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RESUMEN

Las plantas son organismos sésiles incapaces de escapar de las condiciones ambientales
cambiantes que son, en ocasiones, adversas. EsS por eso que, para sobrevivir, han
desarrollado una gran diversidad de mecanismos moleculares, fisiol6gicos y bioquimicos
para adaptarse a la variabilidad ambiental. Uno de los tipos de estrés que las plantas
enfrentan con mayor frecuencia es la sequia. Este representa el principal factor que limita
la productividad agricola y se prevé que el efecto negativo causado por esta condicion, sera
mas grave en las proximas décadas. Por lo tanto, es de suma importancia entender los
mecanismos que otorgan una mayor tolerancia a este tipo de estrés, con el fin de generar
cultivos mas tolerantes a la sequia. El amaranto de grano es una planta que no sélo genera
semillas con alto valor nutricional, sino que ademas posee caracteristicas agronémicas
deseables, y ha mostrado ser sumamente tolerante a la deficiencia de agua. Sin embargo,
poco se conoce sobre los mecanismos responsables de su tolerancia a la sequia. En este
trabajo, se realiz6 un analisis comparativo entre distintas especies de amaranto con
tolerancia contrastante al estrés hidrico, con el fin de identificar respuestas comunes y/o
divergentes ante este tipo de estrés. Se evaluaron los cambios en la expresion de genes
asociados al metabolismo de los oligosacaridos de la familia de la rafinosa (RFO) y de la
trealosa. También, se midi6 el contenido de carbohidratos no estructurales (CNE) y prolina.
De todos los genes evaluados, se observaron patrones de expresion definidos en aquellos
asociados a los RFO, y en algunos otros asociados al metabolismo de trealosa. Se encontro
que la expresion de los genes codificantes de enzimas clave en la sintesis de RFO fue
dependiente de la especie, organo y grado de estrés aplicado. En condiciones de sequia
severa se observd una alta induccion de estos genes, que fue mayor en las especies
tolerantes (i.e., A. hypochondriacus y A. cruentus) gue en las susceptibles (i.e., A. caudatus
y A. hybridus). Se observd también, que la deshidratacion en amaranto, ocasiond la
modificacion diferencial de distintos tipos de CNE, en forma tejido especifica, en las
distintas especies. Parte de la respuesta incluyo una acumulacion significativa de
sacarosa, acompanada con una reduccion en los niveles de almidoén, principalmente en
estrés severo. Asimismo, se detectdé un aumento gradual de prolina dependiente de la
intensidad del estrés y del genotipo. A nivel cualitativo, las respuestas activadas por estrés
hidrico, fueron muy similares en amaranto de grano y en A. hybridus. Sin embargo, a nivel
cuantitativo, las diferencias en estas respuestas, podrian estar asociadas a la tolerancia
diferencial a la sequia observada en las distintas especies de amaranto analizadas.



ABSTRACT

Plants are sessile organisms that are unable to escape from constantly changing
environmental conditions. Thus, in order to survive they have developed a great diversity of
molecular, physiological and biochemical responses. Drought stress occurs frequently and
is the main hindrance affecting agricultural productivity in the world. Its negative effect is
expected to be increasingly harmful in the coming decades. Therefore, it has become
extremely important to understand how plants withstand drought and the mechanisms that
confer greater tolerance to this particular stress condition. Progress in this respect will allow
the generation of more drought-tolerant crops. Grain amaranths are plants that not only
produce highly nutritional seeds, but also possess very desirable agronomic characteristics
and have a drought-adapted nature. However little is known about the mechanisms
responsible for their drought-tolerance. In this work, we compared four amaranth species
that differed in their tolerance to water stress (WS) in order to identify common and/ or
divergent responses to this condition. We evaluated the changes on the expression of genes
related to the raffinose family oligosaccharides (RFO’s) and to trehalose-related
metabolism. We also measured the content of nonstructural carbohydrates (NSC) and
proline. From the battery of genes evaluated, we found definite patterns in the expression
of the RFO’s genes and in some of the trehalose-related genes. We also found that the
expression genes coding for key RFO biosynthetic enzymes was dependent of the genotype,
tissue examined, and WS level applied. Under severe drought conditions, RFO biosynthesis
genes were highly up-regulated, and this expression was higher in tolerant species (i.e., A.
hypochondriacus and A. cruentus) than in susceptible ones (i.e., A. caudatus and A.
hybridus). It was also observed that drought caused the tissue-dependent modification of
the content of some NSCs in the different species examined. Part of the response included
a significant accumulation of sucrose, accompanied by a reduction in starch levels, mainly
in severe stress. Likewise, a gradual increase of proline, which was dependent on the
intensity of the stress and on the genotype, was detected. At the qualitative level, the
responses activated by WS were very similar in grain amaranth and in A. hybridus. However,
at the quantitative level, the differences in these responses could be associated with the
differential tolerance to drought observed in amaranth species.



1) INTRODUCCION

A nivel mundial, la produccion de cultivos esta limitada por la escasez de agua mas que
por cualquier otro tipo de estrés ambiental, ya que casi todos los anos alguna region de la
Tierra es golpeada por la sequia. El cambio climatico, que se pronostica que resultara en
un aumento de la demanda de agua en los cultivos, en la disminucion de la extension de
tierras cultivables y en un avance progresivo de la desertificacion, exacerbara este
problema. Se predice que el calentamiento global tendra un efecto negativo general en el
crecimiento de las plantas debido a que las altas temperaturas afectaran su desarrollo,
resultando en una pérdida drastica de la productividad agricola, que ocasionara una crisis
en la produccion de alimentos y por lo tanto episodios de hambruna entre la poblacién
(Cattivelli et al. 2008, Bita et al. 2013). Los cultivos futuros y la seguridad alimentaria
mundial se enfrentaran a retos adicionales por el aumento en la poblacion que se estima
alcance los 9.1 mil millones para el ano 2050. Teniendo en cuenta este aumento, el
rendimiento de los cultivos debe ser mejorado principalmente en las zonas donde es
probable que ocurra escasez de agua para el ano 2025 (Pennisi 2008). La agricultura
global debera aumentar de un 60-110% para satisfacer la demanda. Asimismo, es urgente
aumentar la productividad agricola con plantas de mayor calidad nutricional para 854
millones de personas (aproximadamente el 14% de la poblacién) que se encuentran
desnutridas de manera crénica (FAO 2003). En vista de este escenario, es fundamental
entender como las plantas responden ante los factores ambientales adversos, ya que estas
ofrecen el Unico recurso renovable, no s6lo como alimentos, sino también como fuente de
energia. El estudio de los mecanismos empleados por las plantas para hacer frente a
diversos tipos de estrés, asi como el desarrollo de las técnicas biotecnoldgicas, es una
estrategia que puede ser utilizada para el mejoramiento de cultivos que tengan mayor
adaptabilidad y tolerancia a la limitacion de agua. Asi también, el conocimiento de la
biologia de plantas es una poderosa herramienta para una mejor utilizacion de los recursos
naturales, y podria contribuir significativamente a estabilizar la produccion alimentaria en

paises en desarrollo o en regiones aridas o semiaridas (Athar & Ashrab 2009).



2) ANTECEDENTES

2.1 ESTRES EN PLANTAS

A través de su ciclo de vida, las plantas se enfrentan a multiples tipos de estrés que alteran
su fisiologia, crecimiento y desarrollo. El estrés es el efecto negativo que un organismo
puede sufrir, éste puede ser clasificado como interno y externo. El interno es derivado de
mutaciones o divisiones celulares anormales que pueden provocar cambios metabdlicos.
El estrés externo puede tener un origen biético o abiotico. El bibtico es provocado por
agentes bioldgicos, como hongos, herbivoros, virus o patégenos, mientras que el abidtico
es causado por cambios fisicos y quimicos en el medio (Madlung y Comai 2004). Entre los
tipos mas comunes de estrés abidtico se encuentran la sequia, salinidad, altas y bajas
temperaturas, oxidacion, radiacion y la presencia de toxinas contaminantes (e.g., metales
pesados) en el ambiente (Bhatnagar-Mathur et al. 2008). Las plantas, al ser organismos
sésiles, no pueden escapar de las condiciones ambientales desfavorables. Por lo tanto,
son mas propensas a los efectos perjudiciales de éstas y han desarrollado a través de la
evolucion respuestas Unicas y sofisticadas, y como tal, su supervivencia depende de su
capacidad para responder con rapidez al estrés ambiental. A pesar de que el estrés no
necesariamente amenaza la supervivencia de la planta, éste puede alterar procesos
fisioloégicos en distintos niveles, que van desde la interrupcion de las funciones vitales
normales, hasta el colapso del tejido completo. Para contrarrestar estos danos, las plantas
estan equipadas con un amplio conjunto de mecanismos de defensa; algunos de éstos son
constitutivos y otros sélo son activados cuando una senal especifica es percibida. La
cascada de eventos que ocurren en respuesta a ambas categorias consiste en: (a) la
movilizacion de redes de transduccion de senales; (b) la induccion de la expresion de un
conjunto de genes; (c) la sintesis de proteinas especificas, y (d) acumulacion de solutos
compatibles, como ciertos azlcares y aminoacidos. Todo este conjunto de cambios
representan el esfuerzo para superar la situacion de estrés, mantener la homeostasis y
lograr adaptarse (Hazen et al. 2003, Shao et al. 2007, Agrawal et al. 2010).

La supervivencia en ambientes hostiles implica el desarrollo de mecanismos de tolerancia,
resistencia o escape. Las plantas que desarrollan tolerancia a un factor dado, superan con
el tiempo, los efectos de este factor sin sufrir lesiones y pueden reproducirse bajo

condiciones adversas. El desarrollo de resistencia refleja la capacidad de superar al



entorno adverso mediante la activacion de ciertos mecanismos de respuesta. A su vez, el
escape evita que las plantas se expongan al estrés antes de haber asegurado el éxito
reproductivo. Sin embargo, el grado de adaptabilidad es distinto entre una planta a otra 'y
varia de bajo a alto grado. En ocasiones, éstas son incapaces de ajustarse a determinada
condicion y se vuelven sensibles o no sobreviven (Wang et al. 2003). Dependiendo del
grado de plasticidad que una planta posee para hacer frente a una nueva condicion
ambiental y en respuesta a algun tipo de estrés, pueden ocurrir cambios morfologicos,
anatomicos vy fisiologicos. Estos cambios pueden afectar el crecimiento de la planta, su

productividad, su perfil metabdlico y su potencial nutricional (Altman 2003).

2.1.1 Estrés Abidtico

Dentro de los tipos de estrés, el abidtico es el principal factor que limita la produccion
agricola en el mundo. Particularmente la sequiay salinidad son devastadoras para el medio
ambiente ya que limitan la productividad y distribucion geografica de las plantas, causando
asi una severa reduccion en los rendimientos de los cultivos (Redondo-Goémez 2013).

Ya que las plantas estan constantemente expuestas a estos tipos de estrés, desencadenan
una serie de respuestas para afrontar el dano, que conducen a la activacion de vias de
senalizacion y la alteracion de los niveles de expresion de genes. Las vias de senalizacion
implican ciertos pasos clave, tales como la percepcion y la transduccion de la senal, y la
capacidad de respuesta combinada con la activacion fisiolégica y de las reacciones
metabdlicas (Liu et al. 2014). En este proceso, las células vegetales primero perciben un
estimulo de estrés a través de receptores localizados principalmente en la membrana
celular. A continuacion, las moléculas de senalizacion del receptor se activan a través de
los segundos mensajeros intracelulares tales como iones de calcio, especies reactivas de
oxigeno (ROS), nucleédtidos ciclicos (AMPc y GMPc), azlcares y O6xido nitrico.
Posteriormente, estos segundos mensajeros inician las rutas de senalizacion
correspondientes para la transduccion de las senales (Bhargava y Sawant 2013). La
fosforilacion y desfosforilacion de proteinas reguladas por proteinas cinasas y fosfatasas,
respectivamente, es un mecanismo importante en varias vias de transduccion de senales.
Por ejemplo, las MAPK cinasas y las cinasas dependientes de calcio (CDPK) son bien
conocidas por su papel en la sequia (Bartels y Sunkar 2005). Al final de la cascada de

fosforilacion, factores de transcripcion (FT) se activan o se suprimen y regulan directamente



la expresion de un conjunto de genes rio abajo mediante la interaccion con los elementos
cis-especificos en su region promotora (Danquah et al. 2014). Ademas, los FT mismos
estan regulados a nivel de transcripcion por otros componentes (Hirayama y Shinozaki
2010) y después de varias modificaciones a nivel post-transcripcional, forman una red de
regulacion compleja que modula la expresion de genes de respuesta a estrés, y la
regulacion de diversos procesos fisiologicos y metabdlicos (Mizoi et al. 2013).

