol al 70% y se
mezclaron por inversion. Se centrifugaron a 12000 rpm por 5 min, se elimind el
sobrenadante, se secaron las pastillas y se resuspendieron en 40 uL de agua destilada
estéril. El ADN se analizé mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1% tefiido con
bromuro de etidio y visualizado bajo luz Ultravioleta (UV) en el fotodocumentador DyNA
Ligth Dual Intensity UV de Labnet. Se cuantifico y se midié su pureza por
espectrofotometria en el rango de luz UV en un nanodrop Colibri Microvolume

Spectrometer.

7.4 Identificacion de los genes por PCR en Sorghum bicolor (L) Moench

La amplificacion se llevd a cabo mediante la técnica de PCR (Reaccion en Cadena
de la Polimerasa). Para el caso de PSBA y aNAC se utilizé el kit comercial Go Taq Flexi
DNA Polymerase (Promega) y para PNP el kit Hot Start de Agilent.

Las condiciones de amplificacion para cada gen se muestran a continuacioén:

La reaccion para el kit Go Taq se lleva a cabo en un termociclador Science Cycler I
de Select cycler Bioproducts. EI ADN molde (100-200 ng) se mezcld con los
correspondientes oligonucledtidos (0.5 uL del foward y 0.5 pL del reverse) (10uM), 2.5
ulL de buffer 5x, 1.25 uL de MgCl; (1.5 mM), 0.062 pL de la enzima Taq polimerasa (5u/
pL), 1 uL de la mezcla de DNTP’s (10 mM) y 6.17 plL de agua libre de nucleasas para llevar
a un volumen final de 12.5 L.

La reaccidn para el kit de Hot Start se llevd acabo en un termociclador Peltier. La
reaccion consistio en 10 pL de Hot Start PCR Master mix 2X (2.5 mM de MgCl,y 250 uM
de cada DNTP’s), 1 uL de oligonucledtido foward y reverse (10 uM), 1 uL de ADN
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templado (100-200 ng) y 7 uL de agua libre de nucleasas para llevar a un volumen final
de 20 uL. Los oligonucledétidos de PNP diseifiados por Morales-Dominguez (en prensa) se

muestran en la Tabla 6.

Tabla 5. Oligonucledtidos utilizados para amplificar un probable PNP en sorgo (Morales-

Dominguez, en prensa).

Proteina Nucleétidos No. Secuencia
19 85 F 5- GTCGGAGGTACAGGGTTCG-3’
22 84 R 5 -CATATCCTGCAGAAGAAAAGAA-3’
Péptido 25 60 F 5'-CCATAACAAGCAGATGGAGTATAAGG-3’
natriurético en
26 61 R 5°-CCAGCATCAGGATTAGCAATTAGASN-3’
plantas (PNP)
21 108 F 5'-CAACGTGAGACGCTGGTAGTC-3’
2l 109 R 5’-CGAATACCCACTTCGATCCGT-3’

El programa consistié en una desnaturalizacion previa a 94°C durante 5 min, cada
uno de los 30 ciclos de la reaccidn de PCR consistié en: 1 min para la desnaturalizacion
a 94 °C, 1 min para la hibridacion de los oligonucledtidos con el ADN a 50 °C en el caso
de PNP’sy PSBA y para el caso de aNAC a 58 °Cy 1 min para la elongacién de las cadenas
a 72 °C. Al concluir todos los ciclos, las muestras se sometieron a 72 °C durante 7 min.
Los fragmentos amplificados se verificaron mediante electroforesis en gel de agarosa al
1% tefiido con bromuro de etidio y visualizadas con luz Ultravioleta (UV). La purificacién
de los fragmentos amplificados por PCR a partir del gel de agarosa se realizd con el kit
Wizard SV Gel (PROMEGA) siguiendo los protocolos especificados por el fabricante
(Anexo 3).

7.4.1 Ligacidon del fragmento amplificado de PNP en un vector de clonacion

El fragmento amplificado SbPNP se ligd al vector de clonacién, la reaccién de
ligacidn se realizd con la enzima T4 ADN Ligasa (PROMEGA). El volumen final fue de 10
uLy se siguid las condiciones de reaccidn sugeridas por el fabricante. El tubo de reaccion

se incubd a 4 °C por 16-18 hrs.
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Figura 15. Mapa del pGEM®-T Easy (PROMEGA). Este vector contiene sitios promotores de la
ARN polimerasa (T7 Y SP6), el sitio de insercién del fragmento, sitios de restriccién multiple, el
gen de resistencia a ampicilina (Amp), el sitio inicial para la replicacidn del ADN (ori) y el gen que

codifica para la B-galactosidasa (lacZ).

7.4.2 Transformacion genética de E. coli DH5a

Se prepararon células competentes a partir de la bacteria E. coli DH5q, las cuales
se cultivaron en medio LB (Anexo 5) sélido a 37 °C durante 16-20 hrs. Se tomd una
colonia aislada y se sembrd en 3 mL de LB, se incubd con agitacién a 37 °C de 16-20 hrs.
Se inoculd 1 mL de las células cultivadas un dia anterior en 10 mL de LB a 37 °C por 3 hrs
aproximadamente, el cultivo se repartié en 10 microtubos de 1.5 mLy se dejé enfriar en
hielo por 10 min, se centrifugd a 12,000 rpm durante 15 s, se eliminé el sobrenadante
en solucidn con cloro y se resuspendié la pastilla muy suavemente con 1 mL de CaCl;
(0.1 M) estéril y frio, se incubd en hielo por 10 min, se centrifugd a 12,000 rpm durante
15s. Se elimind el sobrenadante y se secd la pastilla, después se resuspendid la pastilla
muy suavemente con 30 pL de CaCl; (0.1 M con DMSO al 7%) y se almacend a -70 °C. La
transformacién se llevé a cabo por el método de “choque térmico” (Sambrook et al.,
1989). El choque térmico consistido en afiadir 1 pL del plasmido a 30 uL de células
competentes, en este caso seria a tres tubos: A) Ligacién pGEM®-T Easy -SbPNP, B)
Vector pGEM®-T Easy y C) sin plasmido, posteriormente se mezcld suavemente y se

incubd en hielo durante 20 min. Después se calentd a 42 °C por 90 s para rapidamente
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transferir a hielo e incubar durante 2 min. Se anadié 200 uL de medio LBy se incubd a
37 °C durante 45 min con agitacion y se esparcié en medio sélido de LB suplementado
con ampicilina (50 mg/mL). Después de aproximadamente 18-24 hrs de incubacién a 37
°C, se aislaron las colonias obtenidas y se realizd su crecimiento. Cada colonia fue
recuperada utilizando un palillo estéril, la cual fue inoculada en medio LB sdlido con
ampicilina (50 mg/mL) y posteriormente el palillo se deposité en un tubo que contenia
6 mL de medio LB liquido con la misma proporcion de ampicilina, se incubd a 37 °C con
agitacion constante 200 rpm durante toda la noche. Las colonias transformantes fueron

analizadas mediante digestién enzimatica del ADN plasmidico.

7.4.3 Extraccion del ADN plasmidico (Miniprep)

La purificaciéon del ADN plasmidico se realizé a partir del método de lisis alcalina
(Anexo 6) (Birnboim y Doly, 1979), con algunas modificaciones que se describen a
continuacion. Se tomo dos veces una alicuota de 1.5 mL de cultivo bacteriano crecido
en agitacion y se centrifugd a 12,000 rpm por 2 min. La pastilla obtenida se resuspendié
en 100 plL de Birnboim | (Anexo 6A) y se incubd en hielo por 5 min. Posteriormente se
agregd 200 plL de Birnboim Il (Anexo 6B) para incubarse durante 5 min a temperatura
ambiente. Seguido se neutralizé con 150 pL de Birnboim Il (Anexo 6C) y se incubd en
hielo durante 5 min. Se realiz6 una centrifugacion a 12,000 rpm por 5 min.
Posteriormente se realizaron dos extracciones, una con 200 pL de fenol-cloroformo 1:1
y otra con 200 pL de cloroformo-alcohol isoamilico 24:1. El ADN plasmidico presente en
la fase acuosa se precipité agregando 1 volumen de isopropanol y se dejé incubando a -
20 °C durante 1 hora. Se centrifugd por 5 min a 12,000 rpm. La pastilla obtenida se lavd
con 200 plL de etanol al 70% y por ultimo se resuspendié en 40 pL de agua destilada

estéril.

7.4.4 Digestion del plasmido pGEM®-T Easy con la enzima de restriccion Eco RI
Para la comprobacién de la ligacién del inserto de SbPNP en el vector de clonacidn
se realizé una digestion a los plasmidos extraidos con la enzima Eco RI (Invitrogen) bajo
las siguientes condiciones: para cada reaccién se colocaron 4.4 pL de H,0, 1 uL de Buffer,
4 uL de ADN, 0.3 uL de la enzima Eco Rl y 0.3 pL de RNAsa ajustando un volumen total

de 10 pL. La mezcla se incubd por 2 hrs a 37 °C y posteriormente se verificd por
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electroforesis en gel de agarosa de 1.2% tefiido con bromuro de etidio y visualizado bajo
luz ultravioleta (UV). La presencia de una banda del tamafio de los fragmentos

amplificados nos indicé la presencia de nuestro inserto ligado al plasmido.

7.4.5 Secuenciacion

Los productos de PCR y de clonacién de los genes SbPNP, SbPSBA y SbaNAC fueron
enviados al Laboratorio Nacional de Biotecnologia Agricola, Médica y Ambiental
(LANBAMA) del Instituto Potosino de Investigacién Cientifica y Tecnoldgica (IPICYT) y/o
a la empresa Macrogen Inc (Maryland, EUA) donde fueron secuenciados de manera

bidireccional. Las secuencias fueron limpiadas en el programa 4Peaks.

7.5 Analisis bioinformatico
Se realizé una busqueda de proteinas homdlogas con el programa BLAST (Basic
Local Aligment Search Tool) del Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica (NCBI;

https://www.ncbi.nlm.nih.gov) a partir de la herramienta Protein Blast (Blastp), asi

también se utilizé la herramienta BLAST de Phytozome

(https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html). El alineamiento multiple de las

secuencias tanto en aminodcidos como en nucledtidos se realizé en el programa Clustal
OMEGA y MUSCLE con el método Clustal W (European Bioinformatics Institute;

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). La traduccién de nucledtidos a

aminodcidos se realizé con Expasy translate del Instituto Suizo de Bioinformatica

(https://web.expasy.org/translate/) y con Analyze sequence de la plataforma Addgene

(https://www.addgene.org/analyze-sequence/). La determinacién del marco de lectura

abierta se realizé con ORF del Centro Nacional de Informacién Biotecnolégica (NCBI;

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/). Se realizé una busqueda de dominios

funcionales con las herramientas PROSITE (Database of protein domains, families and
functional sites) del servidor EXPASy del Instituto Suizo de Bioinformatica

(http://prosite.expasy.org/prosite.html), PFAM (Protein Data Base) del servidor EBI

(http://pfam.xfam.org) y BLAST (Basic Local Aligment Search Tool) del Centro Nacional

de Informacién Biotecnoldgica (NCBI; https://www.ncbi.nlm.nih.gov). La prediccién de

las estructuras tridimensionales y de la estructura terciaria de las proteinas se realizé

con el software Scratch protein predictor (http://scratch.proteomics.ics.uci.edu/), la
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predicciéon de la estructura secundaria se realizd con el programa Psipred del UCL

Department of Computer Science (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) y el modelado

grafico de la estructura 3D se realiz6 en Chimera 3D 4.3. La busqueda del péptido sefial
se realizé a partir de SignalP 4.1 Server del Center of Biological Sequence Analysis (CBS;

http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). Se realizé una busqueda de modificaciones

postraduccionales con el IPTMnet del Protein Information Resource (PIR;

https://research.bioinformatics.udel.edu/iptmnet/). La bdsqueda de las modificaciones

por fosforilacion se realizd en Plant Protein Phosphorylation DataBase (P3DB;

http://www.p3db.org/index.php).

7.6 Extraccion de ARN
La extraccion de ARN de hojas se realizé con el kit PureZol (Biorad) siguiendo los
protocolos especificados por el fabricante (Anexo 7). EIl ARN se cuantific6 en un

Nanodrop 2000 Spectrophotometer de Thermoscientific.

7.7 Sintesis del ADNc
La sintesis de ADNCc se realizé con el kit Scientific First Strand Synthesis (Thermo
scientific) siguiendo los protocolos especificados por el fabricante (Anexo 8). El ADNc se

cuantificé en un Nanodrop 2000 Spectrophotometer de Thermoscientific.

7.8 PCR en tiempo real (RT-qPCR)

El analisis de expresion se realizd en el Centro de Investigaciones Bioldgicas del
Noroeste (CIBNOR) en La Paz, Baja California Sur en el laboratorio de Ecologia
Microbiana Molecular con el Dr. Abraham Loera Muro. La RT-qPCR se realizé para los
diferentes tratamientos de plantas de sorgo asociadas y no asociadas a hongos
micorrizicos, bajo condiciones de estrés hidrico. Se utilizaron los oligonucledtidos
especificos que se muestran en el apartado de resultados. Las caracteristicas especiales
de estos oligonucledtidos son: que el amplicon preferentemente deberdn de tener mas
de un exdn, los productos de la amplificacién deben de ser pequefos de entre 50-200
pb, asi también al igual que en la PCR en punto final el contenido de guanina y citosina
de los oligonucledtidos debe de ser mayor al 40%, la diferencia de las temperaturas de

alineamiento no deben de ser mayores a 4 °C, evitar repeticiones de las bases y la
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complementariedad de los oligonucledtidos para prevenir la formacién de dimeros

entre ellos y/o formacion de estructuras denominadas bucles.

Como referencia se utilizé el gen de RB-actina. Tanto en el gen referencia como en
los genes de interés se utilizd una temperatura de alineamiento de 60 °C. El ADNc se
ajusté a 100 ng/uL con el Nanodrop 2000 Spectrophotometer de Thermoscientific. La
amplificaciéon de los transcritos se llevd acabo con la siguiente mezcla de reaccion:
Thermo Scientific Maxima SYBR Green gPCR 12.5 uL de Maxima SYBR Green Buffer el
cual contiene la enzima Maxima Hot Start Tag DNA polimerasa (5 U/ uL), 1 uL del
oligonucleétido foward (100 uM), 1 pL del oligonucledtido reverse (100 uM), 1 uL de
ADNc (100 ng) y 9.5 pL de agua para llevar a un volumen final de 25 pL.

Las condiciones de amplificacion fueron: 95 °C por 10 min, 40 ciclos de 95 °C por
15 s, 60 °C por 60 s y una extensién de 60 s. La gPCR se realizdé en un equipo Bio-Rad
C100 Touch Termal Cycler. La expresion relativa normalizada se calculé por el método
2788 L os resultados numéricos de la expresién normalizada se presentan en los Anexos

10y 11.

Tabla 6. Oligonucledtidos utilizados para amplificar R-actina como gen de referencia para la RT-

gPCR (Morales-Dominguez, en prensa).

Gen de referencia Nucleétidos Secuencia
20 F 5 - AACTGGGATGACATGGAGAA-3"
R-actina (Act)
24 R 5°-ATCACACTTCATGATGGAGTTGTA-3"

7.9 Analisis estadistico

Los resultados de niveles de expresion de los transcritos se sometieron a un
analisis estadistico con el programa Minitab. Se determind la variabilidad entre los
tratamientos con un ANOVA de un factor y se realizd una prueba de Tukey-Kramer (a
0.05) para evaluar las significancias de las diferencias observadas. Los graficos se
realizaron en el programa GraphPad Prism 6.0, graficando el promedio de las
repeticiones con sus respectivas desviaciones estandar. Los resultados estadisticos se

muestran en los Anexos 12 y 13.
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Resultados

8.1 Prediccion in silico de un posible PNP en Sorghum bicolor (L) Moench

A partir de la secuencia de aminodcidos de un PNP (AtPNP-A; OAP10906.1) de
Arabidopsis thaliana, se realizd la busqueda de proteinas con alta identidad en el
proteoma de sorgo donde obtuvieron tres proteinas hipotéticas que podrian ser
caracterizadas como PNP-A. Por lo tanto, se realizé un andlisis bioinformatico de cada
una de ellas para tratar de deducir in silico si en realidad se trata de un PNP-A no
reportado en sorgo. Las proteinas con mayor similitud fueron: Sobic 002G234500,
Sobic.010G240400 (Sb10g028070) y Sobic.002G245200 (Sh02g028190).

En la Figura 16 se visualiza la estructura tridimensional de las proteinas homodlogas
encontradas en sorgo y su respectivo empalme con AtPNP pudiendo demostrar que las
tres proteinas tienen una gran similitud estructural, encontrando que la Unica diferencia

es la longitud de la secuencia.

A. PNP-A Arabidopsis thaliana

>0AP10906.1 PNP-A  [Arabidopsis Sobic.002G234500
thaliana]

MIKMAVKFVVVMIVFAQILAPIAEAAQGKA
VYYDPPYTRSACYGTQRETLVVGVKNNLW
QNGRACGRRYRVRCIGATYNFDRACTGRT
VDVKVVDFCREPCNGDLNLSRDAFRVIANT

DAGNIRVVYTPI Sobic.010G240400

Sobic.002G245200

Figura 16. Proteinas similares a AtPNP-A sin caracterizar en Sorghum bicolor (L) Moench. A)
Secuencia y modelado tridimensional de AtPNP-A (No. de acceso: OAP10906.1) B1) Modelado
3D de la proteina Sobic.002G234500 B2) Empalme de la proteina AtPNP-A y Sobic.002G234500
C1) Modelado 3D de la proteina Sobic. 010G240400 C2) Modelado 3D de la proteina
Sobic.002G234500 B2. Empalme de la proteina AtPNP-A y Sobic.002G234500 D1) Modelado 3D
de la proteina Sobic. 002G245200 D2) Empalme de la proteina AtPNP-A y Sobic. 002G245200.

Los modelados tridimensionales se realizaron con el software Chimera 3D 4.3.
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La proteina Sobic. 002G234500 tiene una identidad del 96% con el PNP reportado
en A. thaliana y un 50.7% de similitud con el reportado en Theobroma cacao, la proteina
Sobic.010G240400 tiene una identidad del 85.38% con el PNP reportado en A. thaliana
y un 63.3% de similitud con el reportado en Theobroma cacao y la proteina
Sobic.002G245200 tiene una identidad del 96.15% con el PNP reportado en A. thaliana
y un 40.6% de similitud con el reportado en Theobroma cacao. La longitud de la
secuencia de aminodcidos, el peso molecular y la localizacidn en el cromosoma de
AtPNP-A, asi como de las tres proteinas hipotéticas se encuentran en la Tabla 8.

Los dominios encontrados tanto en AtPNP-A como en las tres proteinas
hipotéticas coinciden, ya que se identificé el dominio RplA el cual contiene el dominio
doublebetabarril (DPBB) (Figura 17).

Tabla 7. Caracteristicas de AtPNP-Ay de las proteinas similares encontradas en Sorghum bicolor.

Longitud de la " Cromosoma Localizacién -
a - Tamahno P Dominios
Proteina secuencia que se del péptido
L (kDa) gl presentes
(aminoacidos) encuentra seial
RplA
At-PNPA 130 14.51 2 1-25
(DPBB)
. RplA
Sobic 002G234500 138 14.26 2 1-30
(DPBB)
. RplA
Sobic.010G240400 130 13.22 10 1-24
(DPBB)
. RplA
Sobic.002G245200 202 12.17 2 1-33
(DPBB)
Tabla 8. Dominios identificados en la secuencia de AtPNP-A.
Dominio Descripcién Secuencia Localizacién
Putative  EG45-ike  domain | MAVKFVVVMIVFAQILAPIAEAAQGKAVYYDPpYTRSACYGTQRETLVVG
containing protein 1; Provisional | VKNNLWQNGRACGRRYRVRCIGATYNFDRACTGRTVDVKVVDFCREPC
NGDLNLSRDAFRVIANTDAGNIRVVYTP
PLN03024 4129
Rare lipoprotein A (RIpA)-like | LWQNGRACGRRYRVRCIGATYNFDRACTGRTVDVKVVDFCREPCNGDL
double-psi beta-barrel; Rare | NLSRDAFRVIANTDAGNIRVVY
lipoprotein A (RIpA) contains a
DPBB_1 58-127
Rare lipoprotein A, | TGRTVDVKVVDfcREPCNGDLNLSRDAFRVIANTDAGNIRVVYTPI
peptidoglycan hydrolase
digesting  "naked" glycans,
contains  C-terminal  SPOR
domain [Cell
wall/membrane/envelope
Rlp A biogenesis] 85-130
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Mon-specific PLNO30O24
hita DPBS_1
sisa
Superfanilies Riph superfamily

DPEB_1 superfamily

Figura 17. Busqueda de dominios en las tres proteinas de sorgo con alta identidad al PNP
reportado en A. thaliana en el Centro Nacional de Informacidon Biotecnoldgica (NCBI;
https://www.ncbi.nlm.nih.gov). A) Dominios de Sobic. 002G234500 B) Dominios de
Sobic.010G240400 C) Dominios de Sobic.010G240400.

Los PNP-A se caracterizan por tener un péptido senal que le favorece su
movimiento a través de la célula, la presencia en cada una de las proteinas se resume
en la Tabla 8 y Figura 18. El alineamiento multiple de las secuencias del peptido sefial
mostré que no existen regiones similares entre el peptido sefial de A. thaliana y los

peptidos presentes en las proteinas similares encontradas en sorgo (Figura 19).

-57 -



1A FAAAAALLVAALLGGLVOASLADGAT AT YV TV VT PEAGYOYOORGT 1A AR SO LADIOA ACORMYS L A4 4 T8 L AMY A VI L ABLS LAAGH T AT FYT P YT BRAGYEFGE R 11 A AR 14 PicaanAC o)

Figura 18. Identificacion de un péptido sefial en proteinas homdlogas a AtPNP-A en el genoma
de Sorghum bicolor (L) Moench. A) péptido sefial en la posicidon 1-25 de AtPNP-A. B) péptido
sefial en 1-30 de Sobic.002G234500 C) péptido senal en 1-24 de Sobic.010G240400 D) péptido
sefial en 1-33 de Sobic. 002G245200.