Las respuestas de las plantas a nivel gendmico pueden ser de tres tipos: (1) cambio en la
expresion de genes que codifican proteinas que juegan un papel importante en las
cascadas de senalizacion y del control de la transcripcion (Zhu 2001); (2) cambio en la
expresion de genes cuyos productos pueden conferir proteccion inmediata a membranas y
proteinas (Bray 1997), y (3) cambio en la expresion de genes que estan implicados en la
absorcion de agua y transporte de iones (Blumwald 2000). Uno de los mecanismos
utilizados por las plantas para minimizar los efectos deletéreos causados por estrés
abiotico es la sintesis de solutos compatibles. Aminoacidos, aminas cuaternarias,
poliaminas y algunos azucares como sacarosa y rafinosa, son algunos de los solutos

compatibles mas importantes acumulados bajo estrés (dos Santos et al. 2011).

2.1.1.1 Estrés por sequia

Mas del 40% de la tierra esta bajo condiciones climaticas aridas o semiaridas. En estos
ambientes, el agua es el principal factor limitante para la produccion de alimentos. El efecto
de la sequia en plantas es complejo y se produce ya sea por la escasa cantidad de agua,
causada por la falta de suficiente lluvia, o debido a la calidad insuficiente de la misma, es
decir, cuando ésta se es parte de habitats salinos (Cattivelli et al. 2008). Este es un proceso
complejo que necesita ser entendido por muchas disciplinas con el fin de superar y
minimizar el dano que causa. Las respuestas de las plantas a sequia también son muy
complejas pues varian dependiendo de la frecuencia, el grado del estrés y los patrones de
sequia, tanto atmosféricos como del suelo. Este es un tipo estrés que puede estar asociado
a otros tipos de estrés como las altas temperaturas. Los modelos existentes sobre el
cambio climatico predicen que la sequia aumentara en severidad y frecuencia, lo que
traera consecuencias negativas en el crecimiento y desarrollo normal de las plantas (Walter
etal. 2011).



2.1.1.2 Respuestas de defensa a sequia en plantas
El estrés por sequia, es una condicion de restriccion de humedad que es el resultado de
una cantidad insuficiente de agua disponible para el mantenimiento de los procesos
fisiolégicos normales, tales como la fotosintesis y la homeostasis global de la célula.
Las principales consecuencias de la falta de agua en las plantas son la deshidratacion en
las células y los tejidos. Esta carencia de agua causa una reduccion en la tasa de division
celular y lesion de las células a través de especies reactivas de oxigeno (ROS). También
ocasiona un aumento en la temperatura interna, lo que resulta en una mayor viscosidad
del contenido celular, alteraciones en la interaccion proteina-proteina, la agregacion de
proteinas y su desnaturalizacion (Farooq et al. 2008).
Ademas, bajo deshidratacion prolongada se observa una inhibicion general del
crecimiento, que puede surgir debido a la pérdida de turgencia celular derivada de la falta
de disponibilidad de agua para las células en crecimiento. Asimismo, las plantas exhiben
disminucion en el tejido foliar, enrollamiento de las hojas y descoloramiento, asi como una
menor elongacion del tallo y proliferacion de la raiz. Muestran, también, una disminucion
en el uso eficiente del agua (UEA) y, por ende, se genera una reduccion de la productividad
entera de la planta (Li et al. 2009). La inhibicion del crecimiento de raiz es una respuesta
de adaptacion que reduce la demanda energética y moviliza metabolitos para la sintesis
de compuestos protectores requeridos para el ajuste osmotico. A su vez, la inhibicion de
las raices laterales conduce a la promocion del crecimiento de la raiz primaria y permite la
extraccion de agua de las capas inferiores de suelo (Xiong et al. 2006).
En la naturaleza, algunas especies no estan adaptadas a los ambientes secos. Debido a
esto, en muchos casos el genotipo determinara la habilidad de la planta para sobrevivir y
prosperar en entornos con baja disponibilidad de agua. La respuesta de cualquier cultivo
al déficit de agua también dependera de la etapa de desarrollo en el que se encuentre, del
UEAy de la severidad del estrés al que esté sometido (Pareek et al. 2010). Por ejemplo, en
la etapa reproductiva, las plantas son consideradas criticamente susceptibles (Moumeni
et al. 2015). Igualmente, el estrés severo puede resultar en la alteracion del metabolismo,
el arresto de la fotosintesis y, finalmente, la muerte de la planta.
Por lo que, para defenderse, las plantas responden mediante diversas estrategias,
alterando la expresion de diversos genes, modificando la actividad hormonal, sintetizando

nuevas proteinas, acumulando metabolitos protectores y azlcares, sintetizando



antioxidantes, entre otras (Joshi et al. 2016). También han desarrollado adaptaciones
protectoras que les permiten afrontar la sequia con mayor éxito, por medio de evasion, de
tolerancia, o escape. La evasion de la sequia se refiere a la habilidad de las plantas de
mantener un estatus hidrico 6ptimo cuando el agua es escasa. Por ejemplo, las plantas
desarrollan largas raices para alcanzar la humedad del suelo profundo, o reducen la
pérdida de agua cerrando los estomas en la superficie de la hoja (Comas et al. 2013). La
tolerancia a sequia se refiere a la habilidad de las plantas de soportar la pérdida de agua
y reestablecer el crecimiento cuando las condiciones de humedad vuelvan a ser 6ptimas,
manteniendo, mientras tanto, la actividad fotosintética normal y la toma eficiente de agua.
Esto lo logran mediante el ajuste osmético y cambios en su metabolismo. Finalmente, el
escape se presenta cuando las plantas sufren un acortamiento del ciclo vegetativo o de
vida antes de la manifestacion del estrés (Blum 2005, Clauw et al. 2015, Bhargava y
Sawant 2013).

La acumulacion de compuestos osmoprotectores y cambios en las fitohormonas, son
algunas de las respuestas mas comunes de todas las plantas ante el estrés hidrico (Hare
et al. 1997). El acido abscisico (ABA) es rapidamente producido durante la sequia,
desencadenando una cascada de respuestas fisiologicas reguladas por una red de
transduccion de senales. Durante episodios de sequia, el ABA acumulado en la vasculatura
de la planta es transportado a las células guardianas en respuesta a cambios de pH y por
transportadores especificos, o que ocasiona el cierre de los estomas, resultando en un
ajuste que le permite a las plantas tolerar mejor la sequia. Asi mismo, en respuesta al
déficit hidrico, ABA estimula una ruta de senalizacion que activa la produccion de ROS, que
a su vez induce un incremento en el Ca2* citosolico (Osakabe et al. 2014). Sin embargo, si
los estomas permanecen cerrados por largo tiempo habra una disminucion en la
concentracion de CO2 e inhibicion de la fotosintesis, y también se reducira el oxigeno
molecular, causando un dano irreversible a la maquinaria fotosintética (Bhargava et al.
2013). La tolerancia a sequia mediada por ABA se ha comprobado en diversos estudios.
Por ejemplo, en variedades tolerantes de cebada, se observé un aumento de ABA de 5
veces mas comparados con variedades susceptibles a sequia, indicando su papel en la
tolerancia al estrés (Thameur et al. 2011). También se ha reportado el rol de ABA en la
regulacion de la actividad de acuaporinas, que contribuyen al mantenimiento del estatus

hidrico en las plantas (Parent et al. 2009).



Asimismo, se ha visto que las auxinas, y en particular el acido indol acético (AlA), también
estan involucradas en la respuesta a estrés hidrico. En hojas de trigo, la tolerancia a la
sequia fue acompanada por una disminucion en el contenido de AlA (Xie et al. 2003). En
plantas de arroz se observé una regulacion negativa de IAA, que facilitd la acumulacion de
proteinas de embriogénesis tardia (LEA, por sus siglas en inglés), permitiendo una mejor
adaptacion a la sequia (Zhang et al. 2009).

Igualmente, se encontrd que los niveles enddgenos de zeatinas y giberelinas disminuyeron
en hojas de maiz sometidas a estrés hidrico, lo cual se correlacion6 con altos niveles de

dano celular e inhibicidon en el crecimiento de las plantas (Wang et al. 2008).

Otro mecanismo de defensa de las plantas a sequia, se basa en la sintesis de solutos
compatibles, como polioles, glicina betaina y prolina, que al acumularse bajo estrés hidrico
impiden la pérdida de agua de las células. El aminoacido prolina, esta involucrado en el
ajuste osmoético celular y en la proteccion de los componentes celulares durante la
deshidratacion (Zhang et al. 2015). El ajuste osmoético ayuda a mantener la turgencia de
las células, lo que permite el alargamiento celular y el crecimiento de la planta durante el
estrés hidrico. También, permite que los estomas se mantengan al menos parcialmente
abiertos y que la asimilacion del CO2 continle en situaciones en las cuales los potenciales
de agua existentes serian, de otro modo, inhibitorios (Joshi et al. 2016). La prolina también
funciona como eliminador de radicales libres y suprime el dano mediado por éstos durante
el déficit de agua. Varios estudios han indicado que el contenido de prolina se incrementa
durante la sequia, y que la acumulacion esta asociada a una mayor tolerancia a este tipo

de estrés en diversas plantas (Zhang et al. 2015).

En numerosos estudios se han identificado la expresion de diversos genes responsivos a
sequia y que son inducidos especificamente bajo estrés. Estos genes incluyen aquellos
asociados a la sintesis de osmoprotectores y biosintesis de ABA, acuaporinas, proteinas
LEA y chaperonas, genes relacionados con la homeostasis de iones (e.g., SLAC1 y GORK),
y genes de senalizacion, entre otros. Se ha reportado que el gen NCED3, en Arabidopsis,
codifica a una enzima que cataliza un paso clave en la biosintesis de ABA y su expresion
es rapidamente inducida por estrés hidrico en tejido vascular (Osakabe et al. 2014).

Ademas, los genes codificantes de factores de transcripcion (FT) son particularmente



interesantes ya que actlan como sensores maestros y desencadenan la expresion
simultanea de un gran ndmero de genes responsivos a estrés (Okasabe et al. 2014).
Mediante un analisis transcriptomico con plantas de Arabidopsis sometidas a sequia, se
identificaron alrededor de 104 FT, cuya expresion se modifico tras la exposicion al estrés
(Rhizky et al. 2004). Ya que la sequia esta acompanada por el incremento en los niveles
de ABA, muchos de estos FT son especificamente activados por esta hormona. Algunos de
los FT clave que regulan la respuesta al déficit hidrico pertenecen a diversas familias, como
MYB, MYC, DREB, ERF, etc. (Osakabe et al. 2014). Los FT responsivos a ABA (ABF)
pertenecen principalmente a la familia bZIP, y se unen a elementos llamados ABRE,
presentes en los promotores de los genes inducibles por estrés (Yoshida et al. 2010). Por
otro lado, la accion de SnRK2 representa uno de los mecanismos que regulan la respuesta
rapida de adaptacion a la sequia, pues activa a ABF mediante fosforilacion, para
directamente regular un complejo receptor de ABA (PYR/RCAR), considerado como sensor
de estrés hidrico (Umezawa et al. 2010).

Se ha observado que proteinas receptoras y sensores localizados en las membranas
también juegan un papel importante en diversas vias de senalizacion. Se ha planteado que
la senalizacion de la membrana plasmatica esta involucrada en la percepcion inicial del
estatus hidrico del exterior de la célula. Un ejemplo que apoya esta posibilidad es AHK1,
una histidina cinasa localizada en la membrana plasmatica, que ha mostrado funcionar
como un osmosensor. Ademas, la sobrexpresion de AHK1 en Arabidopsis mejor6 su

tolerancia al estrés hidrico (Tran et al. 2007).

2.2 METABOLISMO DE TREALOSA

Las plantas censan y responden a cambios en los niveles de carbono y nitrogeno durante
el desarrollo y crecimiento de acuerdo a sus necesidades internas y su metabolismo. El
registro de los niveles de azucares permite a las plantas alterar la fotosintesis y apagarla
cuando los carbohidratos son abundantes. Estos procesos involucran la regulacion génica
y la actividad de proteinas que permiten a las plantas el uso eficiente de la energia
almacenada (Baena-Gonzalez 2010). La trealosa (o-D-glucopiranosil-(1—1)-a-D-
glucopiranosido), es un disacarido no reductor formado por dos moléculas de glucosa. Es

altamente soluble y dada su naturaleza no reactiva, es compatible con el metabolismo



celular, incluso a altas concentraciones. Los disacaridos no reductores juegan un rol Unico
en la biosfera, ya que proveen una fuente de energia soluble en forma de moléculas
estables que pueden funcionar como compuestos protectores. La trealosa tiene multiples

funciones y algunas de ellas son especie-especificas (Elbein 1974).