CLUSTAL multiple seguence alignment by MUSCLE (3.8)

A.thaliana MIKMAVEF«VVVMIVEFAQILAP IAEN = = = v
Sobic.002G245200 «~MAMAMPQ~XK MVLVRLAMLSLAAGTTTA
Scobic.0 234500 MIAMAEKPEATTT MVLV«LATVSLVAG= = = =

Scbic.010G240400 v e MAKA = ANALLVIALLGCLVSAS LA = = o v
Figura 19. Alineamiento multiple de las secuencias de aminodcidos del péptido AtPNP-Ay de las
proteinas homodlogas encontradas en el proteoma del sorgo. El alineamiento multiple se realizé
con el programa MUSCLE con el método Clustal W (European Bioinformatics Institute;

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).

El alineamiento multiple de las secuencias de aminoacidos de las proteinas
hipotéticas con la de AtPNP-A (Figura 20) mostré motivos y dominios conservados en
los probables PNP’s. Se encontrd que las tres proteinas presentan los seis residuos de
cisteinas caracteristicos (tridangulos rojos), asi también se encuentran presentes los
motivos A: K[VI]VD y B: [LM]SéxAFxxl (recuadros negros) presentes en péptidos
natriuréticos en plantas. La proteina Sorbic 002G245200 presenta modificaciones en el

motivo A en donde cambia la lisina (K) por una arginina (R) y el motivo B se modifica a
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LxxxxFxxl. Las tres proteinas tienen la presencia de una glicina conservada después del
cuarto residuo de cisteina conservada, esto se resalta en un recuadro azul en la Figura

20.

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

OAP10906.1 = —e———— MIKMAVKFVVVMIVFAQILAPIAEAAQGKAVYYDPPYTRSACYGTQRET-LVVGV
Sobic.010G240400.1 = @ -———- MAKAAAAALLVAALL-CGCLVSASLADQGTATYY-TVYTPSACYGYQDEGTMIAAA
Sobic.002G234500.1 MAAMAKPRKATTTS IVLAMVLVLATVSLVAGSKGLATYYTPSYTPSACYGNQDMGTMIAAA
Sobic.002G245200.1 ~MAMAMPO-KATSIVLAMVLVRLAMLSLAAGTTTATFYTPSYTPSACYGFQODKGTMIAAA
. s .. * ik *hk whwhh * r ¥
: . i:3 iz .3 A g ; Sl
v v \4 )4
OAP10906.1 KNNLWONGRACGRRYRVRCIGATYN-FDRAC TVDYKVVDHCREP-CNGDLNLSRDAF
Sobic.010G240400.1 SDGLWDNGAACCGRMYQVSCAGGTNA-TPNPC SVIYKIVDHCPSPGCOATLDLSQEAF
Sobic.002G234500.1 SEVFWNGGKACCDRYVVSCKGATNAGVPHPC VIKIVDYCPSPGCQGTIDLSQEAF
Sobic.002G245200.1 SEAFWNGGKACGDRYEVTCKGATNDGVPEPC VIYRIVDYCPAAGCRGTIDLSQ
Ry h Rdke L A il sk kgshkw » ¥

OAP10906.1

Sobic.010G240400.1
Sobic.002G234500.1
Sobic.002G245200.1

NN Ve wh ey
NLDAGKT L INYNQV — - — o —— o m e e e e
ANPDAGEVETRYHRT < - i e
A DPNAGKVQIEYRRTPPLPRAWRPRANQPTTPVSLAVFRMP I FENRNANGQPVDLEL

ghkgs 3 *
OAP10906.1 = = ;e
Sobic.010G240400.1 = | e
Sobic.002G234500.1 9  —cmmmmmmmmee————————— e
Sobic.002G245200.1 PINRILCGRLIRRGTALAKPAAHRY*

Figura 20. Alineamiento multiple entre AtPNP-A y las proteinas homdlogas encontradas en el
proteoma de Sorghum bicolor (L) Moench. El alineamiento multiple se realizé con el programa
Clustal Omega con el método Clustal W (European Bioinformatics Institute;

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/

8.2 Diseio de oligonucleétidos

Se disefiaron oligonucledtidos especificos para la amplificacion por PCR tanto en
punto final como para tiempo real, las secuencias se mencionan en las Tabla 10 y 11.
Para la amplificaciéon por PCR en punto final se utilizdé como molde el ADN gendmico,
mientras que para RT-gPCR se utilizd ADNc. Las caracteristicas de los oligonucledtidos

se muestran en el Anexo 4y 9.
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Tabla 9. Oligonucledtidos utilizados para amplificar fragmentos de los genes que codifican

para las proteinas en estudio (Anexo 4).

Tamaiio del fragmento
Proteina Nucleétidos Secuencia
ADN ARN
Subunidad alfa del complejo 19 F 5-AGGAGCTCGCCACCCAGAT-3’
asociado al polipéptido 1492 pb 535 pb
naciente (aNAC/NACA) 21 R 5’-AGTTTCGTCGACCTCCTCATT-3’
19 F 5'-CAAAAGGGTGACGAGGATC-3’
Proteina asociada a la
membrana de 30 kDa, tipo 497 pb 191 pb
19 R 5°-GCACGAGCTTTTAGGGTAT-3"
cloroplastica (PSBA) *

* Para el caso de PSBA se utilizaron el mismo par de oligonucleétidos tanto para PCR en punto final como para RT-gPCR

Tabla 10. Oligonucleétidos utilizados para medir la expresidn de los genes de interés por gPCR

(Anexo 9).
Tamaiio del fragmento
Proteina Nucleétidos Secuencia
ADN ARN
Subunidad alfa del 22 F 5-TCCCACAACTCCGAGACACCAA-3’
complejo asociado al
R 5°- TCCATCGAGTTCATCCATCATCCTT -3 568 pb 179 pb
polipéptido naciente 25
(NAC/NACA)
Proteina asociada a la 19 F 5'- CAAAAGGGTGACGAGGATC-3’
membrana de 30 kDa,
497 pb 191 pb
tipo cloroplastica 19 R 5°- GCACGAGCTTTTAGGGTAT -3°

(PSBA)

Para corroborar la especificidad de los oligonucleétidos se procedid a realizar una

PCR in silico en donde se obtuvo que los pares de oligonucleétidos realmente amplifican

fragmentos de las proteinas de interés, esto se comprobd insertando los fragmentos

amplificados en el programa BLASTx. El fragmento amplificado de aNAC tuvo una

similitud con la proteina de interés del 99%, mientras que para PSBA se obtuvo un 100%.

La localizacién de los oligonucledtidos tanto para ADN gendmico, asi como para

ARNmM para aNAC y PSBA se muestran en las Figuras 12 y 13.
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8.3 Extraccion de ADN en Sorghum bicolor (L) Moench
Se obtuvo ADN gendémico de Sorghum bicolor (L) Moench de buena calidad cuya
concentracién va de los 180.64 a 2,165 ng/ ulL, obteniendo una relacién Abszso/Abs2so

gue van desde 1.84-2.01 (Figura 21).

Figura 21. Electroforesis en un gel de agarosa al 1% del ADN gendmico de Sorghum bicolor (L)

Moench. Los tres carriles muestran ejemplos de ADN de sorgo.

8.3 Amplificacion de los genes de interés mediante PCR

8.3.1 Amplificacion de un PNP
Para el caso del gen PNP se obtuvo una banda entre 300 nucleétidos (Figura 22),

la cual se purificd, pero debido a su tamafio pequefio no se obtuvo una buena resolucion

. . Ve ®
en la secuencia por lo que esta secuencia se cloné en el vector pGEM -T Easy para
obtener multiples copias y obtener una secuencia de buena calidad. La clonacién se

comprobé por restriccion del ADN plasmidico con la enzima Eco Rl (Figura 23).
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Figura 22. Visualizacion en gel de agarosa al 2% de los productos amplificados a partir de ADN
gendmico para un probable PNP-A en sorgo. Del carril 1-3 se muestra la amplificacion de SbPNP-

A por triplicado, mientras que en el carril 4 se muestra el control negativo. Se utilizé como

marcador de peso molecular el de 1Kb de PROMEGA.

Figura 23. Digestion del vector pGEM®-T Easy para la liberacién del fragmento SbPNP-A. En el
carril 1 se muestra el vector de clonacién pGEM®-T Easy (vector sin inserto) digerido con Eco Rl
sin la liberacién del fragmento (Control negativo), mientras que en el carril 2 se muestra el vector

de clonacion pGEM®-T Easy digerido con Eco Rl que delimita al inserto, observando la liberacion

del fragmento SbPNP-A.

Se obtuvo una secuencia de 1236 nucledtidos, de los cuales 304 nucledtidos

corresponden al inserto y el resto al vector de clonacién. La secuencia se muestra en la

Figura 24.
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Figura 24. Secuencia de SbPNP-A ligada en el vector pPGEM®-T Easy. El analisis de la secuencia se

realizd en Addgene (https://www.addgene.org/analyze-sequence/). Los oligonucledtidos

especificos utilizados se encuentran del nucledtido 91-110 y del 374-395, mientras que la
secuencia del vector se encuentra del nucledtido 1-91 y del 396-1236, el fragmento amplificado

se nombré como SbPNP-A y se encuentra en la posicién del nucleétido 92-395.

Esta secuencia se comparé con la base de datos de NCBI y no se encontrdé similitud
con PNP’s previamente reportados como en Arabidopsis thaliana, Pereskia sacharosa y
Theobroma cacao, sin embargo, se encontrd una identidad del 94% con un fragmento
del genoma de Sorghum bicolor (E-value:2e-211).

Posteriormente se probaron dos pares de oligonucleétidos diferentes,
previamente disefiados para amplificar PNP’s en diferentes especies vegetales. En el
caso del segundo y tercer par de oligonucledtidos para PNP mostrados en el apartado
de Metodologia 1 nos dio como resultado la presencia de multiples bandas a pesar de
mover las condiciones de amplificacion. Las bandas obtenidas con ambos pares de
oligonucleétidos fueron purificadas y secuenciadas, pero tampoco se encontré similitud

con alguno de los PNP’s previamente reportados.
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8.3.2 Amplificacion de aNAC
Para el gen que codifica para la proteina aNAC se obtuvo un fragmento

amplificado de 1500 pb (Figura 25). El fragmento amplificado se nombré como SbaNAC.

Figura 25. Visualizacidon en gel de agarosa al 1% de los productos amplificados a partir de ADN
genomico para aNAC en sorgo. Del carril 1-3 se muestra la amplificacion de SbaNAC por
triplicado, mientras que en el carril 4 se muestra el control negativo. Se utilizé como marcador

de peso molecular el de 1Kb de PROMEGA.