En microorganismos parece actuar como una fuente de energia durante ciertas etapas de
desarrollo, tales como la germinacion de esporas (Elbein 2003). En organismos
anhidrobidticos, se acumula en altas concentraciones y les permite sobrevivir en
condiciones de deshidratacion completa mediante la preservacion de membranas durante
periodos de sequia (Drennan et al. 1993). A la bacteria Escherichia coli, la protege contra
estrés por frio, posiblemente mediante la estabilizacion de las membranas celulares y la
prevencion de la desnaturalizacion de proteinas, mientras que en levaduras desempena
un papel en la tolerancia a estrés osmoético, calor y desecacion (Hounsa et al. 1998,
Hottiger et al. 1987, Benaroudj 2001). Asimismo, nematodos que sufren de deshidratacion
lenta, se convierten hasta un 20% de su peso seco en trealosa, lo que les ayuda a sobrevivir
la pérdida de agua (Crowe et al. 1992). Ademas, la trealosa participa en la tolerancia a
desecacion en plantas de resurreccion como Selaginella lepidophylla, Myrothammus
flabellifolius y Sporobolus atrovirens fungiendo como molécula osmoprotectora (lturriaga
et al. 2000).

Sin embargo, en la mayoria de las plantas superiores este azlcar es sintetizado en
cantidades en el rango micromolar, por lo que se ha puesto en duda el rol de la trealosa
durante estrés. Al contrario, la funcion protectora en las plantas parece ser asumida por la
sacarosa, ya que actlia como portador de carbono y energia en transporte de larga
distancia. Asimismo, durante estrés por frio y sequia, las plantas acumulan sacarosa en
lugar de trealosa (Salerno y Curatti 2003). De igual forma, la tolerancia a sequia en semillas
y polen, esta correlacionada con el contenido de sacarosa (Delorge et al. 2014). Debido a
esto, se ha descartado su participacion en el alivio de estrés abidtico, asi como su papel
como molécula osmoprotectora. Sin embargo, recientemente se ha determinado que la
trealosa puede estar jugando un papel importante como una molécula de senalizacion en
plantas y que es esencial para el desarrollo y crecimiento normal de estas (Fernandez et
al. 2010, Schluepmann et al. 2004, Bae et al. 2005).



2.2.1 Biosintesis de trealosa
Actualmente, se conocen cinco vias de biosintesis de trealosa (Figura 1). Algunos
organismos poseen s6lo una, mientras que otros utilizan maltiples vias, que son empleadas

en funcion del tipo de estrés que afecta al organismo (Paul et. al 2008).

VIA SINTESIS

Eucariontes y Procariontes

T
UDP-glucosa + glucosa-6-P — UDP-glucosa + trealosa-6-P

TPS-TPP
TPP .
UDP-glucosa + trealosa-6-P ——, UDP-glucosa + Pi + trealosa
TreP
TreP Glucosa-1-P + glucosa —— Pij + trealosa
Procariontes
Maltooligosacarido @ Maltooligosiltrealosa
TreY-TreZ
o MOTT
Maltooligosiltrealosa —  Glucosa + trealosa
TS
TreS Maltosa — Trealosa
TreT
TreT ADP-glucosa + glucosa — ADP + trealosa
CATABOLISMO
Tre
Trealasa Trealosa —» glucosa + glucosa

Figura 1. Rutas conocidas de biosintesis y catabolismo de trealosa en eucariontes y
procariontes. Se muestra la participaciéon de TPS (trealosa fosfato sintasa), TPP (trealosa
fosfato fosfatasa), MOTS (malto-oligosil trealosa sintasa), MOTT (malto-oligosil trealosa
tetrahidrolasa), TS (trealosa sintasa), TreP (trealosa fosforilasa), TreT (trealosa
glicosiltransferasa sintasa), Tre (trealasa) en diferentes rutas anabdlicas o catabédlicas.
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La biosintesis de trealosa en plantas s6lo ocurre por la via TPS-TPP (también conocida como
OtsA-OtsB). Se lleva a cabo mediante tres reacciones enzimaticas: la primera, catalizada
por la enzima trealosa-6-fosfato sintasa (TPS), involucra la union de glucosa-6-fosfato a
UDP-glucosa para producir trealosa-6-fosfato (T6P). En la segunda, interviene la enzima
trealosa-6-fosfato fosfatasa (TPP), que desfosforila la TGP para formar trealosa y fosfato
inorganico. Y por ultimo la trealosa es descompuesta en dos moléculas de glucosa por la
trealasa (TRE) (Lunn 2014).

En el genoma de Arabidopsis thaliana se han encontrado 11 genes codificantes para TPS
(AtTPS1-11), 10 para TPP (AtTPPA-J) y sélo un gen codificante para TRE (AtTRE). Ademas,
el analisis de otros genomas vegetales revel6 la presencia de familias multigénicas que
son capaces de sintetizar trealosa y que parecen estar presentes en todas las plantas
(Leyman et al. 2001, Eastmond y Graham 2003).

Los genes TPS se dividen en dos clases de acuerdo a su homologia con S. cerevisiae: los
de clase | son similares al gen TPS1 (ScTPS1), y los de la Clase Il al gen TPS2 (ScTPS2) que
en levadura codifica para una TPP. Ambas clases contienen un dominio glicosiltransferasa
similar a enzimas TPS de levadura. En A. thaliana, la clase | consiste de cuatro enzimas
TPS (AtTPS1-4). De éstas 4, sblo AtTPS1 codifica para una sintasa activa. Esta contiene
una extension N-terminal especifica de plantas, que esta ausente en enzimas de
microorganismos (Vandesteene et al. 2010). Las proteinas de clase Il (AtTPS5-11) no
muestran actividad catalitica bajo expresion heterbloga en S. cerevisiae, pues son
incapaces de complementar las mutantes tps1y tps2 (Ramon et al. 2009). El dominio TPS
de estos genes carece de los sitios de unidén necesarios para la UDP-glucosa y Glucosa-6-
fosfato lo que puede explicar su incapacidad de sintetizar T6P. No obstante, la parte C-
terminal, contiene cajas de fosfatasas conservadas, tipicas de enzimas activas del tipo TPP,
pero singularmente, éstas no actian como fosfatasas (Ramon et al. 2008). La falta de
actividad enzimatica cuantificable y de patrones de expresion localizados en tejidos
especificos, sugiere que éstas estan desempenando funciones regulatorias, posiblemente
como sensores de los niveles de TGP (Vandesteene et al. 2010). Por otro lado, los genes
TPP de plantas no muestran homologia con los genes biosintéticos de bacterias, ya que

Gnicamente comparten los dominios cataliticos propios de las TPP. Todas las proteinas TPP
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son activas bajo expresion heteréloga, tanto en levadura como en E. coli (Vandesteene et
al. 2012), mientras que su gran abundancia senala que éstas son necesarias para una

regulacion estricta de los niveles de trealosa y T6P (Delorge et al. 2014).

2.2.2 Roles del metabolismo de trealosa en plantas
Debido a sus excelentes caracteristicas y su capacidad de actuar como molécula
osmoprotectora en microorganismos y plantas de resurreccion, se han efectuado
numerosos intentos por construir plantas que produzcan més trealosa. Esto, con el fin de
mejorar su tolerancia al estrés y su rendimiento bajo condiciones adversas (Lunn et al.
2014). La expresion heterdloga de genes de trealosa de origen fungico o bacteriano en
tabaco, papa, arroz y Arabidopsis, mostré una tolerancia incrementada al estrés. Sin
embargo, en todos los casos estas plantas mostraron anomalias fenotipicas, y en algunos
casos, menor biomasa. La expresion heterdloga de genes TPS resulté en fenotipos
opuestos a los producidos en plantas sobreexpresantes de TPP, indicando que el nivel de
la molécula intermediaria TGP, podria ser la responsable de los fenotipos aberrantes
(Schluepmann et al. 2003). Esta hipotesis se comprobd, ya que la sobreexpresion
combinada de TPS y TPP, ya sea de manera separada, 0 como un gen hibrido, no resulté
en anomalias fenotipicas (Garg et al. 2002, Karim et al. 2007). El efecto positivo en la
tolerancia al estrés observado en plantas con expresion TPS y/o TPP, también se comprobo
mediante analisis in silico, donde se vio una respuesta muy clara de genes de trealosa ante
sequia, salinidad y estrés por frio (lordachescu e Imai 2008). Asi mismo, estudios similares
mostraron que la expresion de TPS1 es inducida por sequia en hojas y raices de algodon,
y en arroz OsTPS1 y OsTPS2, son transitoriamente reguladas por frio, sequia y ABA, tanto

en raices como en tallos (Kosmas et al. 2006, Pramanik e Imai 2008,).

El metabolismo de trealosa no soélo esta asociado a la tolerancia al estrés abiotico, también
esta implicado en el desarrollo y crecimiento. Se ha visto que AtTPS1, es constitutivamente
expresado en distintos érganos, como partes aéreas, semillas e hipocotilos, y presenta una
alta expresion en 6rganos consumidores, como hojas jovenes, semillas y embriones en
maduracion. Estos patrones de expresion extendidos parecen ser esenciales a través del

ciclo de vida, pues de manera interesante, mutantes “knockout” de TPS1 causan la
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letalidad del embridn, y bajo recuperacion con induccion transitoria de este gen, las plantas
exhiben crecimiento anormal, hojas pequenas, desarrollo retardado y son incapaces de
generar floracion. Ademas, estos fenotipos rescatados muestran acumulacion de azlicares
solubles y almidon, asi como induccion de genes involucrados en la senalizacion por ABA.
Estos resultados sugieren que la T6P podria actuar a través de un mecanismo que involucra
ABA y el metabolismo de azlcares para coordinar la maduracion del embrion y el
crecimiento (van Dijken et al. 2004, Eastmond et al. 2002, Gémez et al. 2006). T6P
también actia como un regulador global del metabolismo y de la trascripcion, promoviendo
el crecimiento vegetal y desencadenando transiciones en fases de desarrollo tales como la
germinacion y la floracion, en respuesta a la disponibilidad de azucares (Tsai y Gazzarrini
2014).

Ademas de su papel en el desarrollo de las plantas, el metabolismo de trealosa,
especificamente la TGP, participa en la regulacion del metabolismo de carbohidratos. Se
ha demostrado que existe una alta correlacion entre el nivel de T6P y sacarosa, que es
altamente regulada. Esta regulacion parece ser critica para las plantas para mantener sus
niveles de azlcares en ciertos tipos celulares y/o durante ciertas etapas de desarrollo
(Lunn et al. 2014). En este sentido, se encontré que lineas transgénicas de Arabidopsis
capaces de expresar los genes TPS (ostA) y TPP (otsB) de E. coli, mostraron diferencias en
la acumulacion de T6P y respondieron diferencialmente a sacarosa exdgena. En general,
se observd un rapido incremento de T6P al suplementar a las plantas con sacarosa
(Shluepmann et al. 2004). Otro experimento con plantulas de Arabidopsis que fueron
privadas de fuentes de carbono, y que posteriormente fueron suplementadas con
sacarosa, confirmoé que la T6P actla como un sensor para la sacarosa disponible, ya que
después de un lapso de tres horas de haber agregado el azlcar, se observo un elevado
aumento en el contenido de T6P (Lunn et al. 2006). Del mismo modo, este hecho se
comprob6 con la suministracion de diversos tipos de azlcares, asi como analogos de
azUcares, y otros compuestos como nitrégeno, azufre y potasio a plantulas de Arabidopsis,
observandose que bajo ninguna condicion hubo un aumento de T6P, excepto cuando estas
plantas fueron suministradas con sacarosa (Yadav et al. 2014). Por otro lado, la T6P ha
mostrado regular el metabolismo de almidon en plantas. En Arabidopsis, la aplicacion de

trealosa exdgena induce la acumulacion de almidon aumentando la actividad de ADP-
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glucosa pirofosforilasa (AGPasa), la enzima clave que controla la sintesis de almidén
(Wingler et al. 2000).

Aparte de su rol en la regulacion de carbohidratos, la T6P ha mostrado inhibir la actividad
catalitica de SnRK1 (de Sucrose non-fermenting 1-related protein kinasel). Esta cinasa
actla como un sensor de energia en todos los eucariontes, y es activado bajo condiciones
de reduccion de energia o estrés metabdlico para inhibir el crecimiento y conservar la
energia para la supervivencia de la célula (Baena-Gonzalez et al. 2007). De manera
interesante, la actividad de SnRK1 parece ser especifica para T6P, ya que ningun otro
azUcar ha logrado inhibirla (Zhang et al. 2009). Esto sugiere un mecanismo de regulacion
en el que la TGP inducida por sacarosa, inhibe SnRK1 cuando este azlucar es abundante.
Cuando el contenido de sacarosa disminuye, asi como la T6P, SnRK1 es activada y conduce
a lainduccion de genes involucrados en procesos fotosintéticos, de modo que mas carbono
esta disponible para reponer el déficit de carbono en las células en crecimiento (Delatte et
al. 2011).