A.
1 2 50 7 100 128 150 ) ft 200
RF +2 e ———— ——
et e . R —
Superfanilies NAC mlu
Bl nascent porocte sssciotescompte utunt st rten 1 Seghum b 2ot S8 2029
hyeotheteal protein |2¢ netobacter bsymann] 109 109 8% 5e-29
eutabve nascent pohipeplide 3330ciated complex Mgha chain [Oryza satva Jagenica Grovg)] 108 103 98% 6e-29
nascent polypechide-ssociated comple subund alpha-te proten 1 [Brachypodum distachyon] 10 110 98% 8e-29
NAC domain protein Triticum destrym| 10 10 98% 029
nascent polyoegtide-associated comolex subunt aiohy-Ske protein 1 [Aegicos tauschil subsp. lauschi] 110 110 08% 1e-28 98% XP 0201498351
nascent polyeectde-associated comelex subunit aloha-Ske proten 1 (Onza satta Jagonica Groug) 110 10 98% 1e-28 95% XP 0156221681
Dyeathetcal prolein Osl 19723 10nza. Grovel 10 110 98% 1e-28 97% EAY978041
PREDICTED nascent polypaptide-associated complex subunit alpha-like protein 1 (Oryza beachyantha) 109 109 08% 2e-28 95% XP 0066453041
nascent polypeptide-associated complex subunit aloha-Sie protein 1 (Oryza sativa Japonica Grouo) 109 109 98% 2e-28 97% XP 01563731
hypothetcal prolein GOSS 00 (Panicum hali var halls] 109 109 98% 2e-28
PREDICTED nascent polypeplide-associated comglex subunit alpha-fike protein (Oryza brachyantha) 109 109 98% 2e-28
nascent polypeptide-associated compiex subunit alpha-Skes protein 1 (Panicum halli] 109 109 98% 2e-28
nascent polypeptide-ssociated compiex subunit aloha-tke protein 1 [Asparagus officinalis) 109 109 98% 2e-28
MNascent ssocialed complex subunit aigha-tike probesn [Zea mays) 109 109 98% 2e-28
Hascent tid cisted complex aipha subunit-lie protein (Zea mays| 109 109 98% 2e-28
Nascent fide-associated complex 3igha subunitlike proten a3 mays) 109 109 98% 2e-28
nascent polypeptide-associated complex subunt alpha-tike prolen 1 [Setaria talica) 109 109 98% 3e-28

nascent polypeptide. sssociated complex sloha subunit-sie proten [Zea mays] 109 109 98% 3e-28 O97% NP 0011489441

nascent polypegtide-associated complex subunit aloha-dke prolen 1 (Setara #talica) 109 109 98% 3e-28 [BQumion:/m

Figura 26. Busqueda de dominios y secuencias similares a SbaNAC en la base de datos de NCBI

en el programa Blastx (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov).A) Dominio NAC encontrado en aNAC. B)

Secuencias similares a aNAC encontradas.

- 64 -


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov).a/

Al compararse con la base de datos de NCBI se encontrd que nuestra secuencia
tenia una identidad del 100% con la proteina del complejo asociado al polipéptido
naciente subunidad alfa reportado en Sorghum bicolor (E value:5e-9), un 95% en Zea
mays (E value:2e-80), un 85% en Curcubita mdxima (E value:2e-45), un 82% en Vitis
vinifera (E value:5e-37), en Picea glauca un 87% (E value:7e-11) y un 98% al dominio
NAC de Triticum aestivum (Figura 26).

La secuencia en nucleétidos para SbaNAC fue de 197 nucledtidos en el sentido 5’-
>3’, el tamafio de la secuencia fue menor debido a que se limpié con el programa 4Peaks
para eliminar las regiones de baja calidad.

A partir de un alineamiento multiple con el ADN gendémico y el ARN mensajero de
Sorghum bicolor se determind que el fragmento amplificado comprende parte del exén
3 (1439-1490 nts), el intréon 3 (1491-1578 nts) y parte del exdn 4 (1579-1717 nts) (Figura
13), la secuencia se encuentra localizada en el cromosoma 1 del genoma del sorgo. A la
secuencia de nucledtidos se le realizé la traduccidn in silico obteniendo 65 aminoacidos
en el segundo marco de lectura. La secuencia tanto en nucledtidos como aminodcidos

se muestra en la Figura 27.

analisis de la secuencia se realizd en Addgene (https://www.addgene.org/analyze-sequence/).

Dentro de la secuencia de aminodcidos se pudieron reconocer el dominio que se

encuentra reportado en la Figura 26A y la Tabla 12.
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Tabla 11. Dominio encontrado en la secuencia obtenida de aNAC (Li et al., 2015) (Kogan et

al., 2013).

Secuencia Caracteristicas

Parte del dominio
MKSITGVSRVTVKKSKNILFVISKPDVFKSPNSDTYVIFGEAK
NAC

Los demds dominios presentes en la proteina completa se resaltan en la secuencia
del Anexo 2. A la vez se realizé el modelado tridimensional de la proteina completa a
partir de la secuencia previamente reportada en NCBI (XP_002467858.1), se
identificaron los dominios (Figura 28A) y el fragmento amplificado (Figura 28B). En la

Figura 28C se reporta la prediccion de la estructura secundaria de la proteina aNAC.

Disordered Dompred DomSSEA
el Haltx Shust Dlsordarad protein binding Boundary Boundary
Annotations " L = =] [ ] 2

Figura 28. Estructura tridimensional de aNAC, presencia de dominios y el fragmento
amplificado. El modelado se realizé en el programa Chimera 3D 4.3. A) La estructura de color
azul representa toda la proteina (No. De acceso: XP_002467858.1), el color amarillo representa
el sitio de unién a ADN, de naranja el dominio NAC y de color verde se resalta el dominio UBA.
B) La estructura de color azul representa toda la proteina y de color rojo se representa el
fragmento amplificado. C) Prediccidn de la estructura secundaria de la proteina a partir del

programa Psipred.
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8.3.3 Amplificacion de PSBA

Para el gen PSBA que codifica para la proteina D1 se obtuvo una amplificacion de

un fragmento del ADN gendmico de 500 pb (Figura 29). El fragmento amplificado se

nombroé SbPSBA.

Figura 29. Visualizacion en gel de agarosa al 1% de los productos amplificados a partir de ADN

genodmico para PSBA en sorgo. Del carril 1-3 se muestra la amplificacién de SbPSBA por

triplicado, mientras que en el carril 4 se muestra el control negativo. Se utiliz6 como marcador

de peso molecular el de 1Kb de PROMEGA.
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Figura 30. Busqueda de secuencias similares a SbPSBA en la base de datos de NCBI en el

programa Blastx (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov).
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La secuencia obtenida fue de 468 nucledtidos en el sentido 5->3’, la cual se
encuentra localizada en el cromosoma 3 del genoma del sorgo, el gen completo tiene
11 exones y 10 intrones, de los cuales nuestra secuencia es el resultado de la
amplificacién del nucleétido 1846-2343 del gen que comprende el exén 5,6 y 7 y los
intrones 5y 6 (Figura 14). La secuencia hipotética parcial tanto en nucleétidos como en

aminodacidos se muestra en la Figura 31.

Figura 31. Secuencia hipotética parcial en nucledtidos y aminoacidos de SbPSBA. El andlisis de

la secuencia se realizd en Addgene (https://www.addgene.org/analyze-sequence/).

Al compararse con la base de datos de NCBI se encontré que SbPSBA tenia una
identidad del 100% con la proteina asociada a la membrana de 30 kDa tipo cloroplastica
reportado en Sorghum bicolor (E value:6e-30), el 95% en Zea mays (E value:8e-19) y 85%
en Musa acuminata (E value:2e-10), esto comprueba que se amplificéd un fragmento del
gen de interés. A partir de la secuencia obtenida se realizé un alineamiento multiple con
las secuencias ADN gendédmico y de ARN reportadas en el genoma de Sorghum bicolor
para obtener el material codificante (ADNc) de nuestro fragmento SbPSBA, teniendo
como resultado una secuencia de 189 nucleétidos. El fragmento codifica para una
proteina de 36 aminoacidos en el primer marco de lectura, tanto la secuencia en
nucledtidos como en aminoacidos se muestra en la Figura 32. No se encontraron

dominios en la busqueda en NCBI.
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Figura 32. Secuencia en nucleétidos y aminodcidos del material codificante de SbPSBA. El

analisis de la secuencia se realizé en Addgene (https://www.addgene.org/analyze-sequence/).

Los oligonucledtidos se muestran en las posiciones 1-16 y 170-189.

Se realizé el modelado tridimensional de la proteina completa a partir de la
secuencia previamente reportada en NCBI (XP_002456776.1), se identificaron los
dominios de la secuencia completo (Figura 33A) y el fragmento amplificado (Figura 33B).

En la Figura 33C se reporta la prediccidn de la estructura secundaria de la proteina D1.

C 1% E IR AQP TS LALAPPPASASY RATP?PLATS PV LEGNVYSLEXYVOQY RQOQS NV NRTPFSD
= S1Xx c/M 8 IR s WL P ERLT RV YRS YANSVYLS s D P EKILEQAYLENNDDLEKNRS I
1000 AT AQVLASQXNLESNEKT X AAEQASADN¥TY RRRAQZALGOQEXOGDOEDLAREALERRID
150 K 8 ¥ A D ¥ ASSLESQLDOQ OXGSYV ENLISNTEKVLESXIAREAKO XX DTLXARADQI0
200 8 A K T AT K ¥ S ENLGNKUVYV NTS S ALSAFEENESREEVYHNANESQODAEALGSGOLATDD LR
mexr AL rssvpEEOExE L s cs 5L X0ELPPGRAAYVSNSGCAGSE PP P DRI
0:E F E S E LN ELRREARCET
Disordered Dompred DOomMSSEA
Y. Halix Shest [vordered protein binding Boundary Boundary
Annotations * s = = n >}

Figura 33. Estructura tridimensional de la proteina D1, presencia de dominios y el fragmento
amplificado. El modelado se realizé en el programa Chimera 3D 4.3. A. La estructura de color
azul representa toda la proteina (No. De acceso: XP_002456776.1), el color amarillo representa
el dominio PspA. B. La estructura de color naranja representa toda la proteina y de color rojo se
representa el fragmento amplificado. C. Prediccidén de la estructura secundaria de la proteina a

partir del programa Psipred.
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8.4 Extraccion de ARN total

Se obtuvo ARN de buena calidad de cada uno de los tratamientos a probar, los

resultados obtenidos se pueden visualizar en la Tabla 13. La integridad del ARN se

visualiza en la Figura 34.

Tabla 12. Concentracion y pureza de las muestras de ARN de cada uno de los tratamientos

[ARN] Abs Abs Abs Abs
Tratamiento Muestra
ng/puL | 260 280 | 260/280 | 260/230

1P1 527.7 | 13.191 | 6.594 2 0.83
Control 1P2 3149.4 | 78.73 | 39.43 2 1.41
1P3 1464.9 | 36.62 | 18.69 1.96 1.04
2P1 3894.6 | 97.36 | 49.33 1.97 1.91
1 2P2 2440.8 | 61.02 | 31.41 1.94 1.06
2P3 1540.4 | 38.50 | 20.06 1.92 0.63
3P1 1507.9 | 37.69 | 19.17 1.97 1.86
2 3P2 1837.2 | 45.95 | 23.32 1.97 1.59
3P3 1395.7 | 34.89 | 17.79 1.96 1.56

4P1 2027.4 | 50.68 | 26.24 1.93 1
3 4pP2 1219.5 | 30.48 | 15.84 1.92 1.34
4pP3 1614.2 | 40.35 | 20.88 1.93 0.80
5P1 1402.7 | 35.06 | 17.99 1.95 2.04
4 5P2 1269.3 | 31.73 | 16.37 1.94 1.03
5P3 1775.6 | 44.39 | 22.66 1.96 1.62
6P1 2879.0 | 71.97 | 37.00 1.94 1.50
5 6P2 2115.5 | 52.88 | 27.36 1.93 1.81
6P3 3034.3 | 75.85 | 38.34 1.98 1.58
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Figura 34. Electroforesis en un gel de agarosa al 1% del ARN total de Sorghum bicolor (L)
Moench. Se observa de izquierda a derecha la extraccion del control y los 5 tratamientos cada

uno con su triplicado de réplicas bioldgicas.