2.3 METABOLISMO DE LOS OLIGOSACARIDOS DE LA FAMILIA DE LA RAFINOSA
Los oligosacaridos de la familia de la rafinosa (RFO, por sus siglas en inglés) son
extensiones «o-1,6-galactosil de la sacarosa y son el grupo de oligosacaridos mas
ampliamente distribuidos en plantas superiores. A pesar de que son generalmente
caracterizados como solutos compatibles, tienen un amplio rango de usos, ya que
participan en funciones celulares cruciales incluyendo transporte y almacenamiento de
carbono, transduccién de senales, transporte de membrana y exportacion de mARN
(Stevenson et al. 2000, Thole & Nielsen 2008, Sengupta et al. 2015). Pueden ser
sintetizados y almacenados en semillas, protegiéndolas asi de la desecacion, y se
acumulan en tejidos vegetativos en respuesta a un amplio rango de estrés abidtico (Downie
et al. 2003). Ademas, actlan como moléculas senalizadoras en respuesta a ataques por
patégenos y se ha sugerido que tienen un papel central como moléculas reguladoras de la
respuesta a estrés en plantas, ya que han mostrado ser antioxidantes y estabilizadores de
membrana (Hincha et al. 2003, Zuther et al. 2004).
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2.3.1 Biosintesis de los RFO
Los principales metabolitos de la via de los RFOs son los galactociclitoles galactinol (Gol) y
mio-inositol. La sintesis de Gol es un paso indispensable para entrar a la via de biosintesis
de los RFO, ya que este es el donador de residuos galactosilo. La enzima clave de este
proceso es la galactinol sintasa (GOLS; EC 2.4.1.123), ya que controla en el flujo de RFO,
al sintetizar Gol en plantas, usando UDP-galactosa y L-mio-inositol. GOLS sirve como un
enlace entre el metabolismo central del inositol (Ino) y la sintesis de RFO, y también

controla la entrada de Ino en el proceso.

Dentro de esta via, las otras dos enzimas principales son: la rafinosa sintasa (RAFS; EC
2.4.1.82) que transfiere un residuo galactosilo de Gol a sacarosa para sintetizar rafinosa
(Raf), y la estaquiosa sintasa (STCS; EC 2.4.1.67) que produce el tetrasacarido estaquiosa
(Sta) (Tanner & Kandler 1968; Keller & Pharr 1996). Adicional a esta ruta bien establecida,
existen otros RFO de mayor grado de polimerizacion que estan presentes en algunas
plantas, y pueden producirse por la accion de enzimas Gol-independientes llamadas

galactan: galactan galactosiltransferasas (o GGT, Bachman et al. 1994).

De manera resumida, los RFOs son sintetizados de la siguiente forma:

1. UDP-galactosa + mio-inositol — galactinol + UDP (galactinol sintasa, [GoIS])
2. galactinol + sacarosa — rafinosa + mio-inositol (rafinosa sintasa, [RafS])

3. galactinol + rafinosa — estaquiosa + mio-inositol (estaquiosa sintasa, [StcS])
4. galactinol + estaquiosa — verbascosa + mio-inositol (estaquiosa sintasa, [StcS])

El catabolismo de los oligosacaridos de la familia de la rafinosa ha sido poco estudiado,
pero es igualmente importante comparado a su sintesis. Estos son digeridos
secuencialmente por o-galactosidasas acidas y alcalinas, hasta remover los residuos
terminales de galactosa (Sengupta et al. 2015). La sacarosa puede ser digerida a fructosa
y glucosa por la enzima invertasa, o a fructosa y UDP-glucosa por la sacarosa sintasa.
Fructosa, glucosa y UDP-glucosa pueden ser facilmente utilizadas en otras rutas

metabdlicas. Algunas proteinas de inhibicion de semillas son homoélogas de las o-
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galactosidasas y junto con las invertasas pueden estar involucradas en la degradacion de
los RFO (Van den Ende 2013).

Una caracteristica notable de la sintesis de RFO es que esta via se limita a plantas
superiores. En un estudio filogenético donde se utilizaron secuencias proteicas de los RFO,
se encontrd que las monocotiledoneas se agrupan en un pequeno clado de la base del
arbol en donde las dicotiledoneas divergen y forman clusters bien definidos de muchas
familias distintas. La configuracion filogenética de GOLS y RAFS esta correlacionada y
muestra patrones similares de diversificacion evolutiva. Por otro lado, la STCS es
desordenada y no se correlaciona con las otras dos enzimas. La similitud entre GOLS y
RAFS indica un patrén evolutivo similar, mientras que STCS o RFO superiores pueden no

haber coevolucionado con ellos (Sengupta et al. 2012).

En la mayoria de las especies reportadas, se han encontrado multiples isoformas de RFO
con expresion diferencial, localizada en tejidos especificos 0 en respuesta a estrés. En
contraste con la Raf, que es universalmente encontrada en todas las plantas, la Sta y otros
oligosacaridos de mayor grado de polimerizacion como la verbascosa y ajugosa, se
acumulan en la vacuola de sélo algunas especies de plantas (Peters & Keller 2009).

En Arabidopsis se han identificado siete miembros de GOLS (AtGOLS1-7), de los cuales, las
isoformas AtGOLS1, 2 y 3 fueron detectadas en semillas maduras y fueron inducidas bajo
estrés en las plantas (Taji et al. 2002). El analisis filogenético y las secuencias de
aminoacidos mostraron que AtGOLS1, 2 y 3 comparten homologia con genes provenientes
de especies cultivadas tales como Zea mays (ZmGOLS1, 2 y 3), Oryza sativa (OsGOLS3) y
Triticum aestivum (TaGolS) (Zhao et al. 2004). En Ajuga reptans, existen dos genes GOLS,
ambos inducibles por frio, y cuya transcripcion ocurre en localizaciones especificas: GOLS1,
en células del mesofilo, y GOLS2, en células acompanantes del floema. Ademas, en esta
planta existen dos tipos de RFO, los de almacenamiento (sintetizados por GOLS1) y los de
transporte (por GOLS2). La separacion funcional se consigue por medio de la expresion
localizada. Por otro lado, la transcripcion de GOLS en frijol es abundante en los tejidos
vegetativos cuando las plantas estan expuestas a estrés por frio (Elsayed et al. 2014). Tres
isoformas de maiz (ZmGOLS1, 2 y 3) se han asociado a la abscicion de semillas en

desarrollo y callo (Zhao et al. 2004). En algod6n, GhGOLS mostré un patron de expresion
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especifico en hojas y anteras, y fue localizado en la membrana celular (Zhou et al. 2012).
En plantas de arroz, hubo un aumento considerable del contenido de Gal y Raf bajo estrés
por bajas temperaturas, el cual se observo que fue mayor en las laminas que en las vainas
de las hojas (Saito y Yoshida 2011). De igual forma, un gen GOLS especifico de semilla

(LeGolS1) confirio tolerancia a la desecacion, en jitomate (Downie et al. 2003).

La RAFS es altamente especifica para galactinol y sacarosa, actuando como donador y
aceptor respectivamente. También se han encontrado multiples isoformas de esta enzima
en las plantas. Secuencias de RAFS o RAFS-like se han reportado tanto en plantas antiguas
como superiores. Se identificaron seis genes putativos codificantes de RAFS en el genoma
de Arabidopsis, dos de los cuales fueron sobrexpresados en tabaco, donde se asociaron a
una mayor tolerancia al estrés oxidativo (Nishizawa et al. 2008). Reportes de la estructura
de STCS son menos comunes, ya que la secuencia es muy parecida a la de RAFS. Un
ejemplo, es una STCS multifuncional que cataliza la sintesis de estaquiosa y verbascosa
que ha sido caracterizada a partir de semillas de guisantes en desarrollo (Peterbauer et al.
2001).

La expresion de GOLS puede ser regulada por tres tipos de FT, dos de los cuales se
encuentran en Arabidopsis: factores de choque térmico (HSF) y factores de unién
responsivos a deshidratacion y a frio (DREB1/CF1, por sus siglas en inglés). Se observo
gue cuando Arabidopsis es expuesta a estrés por calor, la expresion de AtGOLS1 y AtGOLS2
es regulada por HSF. También, se encontré que los HSF estan asociados con la expresion
de estos dos genes durante déficit de agua y condiciones de alta salinidad, mientras que
la expresion de AtGolS3, es regulada por los FT DREB1/CBF1. El tercer FT es WRKY, que
esta implicado en la regulacion de la expresion de GOLS y RAFS en Boea hygrometrica. Este
FT contiene elementos cis-especificos que son blancos inducibles por ABA, por lo que GOLS
y RAFS podrian estar rio abajo de la senalizacion por esta fitohormona (Panikulangara et
al. 2004, Wang et al. 2009, Taji et al. 2002).

Se ha demostrado una estrecha relacion entre la expresion de GOLS y la concentracion de
RFO. Sin embargo, también existen algunas excepciones; por ejemplo, no hubo relacion

significativa entre la actividad de GOLS y la cantidad de RFO acumulados en semillas de

17



cebada. Se observé que la acumulacion de éstos, fue controlada por los niveles de los
sustratos iniciales, mio-inositol y sacarosa, y no sélo por la actividad de GOLS (Karner et al.
2004). En semillas de jitomate, la cantidad de transcritos de GOLS tampoco se correlaciono

con el contenido de rafinosa durante el desarrollo (Downie et al. 2003).

2.3.2 Rol de los RFO en respuesta a estrés abiotico
En condiciones normales y en alguin momento determinado, todas las plantas sintetizan
RFO, pero en muchas de éstas, como Arabidopsis 0 arroz, no se transportan ni se acumulan
en grandes cantidades en sus tejidos o en sus 6rganos (Elsayed et al. 2014). Sin embargo,
cuando sufren algin dano causado por estrés, sintetizan y acumulan solutos compatibles,
incluyendo varios tipos de azucares y RFO, que bajo condiciones de sequia, funcionan como
osmolitos para mantener la turgencia celular, estabilizan las proteinas, y/o actian como

antioxidantes para contrarrestar la acumulacion de ROS (Sengupta et al. 2015).

En hojas de tomate y en plantulas de Arabidopsis, los niveles de transcripcion de GOLS
aumentaron bajo estrés ambiental, como el frio y la desecacion (Downie et al 2003). En el
caso de Arabidopsis, las isoformas GOLS1 y 2 fueron inducidas por sequia y salinidad,
mientras que GOLS3 se indujo por frio. La sobreexpresion de estos genes resultd en
acumulacion aislada o combinada de Gol, Raf y Sta y subsecuentemente una mayor
tolerancia a sequia, salinidad o estrés por frio (Taji et al. 2002). En algunas especies de
plantas de resurreccion, el aumento de los niveles de RFO durante la desecacion contribuyo
a la estabilizacion de la membrana fosfolipidica (Elsayed et al. 2014). Por ejemplo, en Boea
hygrometrica, BhGOLS fue inducido por sequia y por ABA, y confirid tolerancia a la

deshidratacion en plantas transgénicas de tabaco (Wang et al. 2009).

En 2011, dos Santos y colaboradores, estudiaron la expresion de tres isoformas de GOLS
en Coffea arabica en respuesta al estrés abidtico. La isoforma CaGOLS1 presentd la mayor
actividad transcripcional en hojas, tanto en condiciones sin estrés, como en sequia,
salinidad y estrés por calor. CaGOLS2 aumentd la abundancia de sus transcritos
danicamente en condiciones de déficit de agua severo y estrés salino, por lo que se creyo
gue este podria tener un papel mas especifico. Ademas, esta isoforma tiene un punto

isoeléctrico mas basico, lo que sugirié que las diferencias podrian estar asociadas con la
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localizacion subcelular, polimerizacion y conformacion. Igualmente, los transcritos de
CaGOLS3 fueron detectados bajo todos los tipos de estrés aplicados, pero a niveles mas
bajos que GOLS1, indicando que esta isoforma juega un papel menor en el alivio de estrés
en las plantas de café. Ademas, se observd que la magnitud del estrés tuvo una influencia
directa sobre la cantidad y el tipo de RFO que se acumularon en las hojas de café (dos
Santos et al. 2015)

Asi también, en plantas de alfalfa, se estudiaron las respuestas a sequia severa y
recuperacion, de dos variedades con tolerancia contrastante a estrés hidrico. Parte de la
respuesta ante este tipo de estrés, involucrd la presencia de una variedad de osmolitos,
azucares y destacadamente la acumulacion de RFO, ya que se observo la acumulacion de

mio-inositol, Raf y Gol, principalmente en el genotipo tolerante (Kang et al. 2011).

En contraste, el estrés por sequia en Coleus blumei causé una reduccion en los niveles de
RFO. Sin embargo, se observo la activacion de la enzima mio-inositol 6-O-metiltransferasa
y la acumulacion de O-metil inositol (OMI) en los tejidos fotosintéticos. Los bajos niveles de
RFO podrian ser el resultado de la reduccion en la tasa de fotosintesis causada por el déficit
de agua, provocando la disminucion en la actividad enzimatica de GOLS y la induccion de
la sintesis de OMI, que desvia el mio-inositol de la ruta de los RFO. En Coleus, se sugirio
que los RFO, no juegan un papel directo en la tolerancia a la sequia de los tejidos
vegetativos (como osmoprotectores), pero son parte de una estrategia de respuesta, en
donde hay un interruptor metabdlico que dirige la sintesis de OMI para servir como una

molécula de tolerancia al estrés (Pattanagul y Madore 1999).

Aunque se ha propuesto que los RFO fungen como osmoprotectores cuando los tejidos son
expuestos al frio y a la desecacion, también pueden representar simplemente un
mecanismo de almacenamiento de carbono en la vacuola. En el caso particular de estrés
por salinidad en plantas de C. blumei, la conversion de los azlcares a formas de alto peso
molecular, puede ser una estrategia adecuada para almacenar carbono debido a la
existencia de altas concentraciones de sales y otros iones (Gilbert et al. 1997). También se
ha hipotetizado que la descomposicion de los oligosacaridos durante la deshidratacion,

pudiera proporcionar los esqueletos de carbono necesarios para la sintesis de sacarosa
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para proteger las plantas a la desecacion inducida (Elsayed et al. 2014). Por ejemplo, la
planta de resurreccion, Xerophyta viscosa, en condiciones de déficit de agua, acumula

tanto sacarosa como Raf en sus hojas (Peters et al. 2007).

2.4 MODELO DE ESTUDIO: AMARANTO

2.4.1 Aspectos histéricos

El amaranto (Amaranthus spp.) llamado huauhtli en nahuatl, xtes en maya, ahparie en
purépecha o guegui en raramuri, ha sido consumido desde las civilizaciones antiguas
(Velasco y Villela 2016). Los restos arqueoldgicos mesoamericanos mas antiguos
identificados como Amaranthus spp., son semillas desecadas e inflorescencias
recuperadas en excavaciones en el valle de Tehuacan, Puebla, y corresponden a periodos
largos de tiempo que van desde hace 9 mil anos hasta el siglo XVI. Asi también, se han
encontrado otros ejemplares en Tlapacoya (5000 a.C.), Tlaltenco (400-200 a.C.), Loma
Torremonte (650-300 a.C.), Cuanalan (300 a.C.-120 d.C.), y Teotihuacan (100-650 d.C.),
asi como en otros sitios del Posclasico ubicados en la Cuenca de México (McClung et al.
2013).

El amaranto, junto con el maiz, formaban parte muy importante en la dieta cotidiana del
hombre de Mesoameérica. Este, ademas, representaba un elemento simbélico, ya que se
utilizaba en las fiestas del calendario ritual y en ceremonias relacionadas con la fertilidad
y el ciclo agricola. Con sus semillas reventadas se hacia una masa utilizada para figurar
deidades y objetos rituales, por lo que su uso fue censurado por la llegada de los
conquistadores. Por otro lado, su consumo también se vio mermado ya que los espanoles
consideraban que este carecia de valor y lo llamaban bledo; incluso se le clasificaba como
mala hierba en los sembradios, lo que de alguna manera contribuy6 para que a partir de la
conquista no fuera importante y se desalentara su cultivo (Espitia-Rangel et al. 2010).

No fue hasta la década de 1980, cuando la Academia Nacional de Ciencias de los Estados
Unidos, comenzo a estudiar el amaranto y descubrio el alto valor nutritivo del grano y su

elevado potencial agronémico (Ulbricht et al. 2009).
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2.4.2 Generalidades

El amaranto pertenece al orden Caryophyllales, a la familia Amaranthaceae y al género
Amaranthus, dentro del cual se encuentran alrededor de 800 especies agrupadas en 60
géneros con un rango de variabilidad genética y fenotipica muy grande (Sauer 1967). Se
encuentran ampliamente distribuidas en el mundo, en particular en regiones tropicales,
subtropicales y de clima templado. Crecen en latitudes que van de 0° a 30° aunque
también son capaces de crecer a mayores altitudes. Muchas de estas son malezas
agresivas (e. g., A. retroflexus L., A. hybridus L., A. powellii, A. spinosus L.) y otras son
especies cultivadas que pueden ser usadas como alimento de grano, vegetal, forraje y
como plantas ornamentales. De acuerdo a su uso para consumo humano puede dividirse
en amaranto de grano y vegetal. El amaranto de grano es considerado un pseudocereal ya
que produce semillas tipo granos sin ser una graminea. Dentro de ste grupo de plantas se
incluyen, ademas de Amaranthus spp., Chenopodium quinoa y Fagogyrum esculentum. De
acuerdo a la taxonomia reportada por Sauer en 1967 existen tres principales especies de
amaranto productoras de grano: A. hypochondriacus, A. cruentus y A. caudatus.

El amaranto es una de las pocas dicotiledoneas con metabolismo tipo C4, 0 que resulta en
una mejor eficiencia en el uso del CO2 bajo un amplio rango de temperaturas, intensidades
de luz y humedad variables. Todo esto contribuye a su amplia distribucion geografica y su
adaptabilidad a diversas condiciones ambientales (Kigel 1994). Son capaces de crecer
Optimamente en diversos tipos de suelo, a un rango de pH de neutro a alcalino, y bajo
condiciones limitadas de nutrientes. Su ciclo de vida es muy variable, ya que va desde los
70 a los 240 dias (Espitia-Rangel et al. 2010).

Son plantas herbaceas anuales de crecimiento rapido y con una gran diversidad de
caracteristicas, tipo de inflorescencia, color de la semilla, resistencia a plagas vy
enfermedades. Los colores del tallo y las hojas van de rojo a verde, con una gama de
matices intermedios. Los tallos son gruesos con apariencia acanalada y su altura oscila
entre los 40 cm y los 3 metros (Mdjica et al. 1997). La inflorescencia consiste en panojas
muy vistosas, terminales o axilares, que pueden variar de ser erectas hasta decumbentes;
su tamano va de 50 a 90 cm y presentan diversas formas. La raiz es de abundante
ramificacion y puede extenderse considerablemente, lo que le facilita la absorcion del

agua. El amaranto produce pequenas semillas lisas (1-1.5 mm) y ligeramente aplanadas.
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2.4.3 Caracteristicas nutricionales

El amaranto es un alimento considerado altamente nutritivo ya que sus granos y hojas
poseen valiosos componentes. Las semillas contienen altas cantidades de proteina (16-
18%) y un balance 6ptimo de aminoacidos (sobre todo de lisina y metionina), que supera
en calidad a cualquier otro cereal o leguminosa. También presentan un alto contenido de
fibra (4.2%) y escualeno (2.4-8%), y un contenido variable de lipidos (1.9-9.7%)
principalmente compuestos por acido palmitico (19%) oleico (26%) y linoleico (47 %) (Berger
et al. 2003, Rodas y Bressani 2009).

Asi también, los granos son fuente de numerosos nutrientes que han mostrado ser
benéficos para la salud humana, ya que poseen actividades antialérgicas, antioxidantes,
antidiarreicas y anticancerigenas. Otros de los beneficios que se le atribuyen estan la
disminucion de los niveles de colesterol en el plasma sanguineo, estimulacion del sistema
inmunolégico y reduccion de glucosa en sangre. Ademas, han mostrado mejorar
condiciones de anemia e hipertension. También se ha destacado al amaranto por poseer
vitaminas tales como niacina, riboflavina y acido ascorbico; minerales como magnesio,
calcio y hierro; y compuestos fendlicos como acido galico, vanilico e hidroxibenzoico

(Huerta-Ocampo y Barba de la Rosa 2011, Caselato-Sousa y Amaya-Farfan 2012).

2.4.4 Respuestas del amaranto a condiciones de estrés

El amaranto no sé6lo se ha destacado por sus excelentes cualidades nutricionales, sino que
también posee caracteristicas agrondmicas altamente deseables. Tiene capacidad de
crecer bajo condiciones ambientales desfavorables, tales como suelos salinos, altas y
bajas temperaturas y en condiciones limitantes de agua (Brenner et al. 2000). Asi también,
el amaranto ha mostrado una alta capacidad de recuperarse después del dano causado
por ataque de diversos herbivoros masticadores (Espitia-Rangel et al. 2010) y muestra una
tolerancia excepcional ante defoliacion severa (Castrillon-Arbelaez et al. 2012). Esta
caracteristica ha sido asociada a una utilizacion eficiente de las reservas de carbono
almacenadas en tallo y raiz (Vargas-Ortiz et al. 2013). También es conocido por su
respuesta rapida ante inductores quimicos de defensa como acido jasmonico (Délano-Frier
et al. 2004) y benzotiadiazol (Casarrubias-Castillo et al. 2014).

La alta tolerancia del amaranto a ambientes desfavorables, particularmente a la sequia,

ha sido atribuida a su fisiologia C4, a la generacion de extensas raices principales y un vasto
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sistema de raices laterales en el suelo (Johnson y Henderson 2002). La habilidad de esta
planta para hacer frente a la sequia esta relacionada con su uso eficiente del agua, que ha
mostrado ser superior a cultivos como el maiz, sorgo, algodon y trigo (Weber 1990).

Asitambién, se sabe que raices de A. hypochondriacus sometidas a estrés hidrico, responden
mediante cambios en la acumulacion de proteinas y transcritos, y aumentan el contenido de
prolina libre y azlcares totales. Dichas proteinas diferencialmente expresadas son SOD CuZn,
proteinas de choque térmico y otras ricas en glicina. También se vieron inducidos transcritos
relacionados con defensa, senalizacion (Ser, Tyr cinasas), transporte de agua (acuaporinas y
nodulinas) y se identificaron dos factores de transcripcion DOF1y MIF1. Las raices de amaranto
responden a la sequia a través de vias de sefalizacidbn coordinadas que controlan el
crecimiento celular, detoxificacion celular y estabilizacion de ARN y proteinas (Huerta-Ocampo

etal. 2011).

2.4.5 Informacion genémica y filogenética

El origen del amaranto de grano no ha sido estudiado con gran detalle. En 1967, Sauer propuso
gue este fue el resultado de la domesticacion de una Unica especie progenitora que fue
hibridizada con otros amarantos silvestres, produciendo las distintas especies. También sugirié
que varias domesticaciones independientes pudieron originar las especies de grano.
Posteriormente se realizaron diversos trabajos filogenéticos, que trataron de resolver la
relacion entre los amarantos silvestres y los de grano. En 2014, Kietlinski et al. realizaron un
estudio extensivo, en el cual lograron identificar que A. hybridus es el progenitor de las especies
de amaranto de grano en al menos dos eventos de domesticacién independientes. A.
hypochondriacus y A. caudatus estan estrechamente relacionados y A. cruentus pudo haberse
originado por separado, ya que parece ser mas diversa genéticamente. Ademas, observaron
gue A. quitensis es una especie distinta de A. hybridus, lo que permitié resolver con mayor
exactitud la relacion filogenética entre los amarantos de grano.

El amaranto, es un organismo dipolide (2n=32) con un tamano de genoma estimado en 466
Mb. Recientemente se ensambld el genoma, el cual consistié de 377 Mb en 3518 scaffolds
con un Nsop de 371 kb. Se estimé que el 48% se encuentra comprendido por secuencias
repetitivas. En la anotacién se identificaron 23,059 genes codificantes de proteinas. Ademas,
se reportd el primer mapa fisico de amaranto, que consisté de 619 mapas individuales que
abarcaron 340 Mb (73% de cobertura del genoma), este mapa duplicé el Nso estimado

anteriormente (Clouse et al. 2016).
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3) JUSTIFICACION

El estudio de los perfiles de expresion génica es una importante herramienta para
investigar como los organismos responden a cambios ambientales. Las plantas, por su
naturaleza sésil, tienen la habilidad de alterar los patrones de expresion en respuesta a
cambios ambientales como temperatura, presencia de organismos patogenos,
disponibilidad de agua, etcétera. Muchos de estos cambios transcripcionales son
adaptaciones exitosas que les permiten tolerar condiciones que en otras circunstancias no
serian capaces de afrontar. El estudiar la respuesta a nivel transcripcional de rutas
biosintéticas asociadas a la respuesta al estrés, puede generar indicios sobre los
mecanismos resonsables de la tolerancia de las plantas a condiciones de crecimiento
adversas. Se espera que estos perfiles de respuesta, den informacion que resulte Util para
generar nuevas herramientas y métodos biotecnolégicos para mejorar la tolerancia al
estrés en plantas. Asi también los datos generados daran lugar a nuevas perspectivas
sobre como afecta el estrés en la fisiologia de las plantas, particularmente como afecta el

estrés hidrico en amaranto.