8.5 Analisis de expresion de genes en respuesta ante estrés hidrico en presencia

y ausencia de hongos micorrizicos

8.5.1 Expresion del gen aNAC

Se determindé el nivel de expresion del transcrito de aNAC ante los seis
tratamientos. En la Figura 35 se observa que el transcrito de aNAC aumenta
significativamente su expresidon cuando la planta esta asociada al consorcio selva
(tratamiento 4), en comparacidn con el control sin micorriza. En cambio, en respuesta
al estrés hidrico, los niveles del transcrito disminuyeron significativamente sélo en las
plantas asociadas al consorcio selva. El transcrito no mostré cambios en sorgo sin
micorriza y asociado a Glomus clarum en relacién con su respectivo control.

Los cambios en la acumulacidn de transcritos coinciden con los cambios en la
acumulacién de proteina obtenida en el analisis protedmico. La proteina no se expresé

cuando el sorgo asociado al consorcio selva fue sometido a déficit hidrico (Figura 36).
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Expresion relativa normalizada

Tratamientos

Figura 35. Grafica de los resultados de RT-qPCR para el analisis de expresion del gen aNAC en

hojas de plantas de sorgo ante los 6 tratamientos. El experimento fue realizado con el triplicado

. Ve . e . . ’ _AACt
de muestras bioldgicas. La expresion relativa normalizada fue calculada por el método2 . Las

diferencias entre las medias que comparten una letra no son estadisticamente significativas. Los
tratamientos consisten en lo siguiente: Control, 1) estrés ambos sin micorrizas, 2) Glomus

clarum, 3) Glomus clarum + Estrés, 4) Consorcio selva, 5) Consorcio selva + Estrés.
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Figura 36. Grafica de los resultados obtenidos en el andlisis protedmico de la proteina aNAC en
hojas de plantas de sorgo ante la presencia del consorcio selva con y sin estrés hidrico Olalde y
Valdés (en prensa). Los tratamientos consisten en lo siguiente: C-control, E=sin micorrizas/estrés

hidrico, M-con consorcio selva / sin estrés, M+E-con consorcio selva/con estrés hidrico.
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8.5.2 Expresion del gen PSBA

En lo que se refiere al nivel de expresidon del transcrito de PSBA ante los seis
tratamientos. En la Figura 37 se observa que PSBA disminuye significativamente bajo
condiciones de estrés hidrico en la planta sin micorriza. En cambio, en las plantas
asociadas a Glomus clarum y al consorcio selva la disminucién del transcrito bajo
condiciones de estrés no fue significativa. Al comparar los resultados obtenidos con el
analisis protedmico se pudo visualizar que existe una correlacién parcial en los patrones
de acumulacién del transcrito y la proteina, la proteina D1 aumentd en sorgo ante estrés
hidrico mientras que el transcrito disminuyé compardndolos con el control sin micorriza
(Figura 37 y 38). En cambio, en el sorgo asociado a hongos micorrizico, ni el transcrito

ni la proteina cambiaron en respuesta al estrés. (Figura 37 y 38).

1.5

Expresion relativa normalizada

2
& & & &
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Tratamientos

Figura 37. Grafica de los resultados de RT-gqPCR para el analisis de expresion del gen PSBA en

hojas de plantas de sorgo ante los 6 tratamientos. El experimento fue realizado con el triplicado

. 7 . .7 . . Ve _AACt
de muestras bioldgicas. La expresion relativa normalizada fue calculada por el método2 . Llas

diferencias entre las medias que comparten una letra no son estadisticamente significativas. Los
tratamientos consisten en lo siguiente: Control, 1) estrés ambos sin micorrizas, 2) Glomus

clarum, 3) Glomus clarum + Estrés, 4) Consorcio selva, 5) Consorcio selva + Estrés

-73 -



= a

S 064° - b b
@)

2

5 04-

5

g 02 -

3

o

~ 0.0 -

C E M M+E

Figura 38. Grafica de los resultados obtenidos en el andlisis protedmico de la proteina D1 en
hojas de plantas de sorgo ante la presencia del consorcio selva con y sin estrés hidrico Olalde y
Valdés (en prensa). Los tratamientos consisten en lo siguiente: C-control, E=sin micorrizas/estrés

hidrico, M-con consorcio selva / sin estrés, M+E-con consorcio selva /con estrés hidrico.

8.6 Prediccion in silico de modificaciones postraduccionales en las secuencias
de aNACy PSBA.

Se buscd hacer uso de herramientas bioinformaticas para tratar de predecir
posibles modificaciones postraduccionales en las proteinas de interés con la finalidad
de complementar y corroborar nuestros resultados con la finalidad de verificar la
correlacién transcrito-proteina.

Para el caso de aNAC, la plataforma bioinformatica IPTMnet (Ross et al., 2017) nos
indicd que esta subunidad tiende a modificarse por fosforilacién por lo que se procedié
a comprobarlo en la base de datos de Planta Protein Phosphorylation Data Base (P3DB)
(Yao et al., 2013). Después de realizar un BLAST de nuestra proteina da similitud con la
misma subunidad reportada en A. thaliana en la cual se predice que se fosforila en los
residuos de Ser36 y Ser 57.

Para el caso de la proteina D1 se comprobd en la plataforma bioinformatica
IPTMnet (Ross et al., 2017) que esta proteina tiende a la fosforilacion en los residuos

Thr2 y Ser232, ademas de que es sensible a la acetilacidén en el residuo Thr2.
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Discusion

Existen factores ambientales como las temperaturas extremas, salinidad y baja
disponibilidad de agua que limitan el crecimiento y el desarrollo de las funciones vitales
de una planta (Krasensky et al., 2012), esto conlleva a generar alteraciones morfoldgicas,
fisiolégicas y metabdlicas (Nakashima et al., 2012). El desarrollo de estudios a diferentes
niveles: gendmica, protedmica, metaboldémica han sido fundamentales para entender la
respuesta de las plantas ante el estrés hidrico (Pérez-Torres et al., 2008) y por lo tanto
se ha incrementado la identificacién de genes que cambian su expresion e incluso que
intervienen en la tolerancia a este tipo de estrés. Debido a esto se buscé identificar un
péptido natriurético en sorgo, amplificar un fragmento de aNAC, PSBA y analizar la
expresion de dichos genes ante los seis diferentes tratamientos previamente descritos
en la Metodologia y compararlos con los resultados obtenidos en el estudio proteémico,
esto con la finalidad de analizar si existen cambios en la expresién de estos genes ante
estrés hidrico y en presencia y ausencia de hongos micorrizicos.

Se analizaron los PNP’s ya que son moléculas de sefializacién que son secretadas
al apoplasto bajo condiciones de estrés bidtico y abidtico; ademas, estan relacionados
con la homeostasis, la regulacién del flujo idnico que conlleva a los movimientos
estomaticos y al flujo de la circulacién en las plantas, y en Arabidopsis thaliana se ha
demostrado su expresion ante el estrés osmético y por salinidad (Wang et al., 2011).

Para la identificaciéon del PNP en sorgo se decidié seguir dos estrategias: 1) la in
silicoy 2) la experimental.

En la estrategia in silico se analizé el proteoma del sorgo, donde se encontraron 3
diferentes proteinas con diversos porcentajes de identidad con el AtPNP-A, PNP-A

reportado en Arabidopsis thaliana (OAP10906.1): Sorbic 002G234500, Sorbic
010G240400 y Sorbic 002G245200. De acuerdo con lo reportado por Ludidi et al.,
(2002), los PNP’s deben de contener:1) seis residuos de cisteinas conservadas, 2) la
presencia de un péptido sefial, 3) la presencia de dos motivos conservados, el A: K[VI]VD
y el B: [LM]SxxAFxxl, donde en el segundo motivo (B) se incluye una serina y una
fenilalanina conservada, 4) un peso molecular que oscila entre 12-14 kDa y 5) la

presencia de una glicina conservada después del cuarto residuo de cisteina conservada.
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En estas tres proteinas se encontraron los residuos de cisteina resaltados con
triangulos rojos en la Figura 20, los cuales forman enlaces disulfuricos entre ellos para
favorecer el plegamiento de la molécula y tener una actividad bioldgica ya que de
manera linealizada no es funcional, segun lo observado en un péptido natriurético atrial
(PNA) en ratas (Meier et al., 2008). En cuanto al péptido sefial, las tres proteinas lo
presentan (Figura 18). Los péptidos sefial son los encargados de direccionar la molécula
al espacio extracelular para que lleve a cabo su funcion (Ruzvidzo et al., 2011). Ademas,
se verifico la presencia de dos motivos conservados en las secuencias de aminodacidos
de PNP’s, el A: K[VI]VD y el B: [LM]SxxAFxxI, donde en el segundo motivo incluye la
serina y la fenilalanina conservada. En la Figura 20 se visualiza que ambos motivos se
encuentran en At-PNP y en las tres proteinas de sorgo (resaltadas en cuadros). Sin
embargo, en la proteina Sorbic 002G245200 el motivo A presenta cambiada la lisina (K)
por una arginina (R). Existe un grupo de proteinas relacionadas con este tipo de
péptidos llamadas proteinas Barwin las cuales presentan ambos motivos, pero con
modificaciones, en el motivo A la lisina (K) puede ser remplazada por una arginina (R) y
el motivo B se modifica a LxxxxFxxl, mientras que los residuos de cisteina se mantienen
conservados (Ludidi et al., 2001). Estas modificaciones se visualizan en la secuencia de
la proteina Sorbic 002G245200 por lo que podriamos predecir que se trata de una
proteina de este tipo (Ludidi et al., 2001), las cuales son proteinas basicas de
aproximadamente 125 residuos de aminoacidos encontradas por primera vez en
extractos de la semilla de la cebada que es capaz de unirse débilmente a un analogo de
quitina: el tetramero 0- (1,4) oligosacarido de N-acetilglucosamina (Ludvigsen et al.,
1992). A la vez, se ha visto que esta estrechamente relacionada con los genes inducidos
por la generacion de una herida (win 1 y win 2), sin embargo, aun se desconoce su
funcién exacta (Svensson et al., 1992). Estructuralmente esta proteina es muy parecida
alos PNP’s, también contienen seis residuos de cisteinas que se combinan para formar
tres enlaces disulfuricos (Svensson et al, 1992; Ludvinsen et al., 1992
) y poseen un dominio denominado Barwin el cual podria estar relacionado en la
defensa mecanica de las plantas.

Ademas, podemos descartar que las tres proteinas hipotéticas sean expansinas

ya que no poseen el residuo de triptéfano cerca del C- terminal, ni un dominio de unién
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a carbohidratos que contenga una region rica en tirosinas y el motivo catalitico HFD
(Ludidi et al.,2002; Barre y Rouge, 2002).

La busqueda de dominios conservados en diferentes plataformas bioinformaticas
mostré que todas presentan el dominio caracteristico de PNP (Figura 17): el dominio
RplAy el dominio doble beta barril (DPBB), por sus siglas en ingles doublebetabarril, que
se encarga de darle una estructura secundaria a la proteina ademas de que puede actuar
como un dominio enzimatico. Los dominios de los miembros de esta familia son muy
diversos y por lo tanto varia su funcionalidad. DPBB también se caracteriza por
encontrarse en el N-terminal del alérgeno del polen (Finn et al., 2016). Este estd formado
por seis laminas envolventes que asumen un eje pseudo-doble en la cual cada una de la
estructura psi consiste en las asas que se unen a tres laminas beta (Finn et al., 2016,
Valle-Rodriguez, 2016). Cada estructura psi esta conformada por una estructura de asa
y una lamina beta generando una simulacién de una letra griega psi (Castillo et al., 1999).
Se tiene reportado que dentro de este dominio se encuentra un fragmento funcional
encargado de conferir la actividad de homeostasis (Morse et al., 2004).