4) HIPOTESIS

El déficit de agua en variedades de amaranto con distinta tolerancia a estrés hidrico,
provoca cambios en el nivel de expresion de genes implicados en la sintesis de trealosa y
oligosacaridos de la familia de la rafinosa, y estos cambios son dependientes del tejido y

del grado de estrés aplicado.

5) OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL
Determinar los cambios en los niveles de expresion de genes implicados en la sintesis de

trealosa y oligosacaridos en diferentes variedades de amaranto sometidos a distintos

niveles de estrés hidrico.
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5.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS
a) Determinar las variedades de amaranto con mayor y menor tolerancia a estrés por

sequia.

b) Analizar los niveles de expresion de genes de biosintesis de trealosa: trealosa
fosfato sintasa (TPS), trealosa fosfato fosfatasa (TPP) y trealasa (TRE); y genes del
metabolismo de los oligosacaridos de la familia de la rafinosa: galactinol sintasa
(GOLS), rafinosa sintasa (RAFS) y estaquiosa sintasa (STCS).

c) Analizar las concentraciones de metabolitos: carbohidratos no estructurales,

trealosa-6-fosfato, trealosa, galactinol, rafinosa y estaquiosa.

6) MATERIALES Y METODOS

6.1 MATERIALES
6.1.1 Material biolégico

Se utilizaron cuatro genotipos de amaranto con distintas respuestas a estrés hidrico:
Amaranthus hypochondriacus variedad Gabriela, A. cruentus var. Amaranteca, A. hybridus
var. 1330 y A. caudatus (Dr. Eduardo Espitia Rangel, INIFAP, México). Los primeros tres
genotipos corresponden a amarantos de grano, mientras que A. hybridus es una especie

herbacea (Apéndice 1).

6.1.2 Sustrato y condiciones de crecimiento
El material vegetal descrito anteriormente fue obtenido sembrando semillas de las
distintas variedades en charolas de poliestireno de 60 pozos, previamente llenadas con
mezcla de germinacion que consiste en una parte de mezcla general y una parte de fibra
de coco (Hummert de México, México). La mezcla general esta compuesta por 3 partes de
Sunshine Mix 3 (SunGro Horticulture, EUA), una parte de limo, dos partes de hoja, una parte
de vermiculita (SunGro Horticulture, EUA) y una parte de perlita (Termolita S.A., México).
Las charolas con las semillas fueron colocadas en un cuarto de crecimiento con
condiciones de fotoperiodo, temperatura y humedad controladas (16 h luz/ 8 h oscuridad,
26°C y 75% respectivamente). Transcurridas dos semanas, las plantulas fueron
trasplantadas a macetas de plastico de 1.3 litros con 250 g de sustrato general

previamente pesado y fueron regadas con 200 mL de una dilucion del fertilizante 20-10-
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20 (Peters Professional, EUA) al 0.2% (p/v). Se mantuvieron con 90% de humedad en el
sustrato aproximadamente 3 semanas (10-12 hojas verdaderas) hasta el comienzo del

estrés.

6.2 METODOS

6.2.1 Seleccion de especies y variedades de amaranto
Se realizd un experimento en el que se sembraron distintas especies y variedades de
amaranto: A. hypochondriacus variedad Gabriela, var. DGTA y var. Revancha; A. cruentus
var. Amaranteca, var. Dorada y var. Tarasca; A. hybridus var. 1330 y A. caudatus. Una vez
obtenidas las plantas se sometieron a dos tratamientos de estrés hidrico, estrés moderado
(7 dias sin riego) y estrés severo (10 dias sin riego); al finalizar el tratamiento se observaron
los fenotipos y se midio el potencial hidrico de hojas maduras (Hoja 9 a 11) usando un WP4
Dewpoint Potentiometer (Decagon Devices, EUA). Posteriormente, se aplico un riego y se

observaron los patrones de recuperacion.

6.2.2 Experimento de estrés hidrico
Los experimentos de sequia se llevaron a cabo durante los meses de mayo a agosto del
2015 en un invernadero comercial (Modelo baticentral, ACEA, México) con condiciones de
temperatura que oscilaron entre los 15-38° C. El material se obtuvo como se menciona en
la seccion 6.2.2. Al inicio del experimento, y para calcular el porcentaje de humedad en el
sustrato, las macetas fueron saturadas con agua, después se dejé que drenara libremente
hasta que no hubo cambio en peso. La diferencia entre este peso saturado con agua (PA)
y el peso seco (PS) fue usado para calcular el 100% de la capacidad de retencion de agua
(CRA). Todas las macetas fueron irrigadas hasta el 90% de su CRA donde CRA= PA-PS,
hasta que alcanzaron de 10 a 12 hojas, y se les comenzd a aplicar los tratamientos. A
través de los experimentos las macetas se pesaron diariamente aproximadamente a la
misma hora para calcular el CRA del suelo y asi mantener la humedad 6ptima. Cada uno
de los tratamientos consistidé en que el sustrato perdiera la humedad hasta alcanzar el
porcentaje deseado. Se sembraron un total de 12 plantas para cada uno de los
tratamientos de estrés: el primer grupo correspondid a las plantas control o bien regadas

(CT), el segundo grupo a plantas crecidas en substrato con 30% de humedad o estrés
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hidrico moderado (EM), y el tercero, a plantas crecidas en substrato con 10% de humedad,
o estrés severo (ES). El cuarto grupo correspondio a las plantas que alcanzaron el ES y se
les aplico un riego de recuperacion (REC). Estas 12 plantas fueron colectadas en 3 pozas
de 4 plantas cada una, de las cuales se colectaron raiz, hoja y tallo para cada tipo de estrés.
El material se colecto y se congelo de inmediato en N» liquido. Posteriormente se almacend

a -70° C hasta su utilizacion.

6.2.3 Extraccion de ARN total
El ARN total fue extraido empleando el reactivo TRIzol® (Life technologies, EUA) a partir de
100-200 mg de tejido congelado previamente molido con N2 liquido. El procedimiento se
llevd a cabo de acuerdo a las instrucciones del fabricante, con modificaciones. Estas
modificaciones consistieron en la adicidon de una mezcla de sales (citrato de sodio 0.8 My
cloruro de sodio 1.2 M), asi como isopropanol en relacion 1: 1 (v/v) para la precipitacion
de ARN durante 15 min a 4°C. Después se adiciond una solucion de cloruro de litio 8 M
para purificar durante 1 hora a 4°C. Una vez finalizada la extraccion, se verifico la integridad
del ARN por medio de electroforesis en gel de agarosa bajo condiciones desnaturalizantes
(i. e. usando formaldehido-formamida) y visualizada con luz ultravioleta mediante tincion
con bromuro de etidio. La integridad se determiné a través de las bandas de ARN ribosomal
(i. e. 18S y 28S), la concentracion y pureza fueron determinadas por espectrofotometria

utilizando el equipo NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, EUA).

6.2.4 Sintesis de ADN complementario (ADNc)
La primera cadena de ADNc fue sintetizada a partir de 4 ug de RNA total utilizando 200
unidades de la enzima SuperScript Il Reverse Transcriptase (Invitrogen, EUA), oligo(dT)20 y
desoxirribonucle6tidos (ANTPs), acorde a las instrucciones del fabricante. La amplificacion
del gen endogeno actina (Ah-ACT7, isotig 10321) se utiliz6 para corroborar la sintesis de

ADNCc, el cual se almacend a -70° hasta su utilizacién.
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6.2.5 Identificacion de los transcritos de interés
Las secuencias de interés fueron obtenidas mediante la busqueda por nombre en la base
de datos del transcriptoma de amaranto (Délano-Frier 2011). Posteriormente las
secuencias elegidas fueron traducidas in silico en ExPASy
(http://web.expasy.org/translate/) donde se eligio el polipéptido con el marco de lectura
abierto mas extenso para cada una de las secuencias. Para la blsqueda de identidad de
estas se utilizé la herramienta bioinformatica Basic Local Alignment Search Tool (BLAST,

http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

6.2.6 Diseno de oligonucleétidos
Con el fin de obtener oligonucle6tidos 6ptimos para cuantificar la expresion mediante qRT-
PCR, se disenaron siguiendo la metodologia descrita por Thornton y Basu en 2011. Las
caracteristicas de éstos se encuentran en el Apéndice 3. Los oligonucleotidos empleados
que corresponden al metabolismo de trealosa y oligosacaridos de la familia de la rafinosa,

fueron obtenidos de Cisneros-Hernandez (2016).

6.2.7 Ensayos de PCR en tiempo real (QRT-PCR)

Para la cuantificacion de la expresion génica mediante qRT-PCR, se utiliz6 como ADN
templado el ADNc sintetizado como se describe en la seccion 6.3.4 y diluido 25 veces con
agua desionizada destilada estéril (dd). La amplificacion se realizd en placas de 96 pozos
en el equipo CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad, EUA) y como
indicador de la amplificacion iQSYBR Green Supermix (Bio-Rad, EUA). Para cada reaccion
de PCR se emple6 un volumen total de 20 pL que contenian 8 uL de SYBR Green, 2 puL de
ADNCc (1:25), 2 uL de cada oligonucle6tido a 2 uM (directo y reverso) y 6 uL de agua dd. El
protocolo de amplificacion empleado fue el siguiente: un paso de desnaturalizacion a 95°
C durante 3 min, seguido de 40 ciclos de dos pasos, el primer paso de desnaturalizacion a
95° C por 15 s y el segundo de alineamiento-elongacion a 60° C durante 1 min. La
especificidad de los amplicones fue verificada con una curva de disociacion, después de
los 40 ciclos a 60°C incrementando la temperatura hasta 90°C en intervalos de 0.5°C cada
3 s. Los niveles de expresion relativa se calcularon utilizando el parametro 2-4ACt (Livak y
Schmittgen 2001) donde AACrrepresenta:
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AACT= (Ctar- Crrr) - (Crac- Crre)

Crar: Ciclo umbral del gen de interés con tratamiento
Crer: Ciclo umbral de los genes de referencia con tratamiento
Crac: Ciclo umbral del gen de interés en condiciones control

Crre: Ciclo umbral de los genes de referencia en condiciones control

Los valores obtenidos fueron normalizados utilizando la media aritmética de tres genes
endogenos: Ah-ACT7 (actina, isotig 10321), AhEF 1« (factor de elongacion, isotig 13098) y
Ah-ptub5 (ftubulina, isotig05486). Todos los ensayos de amplificacion se realizaron por

cuadruplicado para cada uno de los genes empleados.

6.2.8 Ensayos enzimaticos

6.2.8.1  Extraccion de azucares
La preparacion de los extractos para la determinacion de los carbohidratos no estructurales
fue realizada segun Wright et al. (1998), con algunas modificaciones. Para ello se pesaron
50 mg de tejido liofilizado de hoja y raiz de Amaranthus spp. en tubos de 2 mL.
Posteriormente se resuspendio en 500 uL de buffer de extraccion (Hepes KOH 50 mM, pH
7.4; MgClo 5 mM, EtOH 80%) y se mantuvo en agitacion durante 10 min. Después se
centrifugd a 12,000 rpm durante 10 min y se colectd el sobrenadante en tubos nuevos, la
pastilla se almacend. El sobrenadante colectado se concentrd utilizando un equipo de
centrifugacion al vacio Maxi Dry Lyo Freeze-dryer (Heto-Holten, Dinamarca). El concentrado
obtenido se disolvio en 500 uL de buffer Hepes (KOH 100 mM, MgClo 5 mM) el cual

contenia la sacarosa, glucosa y fructosa.

6.2.8.2 Determinacion de azucares
Se tomaron 10 uL de muestra del extracto por triplicado y se colocaron en una caja Elisa
de 96 pozos, se adicionaron 200 uL de mezcla de reaccion (NADP, ATP, G6PH, buffer
Hepes) y se introdujo en un lector de placas (xMark Microplate Spectrophotometer, BioRad,
EUA) a una temperatura de 30° C. Se fue tomando la lectura de esta mezcla a una

absorbancia de 340 nm cada min hasta alcanzar la estabilidad de la misma. Una vez
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alcanzada se adicionaron 2 pL de la enzima hexocinasa (HK) y se tomo la lectura cada 2
min para la cuantificacion de la glucosa. Una vez que la lectura fue constante se anadieron
2 uL de la enzima fosfoglucosa isomerasa (PGl) para la determinacion de la fructosa, de
igual forma se tomoé la lectura cada dos min hasta que fue constante. Finalmente se

agregaron 2 uL de invertasa (I) para medir el contenido sacarosa presente en los extractos.

6.2.8.3  Extracciony digestion de almidon
La pastilla almacenada en la seccion 6.3.8.1 contenia el almidon. A ésta se le agregd 1 mL
de EtOH 80%, se incubd durante 10 min a 80° C, después se agitd por 20 min a
temperatura ambiente. Posteriormente se centrifugd a 12 mil rom por 5 min y se desecho
el sobrenadante. Se disolvio la pastilla en 500 uL de KOH 10 mM y se incub6 a 99° C
durante dos horas en un termomixer. Pasado el tiempo se coloco en hielo y se adicion6
500 pL de acetato de sodio 50 mM y 200 uL de la mezcla de degradacion de almidon
(@amyloglucosidase 59.9 U/ mg, Fluka 10115; a-amylase Type VI-B, SIGMA, y acetato de
sodio pH 5) y se incub6 a 37° C durante toda la noche. Se centrifugdé a 12 mil rpm por 5
min y se recupero el sobrenadante. Para la determinacion de almidon se utilizé el mismo
protocolo descrito para la cuantificacion de azlcares solubles, pero en este caso

anicamente se llevo a cabo la primera reaccion con HK para la determinacion de glucosa.

6.2.9 Determinacion de prolina
Para cuantificar el contenido de prolina se utilizaron 50 pL del extracto obtenido como se
menciona en la seccion 6.3.8.1, se anadieron 100 pL de una solucion de acido acético
glacial al 60%, ninhidrina al 1% y etanol al 20%, se mezcl6 y se puso en ebullicion durante
20 min. Se enfrio a temperatura ambiente y se transfirid a una placa Elisa para ser leida a

una absorbancia de 520 nm.

6.3 ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico de los datos se realiz6 empleando el software R con sus respectivos

paquetes estadisticos (R Development Core Team, https://www.r-project.org/).
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7) RESULTADOS

7.1 SELECCION DE ESPECIES Y VARIEDADES DE AMARANTO

El agua es una necesidad vital para todos los organismos. Sin embargo, cada uno tiene
requerimientos especificos, por lo que cualquier deficiencia en esa cantidad en particular
impondra condiciones estresantes. Asi mismo, el requerimiento de agua es variable a
través de los tejidos y en las etapas de crecimiento, por lo que, con el fin de determinar las
variedades de amaranto con mayor y menor tolerancia a deficiencia de agua, se realizo el
experimento descrito en la seccion 6.3.1. Los resultados indican que A. hypochondriacus
variedad Gabriela presenté mayor contenido de agua en las hojas tanto en estrés medio y
severo (-3.41 MPa y -41.59 MPa, respectivamente), seguido de A. cruentus variedad
Amaranteca (-4.02 MPa y -60.20 MPa, respectivamente). Por otro lado, la especie mas
susceptible a los tratamientos de estrés hidrico fue A. caudatus (-6.14 MPay-122.63 MPa,
respectivamente). En la especie A. hybridus no fue posible medir el potencial hidrico pues
las plantas se secaron en su totalidad. No obstante, esta especie presentd un patron de
recuperacion distinto y superior al resto de las especies (Apéndice 4). Por lo tanto, para el
presente estudio se eligieron las variedades antes mencionadas, considerando a Gabriela
y Amaranteca como los genotipos tolerantes, A. caudatus como la especie susceptible, y A.
hybridus var. 1330 con un comportamiento distinto al resto de las especies, ya que fue

susceptible a sequia, pero superior en su capacidad de recuperacion.

7.2 EXPERIMENTO DE ESTRES HIDRICO

Para la obtencion del material vegetal para el analisis de expresion génica, se realizd el
experimento descrito en la seccion 6.2.2. Las plantas de amaranto sufrieron una pérdida
de agua en el sustrato que correspondié al 70% para el caso de estrés hidrico moderado
(EHM), y de un 90% para el estrés hidrico severo (EHS). Estos niveles de sequia se
alcanzaron aproximadamente después de 5-6 dias y de 9-10 dias sin riego,
respectivamente. Otro grupo de plantas se dejo secar hasta niveles de EHS, posteriormente
se les aplico un riego de recuperacion durante 24 h. En la figura 2 se muestra el aspecto
que presentaron las plantas de amaranto bajo los tratamientos de estrés aplicados durante
los experimentos de sequia. Como se puede observar, dichas plantas mostraron una

pérdida en la turgencia del tejido foliar, la cual fue mas evidente en condiciones severas
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de sequia, asi como enrollamiento y pérdida en la coloracién de las hojas. Ademas, se

observo una menor elongacion del tallo a diferencia de las plantas bien regadas o control.

Figura 2. Plantas de amaranto sometidas a distintos grados de sequia. Imagen que muestra los
fenotipos observados en Amaranthus cruentus bajo los distintos tratamientos de estrés hidrico:
CT (control), EHM (estrés hidrico moderado), EHS (estrés hidrico severo), REC (recuperacion).

7.3 ANALISIS DE EXPRESION DE GENES POR qRT-PCR

Para el analisis de expresion génica se utilizaron secuencias provenientes de la base de
datos del transcriptoma de A. hypochondriacus. Las secuencias utilizadas
correspondientes al metabolismo de trealosa fueron las siguientes: nueve de trealosa
fosfato sintasas (TPS), tres de trealosa fosfato fosfatasas (TPP) y una de trealasa (TRE). Las
del metabolismo de RFO encontradas correspondieron a dos de galactinol sintasa (GolS),
una de rafinosa sintasa (RafS) y una de estaquiosa sintasa (StcS). También se cuantifico la
expresion de cuatro sucrose non-fermeting related kinases (SNnRAK, SnRK1a, SnRK2.1 y
SnRK2.2), y de cinco genes asociados a ABA (RAB18, ABI1, ABI5, DREB2C y LEA14). Se
comprobo la eficiencia de amplificacion de todos los oligonucleétidos correspondientes a
las secuencias antes mencionadas, siendo ésta de un 90-110% y mostrando solamente un

producto de amplificacion en gRT-PCR.
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El efecto de distintos grados de sequia sobre la expresion de las secuencias de los genes
antes mencionados fue determinado en cuatro especies de amaranto: A. hypochondriacus,
A. cruentus, A. caudatus y A. hybridus y en érganos fuente (hojas) y sumidero (raices).
Dichos cambios en la expresion se estimaron utilizando el parametro 26*¢T) | indicando la
abundancia relativa de los transcritos, para este caso en particular, de plantas sometidas
a estrés hidrico respecto a plantas control o bien regadas. Los valores de expresion en
condiciones control fueron normalizados a 1.0, mientras que valores menores a 0.5 indican
represion en la expresion génica y valores mayores a 2 indican que hay una induccion en

la expresion de los genes estudiados.

Los resultados se muestran en graficos de “caja y bigotes” o boxplots, donde para fines
comparativos se representan con una escala transformada con logaritmo base 10. En
éstos se graficaron los valores obtenidos en el analisis de dos experimentos
independientes, con cuatro réplicas técnicas cada uno. Asi también, para representar las
diferencias estadisticas de los tratamientos con respecto a los valores de plantas control,
se muestran los resultados de éstos, asi como los limites de induccion (i. e, 0.3) y represion
(i. e., -0.3).

7.4 CAMBIOS EN LA EXPRESION DE GENES CODIFICANTES DE ENZIMAS CLAVE DEL
METABOLISMO DE TREALOSA

El estrés por sequia ocasiondé cambios en la abundancia relativa de transcritos en algunos
de los genes asociados al metabolismo de trealosa. Estos cambios fueron dependientes
de la especie, 6rgano y grado de estrés aplicado. La expresion génica de los transcritos con
identidad TPS de la clase |l fue evaluada en hojas y raices de distintas especies de

amaranto con tolerancia contrastante a sequia.
En hoja, el déficit hidrico provocé la represion del gen TPS5.1 bajo estrés moderado en A.

hypochondriacus y A. hybridus mientras no cambid su expresion en A. cruentus y en A.

caudatus. En estrés severo se observo una induccion de este gen en A. hypochondriacus,
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mientras que no hubo cambios en el resto de las especies. De igual forma, plantas
recuperadas o rehidratadas no mostraron cambios, Unicamente en A. hypochondriacus
hubo represion de este gen. A pesar de que TPS5.1 en A. caudatus no mostré estar inducido
o reprimido bajo ninguna condicion de estrés, éste mostrd6 cambios estadisticamente
significativos respecto a plantas control, estando cerca del limite de induccion (Figura 3A).
Para el caso del gen codificante para TPS5.2, en A. hypochondriacus se reprimié en todos
los tratamientos. En A. cruentus, la abundancia de este transcrito fue menor a 1 en estrés
hidrico moderado y severo, alcanzando los limites del umbral de represion y rebasandolo
en recuperacion. La expresion de TPS5.2 en la especie A. caudatus no rebaso los limites
de induccion o represion, pero si tuvo un valor menor al control y estadisticamente diferente
en condiciones de estrés. Asi también la expresion relativa de este gen en A. hybridus se
vio reprimida en condiciones de estrés moderado, mientras que en severo y recuperacion
fue menor y distinto que el control (Figura 3B). Las isoformas, TPS6 y TPS7 también
mostraron cambios en su expresion. Por ejemplo, la primera de éstas se vio reprimida en
estrés moderado y recuperacion en A. hypochondriacus, mientras que en sequia severa no
sobrepaso los limites de induccion o represion, pero si fue diferente del control. La especie
A. cruentus disminuyd su expresion bajo los tratamientos aplicados, reprimiéndose en
estrés severo, y llegando a los limites de represion en recuperacion. En A. caudatus no se
observaron cambios en ninguna de las condiciones estudiadas. En A. hybridus, este gen se
reprimié de manera significativa en estrés hidrico moderado y ain mas en severo, y en
condiciones de recuperacion su expresion fue mayor que el control y cercana al limite de
induccion (Figura 3C). Asi también, el gen TPS7, mostré estar reprimido en sequia
moderada en A. hypochondriacus, mientras que no se observaron cambios en la
abundancia de transcritos en las demas condiciones estudiadas. En hojas de A. cruentus,
no hubo ningun cambio en la abundancia de transcritos, mostrando valores
estadisticamente similares entre si; del mismo modo el estrés no afectd a la especie A.
caudatus, Unicamente mostrando valores en el limite de induccion bajo condiciones de
rehidratacion; asi también este comportamiento se observo en A. hybridus donde sélo hubo
cambios el nivel mas bajo de estrés observandose valores cercanos al limite de represion

(Figura 3D).
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Figura 3. Expresion relativa de genes codificantes para enzimas no cataliticas del
metabolismo de trealosa en hojas de distintas especies de amaranto (l). Box-plots de la
abundancia de transcritos con identidad TPS Clase II: (A) TPS5.1 y (B) TPS5.2, bajo los
distintos tratamientos de estrés hidrico: CT (control), EHM (estrés hidrico moderado), EHS
(estrés hidrico severo), REC (recuperacion). La comparacion multiple de medias se realizd
mediante la prueba estadistica Tukey Kramer. Las distintas letras representan
diferencias significativas (P < 0.05, n = 8).
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Figura 3 (continuacion). Expresién relativa de genes codificantes para enzimas no
cataliticas del metabolismo de trealosa en hojas de distintas especies de amaranto (l).
Box-plots de la abundancia de transcritos con identidad TPS Clase II: (C) TPS6y (D) TPS7,
bajo los distintos tratamientos de estrés hidrico: CT (control), EHM (estrés hidrico
moderado), EHS (estrés hidrico severo), REC (recuperacion). La comparacion maltiple de
medias se realiz6 mediante la prueba estadistica Tukey Kramer. Las distintas letras
representan diferencias significativas (P < 0.05, n = 8).
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De la misma manera, el gen TPS8 no mostrdé ser inducido o reprimido bajo ninguna
condicion estudiada, en hojas de A. cruentus y en A. caudatus. Sin embargo, en esta Ultima
especie si hubo un aumento significativo de expresion bajo estrés severo y recuperacion,
mas no superd el umbral de induccion. Asi también, en A. hybridus se reprimid en estrés
moderado y en A. hypochondriacus, tanto en este tipo de estrés como en recuperacion
(Figura 4A). De manera interesante, se observaron patrones de expresion importantes para
la TPS9.1, ya que mostré una induccion significativamente mayor en todas las especies
bajo estrés severo respecto a plantas control. Esta induccion fue aproximadamente de 3
veces mayor y 2.45 veces en A. hypochondriacus y A. cruentus respectivamente, asi como
de 2.7 en A. caudatus y 2.15 en A. hybridus. La sequia moderada modifico la expresion en
A. cruentus, alcanzando valores mayores a 2 y en A. caudatus sobrepasando el limite de
induccion tanto en este grado de estrés como en recuperacion. Este gen estuvo por debajo
del umbral de represion Unicamente bajo condiciones de recuperacion de A.
hypochondriacus (Figura 4B). Para el caso de la TPS9.2, también se observaron patrones
muy claros de expresion en todas las especies estudiadas, ya que dicha expresion fue
dependiente del grado de sequia aplicada, aumentando significativamente en estrés
moderado y siendo aun mas evidente el aumento bajo estrés severo. El incremento en
expresion observado en sequia severa fue mayor en A. caudatus y A. hybridus que en A.
hypochondriacus y A. cruentus. En condiciones de recuperacion, este incremento en la
abundancia de transcritos se vio mermado hasta valores cercanos al control en A.
hypochondriacus y A. cruentus, y alcanzando valores en el limite del umbral de induccion
en las otras dos especies (Figura 4C). Por ultimo, de los genes TPS de clase Il cuantificados
en hoja, el gen TPS10 mostrd estar inducido en sequia moderada y recuperacion en A.
caudatus y reprimido bajo esas mismas condiciones en A. hypochondriacus. En A. cruentus
se indujo en estrés severo y recuperacion, pero de manera singular, la induccion observada
en estrés severo no representd diferencia significativa respecto control. Finalmente, A.
hybridus manifestd cambios en la abundancia de transcritos en forma de represion
danicamente en estrés hidrico moderado, y siendo ligeramente mayor a uno en estrés

severo (Figura 4D).
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Figura 4. Expresion relativa de genes codificantes para enzimas no cataliticas del

metabolismo de trealosa en hojas de distintas especies de a

maranto (ll). Box-plots de la

abundancia de transcritos con identidad TPS Clase Il: (A) TPS8 y (B) TPS9.1, bajo los
distintos tratamientos de estrés hidrico: CT (control), EHM (estrés hidrico moderado), EHS
(estrés hidrico severo), REC (recuperacion). La comparacion multiple de medias se realizd

mediante la prueba estadistica Tukey Kramer.
diferencias significativas (P < 0.05, n = 8).