El peso molecular de las tres proteinas de sorgo oscila entre 12-14 kDa, lo que
indica el tamafio aceptado para los PNPs (Tabla 8). Aunado a esto, las tres proteinas
presentan una glicina conservada después de la cuarta cisteina de las seis conservadas
(Figura 20).

En base a estos andlisis se descarté la proteina Sorbic. 002G245200, ya que
presentan modificaciones en sus motivos Ay B, y si se consideraron las proteinas Sorbic
002G234500 y Sorbic 010G240400 como posibles PNP’s, ya que ambas cumplen con los
parametros mencionados e incluso podrian tratarse de dos diferentes tipos de PNP’s
codificados por diferentes genes. Esto podria coincidir con lo reportado en Arabidopsis
thaliana en la cual se ha detectado dos tipo: PNP-A y PNP-B (Wang et al., 2007). Asi
mismo, Valle-Rodriguez et al., (2017) identificaron un PNP en ajo (Allium sativa),
mientras que Herrera-Martinez (2016) identificé uno en Pereskia sacharosa y ambos
presentaban una alta similitud con la proteina Sorbic 002G234500.

En la parte experimental, se buscé amplificar un fragmento de PNP en sorgo con
oligonucledtidos previamente disefiados y probados. Con el primer par de

oligonucleétidos (Tabla 5) se obtuvo un fragmento de 304 pares de bases (Figura 22).
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Al comparar la secuencia de este fragmento con la base de datos de NCBI no presentd
similitud con alguno de los PNP’s previamente reportados, aunque si dio similitud con
un fragmento del genoma de Sorghum bicolor, por lo que se descarté que hubiera
contaminacién del ADN. Haciendo un analisis del cromatograma obtenido, se observé
una secuencia “sombra” o secuencias superpuestas, lo cual puede atribuirse a que los
oligonucleétidos se unieron a un sitio secundario subdptimo dando lugar a picos extra
de menor intensidad. Otra posibilidad es que los oligonucleétidos hayan estado
parcialmente degradados o mal purificados durante su sintesis, y que se estén
generando varios productos del mismo tamafio (PCR inespecifica), que no se hayan
eliminado los oligonucledtidos de la PCR (purificacion ineficiente) e incluso al estar en
un vector podria ser que hubo contaminacidn con otra colonia que tenia el vector ligado

a otro producto de PCR (CSIC, 2018).

Otra proteina que se analizd en este trabajo fue la aNAC, que forma parte de un
heterodimero proteico conservado que consiste en dos subunidades: a y B (Liu et al.,
2015). Mediante PCR se amplifico un fragmento de 1500 nucledtidos de la subunidad a,
esta secuencia se limpié eliminando los fragmentos de baja calidad resultando una
secuencia de 197 nucleétidos, ademas de que la secuenciacidn tipo Sanger es eficiente
hasta con fragmentos de 1000 pb (Aguilar-Bultet et al., 2015). La secuencia putativa
codifica para 66 aminodcidos en la cual se identificé un fragmento del dominio NAC
(Tabla 12), que dimeriza las subunidades a y B, este dominio conservado es de
aproximadamente 61 aminoacidos y no es exclusivo de la subunidad a. Este tiene la
funcion de dar estructura de seis hebras unidas en una estructura de beta barril, esto se
puede visualizar en modelado tridimensional de la proteina (Figura 28) (Finn et al., 2016;
Liu et al., 2015). Aunque no se encontraron en el fragmento amplificado, aNAC contiene
otros dos sitios/dominios importantes para su funcionalidad: sitio de unién al ADN el
cual es un sitio ampliamente relacionado con la regulacién de la transcripcién y el
dominio UBA el cual estd relacionado con la ubiquitacién de las proteinas (Mueller et al.,
2002). Este dominio Unicamente se encuentra en la subunidad a y se encuentra hacia el
carbono terminal, su estructura es homaéloga en diferentes proteinas (Liu et al., 2015;

Spreter et al., 2005).
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La otra proteina de interés fue la proteina D1 del PSIl el cual es uno de los dos
complejos pigmento-proteina que interviene en el proceso de fotosintesis y es
codificada por el gen PSBA que se encuentra en cloroplasto (Liu et al., 2002). Mediante
PCR se amplificé un fragmento del gen PSBA de 468 nucledtidos (Figura 31), de los
cuales 189 contienen el material codificante para la proteina D1 y la traduccién virtual
es de 36 aminodcidos (Figura 32). En la prediccion de su estructura secundaria se
observé que predomina la estructura de hélice (Figura 33). Jarvi et al.,, (2015)
mencionan que la proteina D1 se conforma de cinco hélices que se localizan de manera
transmembranal, en la cual el N- terminal se localiza dentro del estroma del cloroplasto
y que las primera dos estructuras de a hélice que se encuentran de manera
transmembranal de la proteina D1 interactian débilmente con la proteina D2, la
interaccién de las proteinas D1-D2 se refuerza después de que se completa la traduccién

de las cuatro hélices restantes que se localizan de manera transmembranal.

Para el analisis de expresion de las plantas de Sorghum bicolor sometidas a los 6
diferentes tratamientos, se realizaron una serie de RT-gqPCRs. Se utiliz6 como gen de
referencia el gen de B -actina ya que Sudhakar et al., (2016) lo reportan como uno de los
mas indicados para esta planta por su buena eficiencia. En el caso de la expresion de
oaNAC, se observd un aumento significativo en las plantas de sorgo asociadas al
consorcio selva del grupo control (Figura 35). Hasta el momento no existen estudios de
expresion con este gen ni en sorgo ni en ninguna otra planta. Sin embargo, en estudios
de proteinas Yan et al., (2005) reportan que en raices de arroz (Oryza sativa) se presenta
una disminucidn de la cantidad de esta proteina ante estrés salino. Los mismos autores
consideran que una baja sintesis de esta subunidad afecta la funcionalidad de la proteina
NAC en cuanto a la transcripcién génica, la traduccidn de proteinas y localizacién lo que
lleva a un desorden metabdlico. Sin embargo, los resultados de Yan et al., (2005) no
coinciden con los resultados obtenidos por Valdés y Olalde (en prensa) quizd se deba a
gue la respuesta ante el mismo estimulo fue en diferentes drganos de la planta, fueron
diferentes tipos de estrés, ademas depende de la intensidad del estrés a que se someta.

En el estudio protedmico realizado por Song et al., (2015) en Amorpha fruticosa

asociada al hongo micorrizico Glomus mosseae reportan que aumenta la expresion de
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la proteina aNAC en las raices, que esta se posiciona en la parte superior de los
polipéptidos recién sintetizados y que es capaz de unirse reversiblemente a los
ribosomas eucaridticos guiando la correcta distribucidon y translocacién de los
polipéptidos recién sintetizados. Ellos no solo observaron aumento de aNAC, sino
también de la proteina ribosémica 40s y afirman que ambas proteinas aseguran la
sintesis y una distribucidn rdpida y precisa de proteinas relacionadas con la relacién
simbidtica con hongos micorrizicos arbusculares (AM). Por lo contrario, Hajheidari et
al., (2005) al trabajar con Beta vulgaris reportan un decremento en la cantidad de aNAC
al realizar un estudio protedmico en hojas de remolacha azucarera (Beta vulgaris),
mencionan que este decrecimiento conlleva una represion de la traduccién proteica al
estar bajo déficit hidrico, el decrecimiento puede llevar en un error en la traduccién,
desvio y la protedlisis de las proteinas y por lo tanto una disminucién del rendimiento
general de la planta. Consideramos que aNAC aumenta al asociarse al consorcio selva
ya que esta subunidad que conforma a NAC interviene en la sintesis proteica, no solo
para generar la simbiosis del hongo, sino también las plantas deben aumentar su
metabolismo para satisfacer la demanda nutrimental, tanto del sorgo como de los
hongos micorrizicos que conforman al consorcio selva, para confirmar esto se deben de
realizar otros estudios.

En nuestros resultados también se observd una transcripcidn significativamente
mayor del gen aNAC en las plantas de sorgo asociadas al consorcio selva que aquellas
sometidas a déficit hidrico sin micorrizas y asociadas a Glomus clarum (Figura 35). Esto
comprueba que el consorcio selva funge como proteccion, sin embargo, al presentarse
el déficit hidrico, aunque esté protegido por la micorriza existe un decrecimiento en el
transcrito, aunque en una menor proporcion.

Si comparamos el analisis protedmico con el andlisis de expresidn génica (Figura
35y 36) podemos deducir que en el caso de aNAC si existe una correlacién transcrito-
proteina ya que los cambios en la acumulacién de transcritos coinciden con los cambios
en la acumulacion de proteina en presencia de déficit hidrico. En cambio, cuando el
sorgo asociado al consorcio selva y bajo déficit hidrico no hubo expresién de la proteina.
Sin embargo, antes de realizar este estudio nosotros creiamos que no existiria esta

correlacién ya que se tienen identificados en aNAC una serie de modificaciones
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postraduccionales mediadas por eventos de fosforilacién las cuales regulan su vida
media, su actividad y su localizacién subcelular (Quelo et al., 2005), por lo que se pensd
que la fosforilacion podria actuar para regular la actividad de esta proteina ya que se
han reportado estudios donde ante déficit hidrico se fosforilan las proteinas (Bhatotia
et al., 2016). Los resultados de prediccion de modificaciones postraduccionales en la
plataforma bioinformdtica IPTMnet (Ross et al., 2017) indicaron que aNAC tiende a
modificarse por fosforilacion. Esto se comprobd haciendo un BLAST de nuestra proteina
en la base de datos de Plant Protein Phosphorylation Data Base (P3DB) (Yao et al., 2013)
resultando que tiene una similitud con la misma subunidad reportada en A. thaliana en
la cual se predice que se fosforila en los residuos de Ser36 y Ser 57.

Se analizd la transcripcion del gen PSBA, ya que codifica para la proteina D1, una
de las proteinas que se encuentra dentro del fotosistema Il y que tiene la funcion de
transformar la energia luminosa en energia quimica y en el transporte de electrones
(Sekar y Ramasamy, 2015). Ademas, como lo afirman Saibo et al., (2008), existe un
cambio significativo en la fotosintesis en presencia de estrés abidtico y es capaz de
interferir en diferentes puntos del proceso, como por ejemplo en la difusién del CO,,
en la eficiencia del fotosistema Il, en el transporte de electrones, la formacién de ROS
y el contenido de la enzima RUBISCO la cual es la encargada de llevar acabo la fijacion
del carbono.

En los resultados de andlisis de expresion se encontrd que los transcritos de PSBA
disminuyeron significativamente en las plantas sometidas a estrés hidrico con respecto
del control. Mientras que en las plantas asociadas a micorrizas no se observaron
diferencias significativas (Figura 37). Esto coincide con lo reportado por Liu et al.,
(2006), donde analizaron la expresién del gen PSBA mediante Northern blot en cultivos
de trigo (Triticum aestivum L) bajo estrés hidrico. Ellos observaron una disminucién
gradual de los transcritos de PSBA, atribuyéndose a tres causas: dafios en el ADN,
disminucion en la cantidad de transcrito y la estabilidad del ARNm. Sin embargo, en
estudios con hojas de cebada (Hordeum vulgare L.) demostraron que este tipo de estrés
es capaz de regular la expresidn génica del PSIl, en todos los niveles: transcripcional,

traduccional, postranscripcional y postraduccional (Yuan et al 2005).
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Una posible explicacidn a la disminucién del transcrito del gen PSBA en plantas
sometidas a estrés hidrico son las especies reactivas de oxigeno (ROS) generados ante
el estrés hidrico que inhiben la reparacién del PSIl a partir de la supresién de la
transcripciény latraduccion de los genes PSBA (Nishiyama, 2006), los ROS son segundos
mensajeros esenciales para la sefializacion en las células vegetales (Bowler y Fluhr,
2000).

Nuestros resultados también coinciden con los de He et al., (1999) que realizaron
estudios en hojas de trigo (Triticum aestivum) y analizaron la expresién de diferentes
genes cloroplasticos y encontraron que la sintesis de ARN se ve claramente reducido
por la degradacion y no tanto por la disminucién, esto en los genes PSBA y PSBD, sobre
esto esta también los resultados de Mason et al., (1988) donde mencionan que el estrés
hidrico es capaz de generar una disminucion de ribosomas y la proporcién de
polirribosomas (Mason et al., 1988) y ademas Green (1993) hace mencién que los
ribosomas son capaces de proteger a los ARNm de la degradacién. Por lo tanto, la
disminucion de la proporcién de ribosomas durante el estrés hidrico, asi como la
disminucion del ARNm conlleva a una notable disminucidn de la sintesis de la proteina.
Otra posible explicacién del incremento en la degradacion del ARNm es que se
incrementa la expresiéon de una RNAasa cloroplastica que degrada los mensajeros
sintetizados a partir del genoma cloroplasticos (He et al., 1995). Esto coincide no solo
con nuestros resultados del analisis de transcripcion de PSBA, sino también con el
fenotipo observado, donde las plantas sometidas a estrés hidrico mostraron ldminas
foliares mas pequefas (Figura 14). A la vez se busca tratar de deducir la eficiencia de las
micorrizas con respecto a la respuesta de la planta ante estrés por déficit hidrico, en la
Figura 37 se observa que PSBA disminuye en presencia de estrés hidrico, sin embargo
se visualiza que la expresion de este gen no es afectado por el estrés en las plantas
asociadas a Glomus clarumy al consorcio selva por lo que se podria llegar a la conclusién
de que la asociacién a hongos micorrizicos le brinda una mayor proteccién ante el
déficit hidrico ya que evita el decrecimiento del transcrito de este gen que esta

relacionado a la fotosintesis y por lo tanto a la productividad de la planta.
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En cuanto a la comparacidn con el estudio protedmico no existe una correlacion
ARNm-proteina, al menos ante estrés hidrico, ya que la tendencia en el transcrito de
PSBA ante estrés hidrico sin micorrizas es la disminucién mientras que en el estudio
protedmico aumenta (Figura 37 y 38). Una razones de que no exista una correlacion de
los resultados protedmicos reportados por Olalde y Valdés (en prensa) con los de
transcrito podrian ser que la respuesta a estrés varia en cada érgano de la planta y esta
intimamente asociado con la intensidad del estrés al que se somete la planta. Aunado
a esto, mecanismos postranscripcionales/ postraduccionales podrian estar
involucrados en el proceso de conversién de ARNm a proteina y modificaciones de la
misma proteina, por ejemplo, estas modificaciones posteriores a su traducciéon pueden
ser desde la exclusidn del péptido sefial hasta procesos de fosforilacidn y glicosilacion.
Estas modificaciones estan ligadas con la funcionalidad de la proteina y la localizacion
subcelular (Yan et al., 2005). También podria ser que las proteinas difieren
sustancialmente en su tiempo de vida y por ultimo siempre existe un error experimental
tanto en los experimentos que involucran ARNm, asi como los de proteinas
(Greenbaum et al., 2003).

En el caso especifico de PSBA creemos que se debe a las modificaciones
postraduccionales, ya que la expresion génica estd controlada por PTM’s esto se ha
visto en los cloroplastos de algas verdes y en plantas superiores (Grabsztunowic et al.,
2017). El estrés hidrico podria causar la fosforilacion de las proteinas del PSII, incluidas
la D1, la fosforilacién la causa la luz sin embargo el estrés hidrico la potencializa,
ayudando a la proteccién del fotosistema Il del dafio oxidativo en plantas superiores
(Huo et al., 2015). El proceso de fosforilacion de estas proteinas esta mediado por
kinasas (Giardi et al., 1996). Como complemento a nuestros resultados, la fosforilacién
de la proteina D1 se comprobd in silico a partir de la plataforma bioinformatica IPTMnet
(Ross et al., 2017) donde se fosforilan los residuos Thr2 y Ser232. Asi también, nos dio
como resultado que esta proteina es sensible a la acetilacion en el residuo Thr2. Los
residuos de treonina en el N- terminal de la proteinas D1 han sido reportados como los
lugares donde ocurre el proceso de fosforilacion reversible, el proceso de fosforilacion
esta mediado por STN8 kinasa y ante condiciones de poca luz actta la STN7 kinasa. La

fosforilacién de las proteinas del fotosistema I, incluyendo la D1, juegan un papel
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fundamental para la reparacion del PSIl ya que facilita la migracién del PSIl dafiado de
la grana al estroma en los cloroplastos (Jarvi et al.,, 2015). La importancia de la
fosforilacion fue estudiada por Giardi et al., (1996) ya que reportaron que una larga
exposicion de plantas de chicharo (Psidium sativum) a déficit hidrico incrementa de
manera significativa la fosforilacion de la proteina D1. Sin embargo, estos resultados se
contradicen con los reportados por Liu et al (2009), los cuales afirman que las proteinas
fosforiladas disminuyen ante estrés hidrico, es decir existe una desfosforilacién lo cual
es necesario para la degradacion de D1. Se ha reportado que para la reparacion del PSII
es necesario la fosforilacion de las proteinas del PSIl para que después ocurra la
monomerizacion del dimero (D1 y D2), la migracién de grana al estroma en la
membrana de los tilacoides, el proceso de desfosforilacion de las proteinas D1, D2 y
CP43, la degradacion de la proteina D1 (Jarvi et al., 2015) y el reensamblase de las
nuevas proteinas D1 sintetizadas en un complejo PSII funcional (Wang et al., 2015). Por
lo que podemos decir que la fosforilacién de la proteina D1 regula su degradacioén,
manteniéndola almacenada asi hasta su remplazo y también puede intervenir en la
regulaciéon de la dimerizacién del centro de reaccion (Rintamaki et al., 1995 Santini et

al., 1994).
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Conclusiones

Se amplificd secuencias parciales de los genes de aNAC y PSBA en Sorghum
bicolor (L) Moench.

A partir de un analisis bioinformatico se identific6 dos posibles PNP’s no
reportado en el genoma/proteoma del sorgo, los cuales son: Sorbic 002G234500
y Sorbic 010G240400.

El andlisis de expresion en tiempo real mostré que el transcrito de aNAC no sufre
cambios en sorgo sin micorriza, asociado a Glomus clarum y bajo condiciones de
estrés hidrico, comparado con su control.

oNAC aumenta significativamente su expresién cuando la planta estd asociada
al consorcio selva en comparacion con el control sin micorriza en presencia y
ausencia de estrés hidrico.

Existe una correlaciéon en la expresion transcrito-proteina en la subunidad aNAC.
La expresidn de PSBA disminuye ante estrés hidrico mientras que la proteina D1
aumenta, no existié cambios significativos al asociarse las micorrizas.

No existié una correlacién en la expresion transcrito-proteina ante déficit hidrico

en la proteina D1 (PSBA).
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Anexos

Anexo 1: Buffer de lisis para la extraccion de ADN (Lodhi et al., 1994)

Componente del Buffer Concentracidén
Tris HCI 0.1M
NacCl 1.4 M
EDTA 0.02 M
CTAB 2%
B-mercaptoetanol 0.3%

Anexo 2: Secuencias en aminoacidos de los genes aNAC y PSBA

e Nascent polypeptide-associated complex subunit alpha-like protein 1 (adNAC)
>XP 002467858.1 hypothetical protein SORBIDRAFT 01g035320
[Sorghum bicolor]
MTAQTAEELATQIEQOKLEEQKTEAEEVVVEDEEDDDEDDDDDDKDDDELDGQEEDASGKSKQS
RSEKKSRKAMLKLGMKSTITGVSRVTVKKSKNILEFVISKPDVFKSPNSDTYVIFGEAKIEDLSSQ

LQSQAAEQFKAPDLSQMISSPETSGPGQEDNEBEVDETCVEARDIBLVMTOATVSRSRAVKALK
ASNGDIVTAIMDLTN

Amarillo: sitio de union al ADN

Verde: dominio UBA (nucleétido 161-207)
Morado: dominio NAC (nucledtido 69-122)

e Probable membrane-associated 30 kDa protein, chloroplastic-like (PSBA).
>XP 002456776.1 hypothetical protein SORBIDRAFT 03g042550
[Sorghum bicolor]
MEIRAQPTSLRLAPPPASASFRRTPLRTSFLKGNVSLKVVQVRQSNVNRFKCNSIRSNLFERLT
RVVRSYANSVLSSFEDPEKILEQAVLEMNDDLTKMRQATAQVLASQKRLENKYKAAEQASADWY
RRAQLALQKGDEDLAREALKRRKSYADNASSLRSQLDOQOQKGVVENLISNTKVLESKIAEAKQKK
DTLKARAQSAKTATKVSEMLGNVNTSSALSAFEKMEEKVMAME SQAEALGQLATDDLEGKFALL
ETSSVDDDLSQLKKELSGSSLKGELPPGRAAVSNSGAGRPFPDLEIESELNELRRKAKEY

Amarillo: dominio PspA (nucledtido 58-275)
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Anexo 3: Purificacion de ADN con el kit Wizard de PROMEGA

Los fragmentos amplificados se purificaron a partir de un gel de Agarosa 2%
(SIGMA), en donde se obtuvieron las bandas de interés y se pusieron en tubos eppendorf
de 1.5 mL. A cada tubo se afiadié 10 pL de la solucién Membrane binding por cada 10
mg del peso del gel. Se agitd en Vortex y se incubd a 65 °C hasta que el gel se disuelva
en la solucidn. El gel disuelto se transfirid a una minicolumna colocada en un tubo de
colecta y se incubo a temperatura ambiente por un minuto, posteriormente se
centrifugé a 16,000 g por un minuto para descartar el sobrenadante y reinsertar la
columna en el tubo de colecta. Se afiadié 700 uL de la solucion membrane wash y se
centrifugéd a 16,000 g por 1 min, se descarté el sobrenadante y se reinserté la
microcolumna en el tubo de colecta. Se realizé un segundo lavado afiadiendo 500 pL de
la solucion membrane wash y se centrifugé a 16,000 g por 5 min. Posteriormente para
eliminar los residuos de etanol se centrifugd por 1 minuto a 16,000 g y se dejo la
columna a temperatura ambiente por 20 minutos. La microcolumna se pasé a un tubo
eppendorf nuevo de 1.5 ml y se le afiadid 30 uL de agua libre de nucleasas y se incubo
durante 1 min a temperatura ambiente. Para finalizar se centrifugé a 16,000 g por 1 min,
se desechd la microcolumna y se almacené el sobrenadante con el ADN purificado a 4
°C.
Anexo 4: Caracteristicas de los oligonucledtidos disenados, las caracteristicas

son de acuerdo con el programa DNAstar
e Caracteristicas de los oligonucledtidos FaNAC y RaNAC

FaNAC: F 5'-AGGAGCTCGCCACCCAGAT-3’

RaNAC: R 5'-AGTTTCGTCGACCTCCTCATT-3

F-63.1% GC, R-47.6% GC, dTm de 2.4° C, Temperatura de alineamiento de 58.3 °C,
la longitud del fragmento es de 479 pb en ARNm.

e Caracteristicas de los oligonucledtidos FPSBA y RPSBA

FqpsbA: F 5'- CAAAAGGGTGACGAGGAT T-3°

RqpsbA: R 5°- GCACGAGCTTTTAGGGTAT -3°

F-47.3% GC, R-47.3% GC, dTm de 0.4 °C, Temperatura de alineamiento de 52 °C,

la longitud del fragmento es de 191 pb en ARNm.
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e Caracteristicas de los oligonucleétidos FPNP y RPNP (previamente disefiados)
FPNP: 5'- GTCGGAGGTACAGGGTTCG-3’
RPNP: 5'-CATATCCTGCAGAAGAAAAGAA-3’

Anexo 5: Medio Lb
0.5% de extracto de levadura, 1% de peptona de caseina, 0.5% de NaCl y se

requiere agar bacterioldgico se afiade un 1.3%.

Anexo 6: Soluciones Birnboim
A) Birnboim I: Tris HCl pH 8 a 25 mM, EDTA pH 8 a 10 Mm, glucosa al 50 mM, la
solucidn se esteriliza y almacena a 4 °C
B) Birnboim II: NaOH 0.2 N, SDS 1%. Preparar esta solucién al momento de
utilizarse.
C) Birnboim lll: 60 mL de acetato de potasio al 5 M, 11.5 mL de acido acético glacial

y 28.5 mL de agua destilada.

Anexo 7: Protocolo de extraccion de ARN (PureZol) de Biorad

Se pesaron aproximadamente 100 mg de tejido vegetal a los cuales se les afiadid
1 ml de PureZol por cada 50-100 mg de tejido vegetal e inmediatamente se homogenizd
por 30-60 s. El lisado se incubd a temperatura ambiente por 5 min, posteriormente se
afadié 0.2 ml de cloroformo por 1 ml de PureZol usado en el primer paso, se cubrio el
tejido y se agit6 por 15 s, se incubd por 5 min a temperatura ambiente, mezclandose
periddicamente, se centrifugd a 12,000 x g por 5 min a 4° C. La fase acuosa se transfirié
a un nuevo tubo libre de RNAsa. Se afiadid 0.5 mL de etanol absoluto por cada mililitro
de PureZOL anadido en el paso uno. Se agité vigorosamente y se incubd a temperatura
ambiente por 5 min. Se centrifugd a 12,000 x g por 10 min a 4 °C. El ARN apareciéo como
una pastilla blanca en el fondo del tubo, por lo que se descarté el sobrenadante., se
realizé un lavado de la pastilla con 1 mL de etanol al 75% por cada mililitro de PureZOL
afadido en el paso 1, las muestras se agitaron en vortex y se centrifugaron a 7500 x g
por 5 min a 4 °C, el sobrenadante se descarté cuidadosamente. La pastilla de ARN se
secd aproximadamente 20 min para posteriormente resuspenderla en 40 pL de agua

tratada con DEPC.
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Anexo 8: Protocolo de sintesis de cADN del kit Scientific First Strand Synthesis
Kit (Thermo scientific)

A un tubo libre de RNAsa se le afiade lo siguiente:

10 x dsDNase Buffer 1ul
DsDNase 1ul
RNA templado 1pg-5 pg de ARN total
Agua libre de nucleasas A 10 pL
Volumen total 10 uL

La reaccion se mezcld y se centrifugd, posteriormente se incubd por 2 min a 37 °C,
se enfrié en hielo, se centrifugd y se mantuvo en hielo. Al mismo tubo se afiadid los

siguientes componentes:

5x Reaction mix 4 L
Maxima Enzyme mix 2 uL
Agua libre de nucleasas 4 M plL

La reaccidn se mezcld vigorosamente y se centrifugo, posteriormente se incubd a
25 °C por 10 min y después a 50° C por 10 min. Para terminar la reaccién se calenté a 85
°C por 5 min. El producto final de la sintesis del ADNc se utilizé para la gRT-PCR y se

almacend a -20 °C.
Anexo 9: Caracteristicas de los oligonucleétidos diseiiados para PCR en tiempo

real, las caracteristicas son de acuerdo con el programa DNAstar

e Caracteristicas de los oligonucledtidos FaNAC y RaNAC
FqaNAC: F 5 - TCCCACAACTCCGAGACACCAA--3’
RqaNAC: R 5 - TCCATCGAGTTCATCCATCATCCTT -3
F-54.5% GC, R-44% GC, dTm de 2.6 °C, Temperatura de alineamiento de 57.8 °C,
la longitud del fragmento es de 179 pb en ARNm.
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e Caracteristicas de los oligonucledtidos FPSBA y RPSBA

FQPSBA: F 5'- CAAAAGGGTGACGAGGATT-3’

RQPSBA: R 5'- GCACGAGCTTTTAGGGTAT -3°

F-47.3% GC, R-47.3% GC, dTm de 0.4 °C, Temperatura de alineamiento de 52 °C,

la longitud del fragmento es de 191 pb en ARNm.

Anexo 10: Resultados RT-qPCR del gen PSBA en Sorghum bicolor asociado a

hongos micorrizicos en presencia y ausencia de estrés hidrico

Expresion Desviacion
Tratamiento Promedio
normalizada estandar
1
Control 1 1 0
1

0.167805407
Sorghum bicolor estresado hidricamente 0.143407705 0.21055609 | 0.09595398

0.320455169

0.541435396

Sorghum bicolor no estresado asociado al hongo
0.947060029 0.74672582 | 0.20285773
micorrizico Glomus clarum
0.751682043
0.574957721
Sorghum bicolor estresado asociado al hongo
0.362703133 0.41187388 |0.14489701
micorrizico Glomus clarum
0.2979608

Sorghum bicolor no estresado asociado al consorcio 0.771031182
0.59186975 | 0.25337252

selva 0.412708325

0.330990361
Sorghum bicolor estresado asociado al consorcio selva 0.610555541 0.43769001 | 0.15107155

0.371524119
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Anexo 11: Resultados RT-qPCR del gen aNAC en Sorghum bicolor asociado a

hongos micorrizicos en presencia y ausencia de estrés hidrico

Expresion Desviacion
Tratamiento Promedio
normalizada estandar
1
Control 1 1 0
1

0.586586863

Sorghum bicolor estresado hidricamente 0.50651373 | 0.113240516
0.426440589
Sorghum bicolor no estresado asociado al hongo 2.261191742

1.69069 0.806806475
micorrizico Glomus clarum 1.120195082
Sorghum bicolor estresado asociado al hongo micorrizico 1.067140401

1.14557 0.11120436
Glomus clarum 1.224407115
3.197808029

Sorghum bicolor no estresado asociado al consorcio selva 2.60848 0.833435196
2.019152672
0.501301342

Sorghum bicolor estresado asociado al consorcio selva 0.61860197 0.613469 1.109692651

0.720506491
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Anexo 12: Andlisis de varianza y Prueba de Tukey entre los tratamientos en el

gen aNAC

ANOVA de un solo factor: Control, T1, T2, T3, T4, T5

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia o = 0.05

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
Factor 6 Control, T1, T2, 73, T4T5

Analisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MCAjust. Valor FValorp
Factor 5 6.569 13137 754  0.007
Error 8 1395 0.1744

Total 13 7.964

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

0417553 8249% 71.54% 30.47%

Medias

Factor Media Desv.Est. IC de 95%
Control 1.000 0.000 (0.444, 1.556)
T1 0.5065 0.1132 (-0.1743,1.1874)

N
3
2
T2 2 1691 0.807 (1.010, 2.372)
2
2
B

T3 1.1458 0.1112 (0.4649, 1.8266)
T4 2.608 0.833 (1.928, 3.289)
TS5 0.6135 0.1097 (0.0576, 1.1694)

Desv.Est. agrupada = 0.417553

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%
Factor N Media Agrupacion

T4 2 2608 A

T2 2 1691 A B
T3 2 11458 A B
Control 3  1.000 B
T5 3 06135 B
T1 2 0.5065 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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95% Confidence Intervals (Tukey)

Tratamiento 4 - Tratamiento 5 - L @ |
Tratamiento 3 - Tratamiento 5 - k — 1
Tratamiento 3 - Tratamiento 4 - k ® 4
Tratamiento 2 - Tratamiento 5 = @ 1
Tratamiento 2 - Tratamiento 4 - L ® —
Tratamiento 2 - Tratamiento 3 4 3 —0 |
Tratamiento 1 - Tratamiento 54 I @ 1
Tratamiento 1 - Tratamiento 4 # ® T
Tratamiento 1 - Tratamiento 3 - b o— 1
Tratamiento 1 - Tratamiento 2 - L & =]

Control - Tratamiento 54 ———1

Control - Tratamiento 4 - L et 1:

Control - Tratamiento 3 i @+ 1

Control - Tratamiento 2+ b o—

Control - Tratamiento 1 i B — 1 .

-4 -2 0 2 4

Difference between group means
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Anexo 13: Andlisis de varianza y Prueba de Tukey entre los tratamientos en el
gen PSBA
ANOVA de un solo factor: Control, T1, T2, T3, T4, T5

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia o = 0.05

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
Factor 6 Control, T1, T2 T3, T4TS

Analisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MCAjust. Valor F_Valorp
Factor 5 1.1640 0.23281 10.14 0.001
Error 11 0.2526 0.02296

Total 16 14166

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado)  (pred)
0.151523 82.17% 74.07% 51.96%

Medias

Factor N Media Desv.Est. IC de 95%
Control 3 1.000 0.000 (0.807,1.193)
T1 3 0.2106 0.0960 (0.0180, 0.4031)
T2 3 0747 0.203 (0.554, 0.939)
T3 3 04119 0.1449 (0.2193, 0.6044)
T4 2 0592 0.253  (0.356, 0.828)
T5 3 04377 0.1511 (0.2451, 0.6302)

Desv.Est. agrupada = 0.151523

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%
Factor N Media Agrupacion

Control 3 1000 A

T2 3 0747 A B

T4 2 0592 A B C
TS5 3 04377 B C
T3 3 04119 B C
T1 3 0.2106 «

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
ICs simultaneos de 95% de Tukey

Gréafica de intervalos de Control, T 1, ...
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95% Confidence Intervals (Tukey)

Tratamiento 4 - Tratamiento 5 - | —— ——
Tratamiento 3 - Tratamiento 5 - —G———
Tratamiento 3 - Tratamiento 4 - f——————1
Tratamiento 2 - Tratamiento 5+ ——
Tratamiento 2 - Tratamiento 4 - | e a—
Tratamiento 2 - Tratamiento 3 - It ]
Tratamiento 1 - Tratamiento 54 i
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