Las distintas letras representan
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Figura 4 (continuacion). Expresion relativa de genes codificantes para enzimas no
cataliticas del metabolismo de trealosa en hojas de distintas especies de amaranto (ll).
Box-plots de la abundancia de transcritos con identidad TPS Clase II: (C) TPS9.2 y (D)
TPS10, bajo los distintos tratamientos de estrés hidrico: CT (control), EHM (estrés hidrico
moderado), EHS (estrés hidrico severo), REC (recuperacion). La comparacion maltiple de

medias se realiz6 mediante la prueba estadistica Tukey Kramer. Las distintas letras
representan diferencias significativas (P < 0.05, n = 8).
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Por otro lado, la expresion relativa de transcritos con identidad TPS de clase Il, carentes de
actividad sintasa, también fue afectada a causa del estrés por sequia en raices de
amaranto. El gen TPS5.1 en general se mantuvo sin cambios en todas las especies
estudiadas, exceptuando a la especie A. hypochondriacus donde en condiciones de
recuperacion alcanzo valores por debajo del limite de represion, y en A. hybridus se
reprimié bajo todos los tratamientos (Figura 5A). Aunque el estrés hidrico modifico la
abundancia de transcritos correspondientes a TPS5.2 y TPS6 en algunas condiciones,
ninguna de las especies estudiadas supero el limite de induccion o represion, a excepcion
de A. hybridus, especie en la cual estos genes se reprimieron bajo estrés severo y
moderado (Figura 5B y 5C). Asi también, la TPS7 mostré alta variabilidad entre los
resultados obtenidos entre experimentos bajo condiciones de estrés severo en casi todas
las especies. En raices, mostro patrones semejantes en A. hypochondriacus y A. cruentus,
en donde disminuy6 su expresion en estrés hidrico moderado y severo alcanzando valores
por debajo del umbral de represion y aumentando estos niveles por encima del control en
plantas recuperadas. Por otro lado, en A. caudatus no hubo cambios, mientras que A.
hybridus alcanzo valores que sobrepasaron el limite de represion bajo condiciones de

sequia severa (Figura 5D).
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Figura 5. Expresion relativa de genes codificantes para enzimas no cataliticas del
metabolismo de trealosa en raices de distintas especies de amaranto (l). Box-plots de la
abundancia de transcritos con identidad TPS Clase II: (A) TPS5.1 y (B) TPS5.2, bajo los
distintos tratamientos de estrés hidrico: CT (control), EHM (estrés hidrico moderado), EHS
(estrés hidrico severo), REC (recuperacion). La comparacion multiple de medias se realizd
mediante la prueba estadistica Tukey Kramer. Las distintas letras representan
diferencias significativas (P < 0.05, n = 8).
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Figura 5 (continuacion). Expresion relativa de genes codificantes para enzimas no
cataliticas del metabolismo de trealosa en raices de distintas especies de amaranto (l).
Box-plots de la abundancia de transcritos con identidad TPS Clase II: (C) TPS6y (D) TPS7,
bajo los distintos tratamientos de estrés hidrico: CT (control), EHM (estrés hidrico
moderado), EHS (estrés hidrico severo), REC (recuperacion). La comparacion multiple de
medias se realiz6 mediante la prueba estadistica Tukey Kramer. Las distintas letras
representan diferencias significativas (P < 0.05, n = 8).
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La abundancia de transcritos para la isoforma TPS8 en A. hypochondriacus, mostré un
aumento significativo en estrés moderado, aunque por debajo del limite de induccion. En
raices de A. cruentus y A. caudatus se obtuvieron resultados similares a lo observado en
hojas de las respectivas especies, ya que no hubo ni induccidn ni represion de este gen
bajo ninguna condicion. Sin embargo, en este caso hubo diferencias significativas en
sequia moderada y recuperacion respecto a las plantas control. De la misma forma, tanto
en hoja como en raiz, la TPS8 se reprimié en sequia moderada en A. hybridus, y para este
organo también se vio una mayor represion en estrés severo. En recuperacion, la expresion
fue menor a la unidad, pero no rebasé el limite de represion (Figura 6A). Notoriamente el
patron de expresion de TPS9.1 en raices de amaranto, se asemejo a lo observado en hojas,
ya que la abundancia de transcritos fue dependiente del grado de estrés aplicado, ya que
bajo estrés severo se incremento significativamente en todas las especies estudiadas. De
modo que mostr6 una alta induccion en A. hypochondriacus y A. cruentus, seguido de A.
caudatus y, por debajo del umbral de induccion, A. hybridus. En sequia moderada los
valores de expresion obtenidos se mantuvieron sin cambios en A. cruentus y A. caudatus,
alcanzaron el limite de induccion en A. hypochondriacus, y disminuyeron hasta valores de
represion en la especie A. hybridus. Para el caso de plantas recuperadas, la expresion se
indujo en A. hypochondriacus, se reprimio en A. hybridus y permanecioé estadisticamente
igual al control en A. cruentus y A. caudatus (Figura 6B). Asimismo, la expresion de TPS9.2
fue claramente incrementada en estrés severo en todas las especies, principalmente en A.
hypochondriacus y A. cruentus, con valores de expresion relativa de 11.54 y 15.90,
respectivamente, seguido de A. caudatus y A. hybridus con valores de 7.19 y 6.26,
respectivamente. La sequia moderada no caus6 cambios significativos en ninguna especie;
Gnicamente en A. caudatus los valores fueron estadisticamente parecidos a los obtenidos
en plantas recuperadas. El resto de las especies, después del tratamiento de recuperacion,
no mostraron superar los umbrales de represion o induccion. Por ejemplo A.
hypochondriacus y A. cruentus permanecieron sin cambios, siendo que la primera se
mantuvo igual al control y la segunda alcanz6 valores por encima del umbral de induccion.
A. caudatus y A. hybridus mostraron cambios respecto a plantas bien regadas, alcanzando
valores en el rango de induccion y de represion respectivamente (Figura 6C). Finalmente,
el gen TPS10 en A. hypochondriacus no cambid su expresion en ninguna condicion de

estrés. Asu vez, A. cruentus elevo la cantidad de transcritos en estrés severo, mientras que
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A. caudatus aumentd su expresion en estrés hidrico moderado y severo y se indujo en

recuperacion. Finalmente, este gen se reprimio en A. hybridus en sequia moderada y severa

(Figura 6D).
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Figura 6. Expresion relativa de genes codificantes para enzimas no cataliticas del
metabolismo de trealosa en raices de distintas especies de amaranto (Il). Box-plots de la
abundancia de transcritos con identidad TPS Clase Il: (A) TPS8 y (B) TPS9.1, bajo los
distintos tratamientos de estrés hidrico: CT (control), EHM (estrés hidrico moderado), EHS
(estrés hidrico severo), REC (recuperacion). La comparacion multiple de medias se realizd

mediante la prueba estadistica Tukey Kramer. Las distintas letras representan
diferencias significativas (P < 0.05, n = 8).
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Figura 6 (continuacion). Expresiéon relativa de genes codificantes para enzimas no
cataliticas del metabolismo de trealosa en raices de distintas especies de amaranto (ll).
Box-plots de la abundancia de transcritos con identidad TPS Clase Il: (C) TPS9.2 y (D)
TPS10, bajo los distintos tratamientos de estrés hidrico: CT (control), EHM (estrés hidrico
moderado), EHS (estrés hidrico severo), REC (recuperacion). La comparacion maltiple de
medias se realiz6 mediante la prueba estadistica Tukey Kramer. Las distintas letras

representan diferencias significativas (P < 0.05, n = 8).
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De la misma manera, fue cuantificada la expresion génica de las enzimas cataliticamente
activas del metabolismo de trealosa en hojas y raices de las cuatro especies de amaranto.
La TPS1, que corresponde a la Unica sintasa con actividad catalitica reportada, mostro
estar inducida en condiciones de recuperacion en A. caudatus y A. hybridus, y no manifesto
cambios en los demas tratamientos de las mencionadas especies. Por otro lado, en A.
hybridus y A. cruentus este gen no sobrepasd ninguno de los limites de induccion o
represion, excepto el tratamiento severo en A. cruentus (Figura 7A). También se
cuantificaron las tres isoformas con identidad fosfatasa, la primera correspondiente a la
TPPA, no mostr6 grandes cambios en hojas de amaranto. Por ejemplo, en la Figura 7B, se
observa que la especie A. hypochondriacus bajo estrés hidrico moderado, alcanza el
umbral de represion y en condiciones de recuperacion el umbral de induccion, pero dichos
cambios no son significativamente diferentes al control. Por su parte, en A. cruentus, los
valores de expresion en plantas recuperadas se encuentran justamente en el limite de
represion, mas no lo superan. En A. caudatus, todos los tratamientos causaron un
comportamiento similar para la abundancia de la TPPA, al igual que A. hybridus, pero
mostrando valores por debajo del limite de represion dnicamente en sequia moderada. La
segunda TPP, que corresponde a la TPPD, mostrd patrones similares entre A. cruentus y A.
caudatus, aumentando su expresion en sequia moderada, pero sin llegar a valores de
induccion, y disminuyendo su expresion en recuperacion. Por otro lado, en A.
hypochondriacus disminuyd su expresion en sequia severa y se reprimié en recuperacion.
En A. hybridus, lleg6 al limite de represion en estrés moderado y de induccion en severo
(Figura 7C). La ultima isoforma, la TTPI no mostro estar inducida en ninguna especie bajo
ningun tratamiento, pero se reprimid6 en estrés hidrico moderado y severo en A.
hypochondriacus y A. hybridus, y en condiciones de recuperacion en A. cruentus (Figura
7D). Finalmente, se midi6é la abundancia del Unico gen del catabolismo de trealosa, la
trealasa o TRE. La abundancia del transcrito, aparecié con alta variacion en su expresion
en A. hypochondriacus y A. cruentus, principalmente bajo estrés severo. La primera,
mostro valores desde el rango de induccion hasta el de represion, pero que no resultaron
ser significativamente diferentes al control. A su vez, en A. cruentus, los valores variaron
desde el umbral de represion hasta valores muy por debajo de este limite. La expresion

relativa de TRE en A. caudatus, resultdé ser menor a la unidad en sequia severa y moderada,
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pero sin estar reprimida. Por Gltimo, A. hybridus se mantuvo sin cambios a pesar de los

tratamientos de sequia aplicados (Figura 7E).
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Figura 7. Expresién relativa de genes codificantes para enzimas cataliticas del
metabolismo de trealosa en hojas de distintas especies de amaranto. Box-plots de la
abundancia de transcritos de genes con identidad: (A) TPS1 y (B) TPPA, bajo los distintos
tratamientos de estrés hidrico: CT (control), EHM (estrés hidrico moderado), EHS (estrés
hidrico severo), REC (recuperacién). La comparacién multiple de medias se realizd
mediante la prueba estadistica Tukey Kramer. Las distintas letras representan
diferencias significativas (P < 0.05, n = 8).
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Figura 7 (continuacion). Expresion relativa de genes codificantes para enzimas cataliticas
del metabolismo de trealosa en hojas de distintas especies de amaranto. Box-plots de la
abundancia de transcritos de genes con identidad: (C) TPPD y (D) TPPI, bajo los distintos
tratamientos de estrés hidrico: CT (control), EHM (estrés hidrico moderado), EHS (estrés
hidrico severo), REC (recuperacién). La comparacién multiple de medias se realizd

mediante la prueba estadistica Tukey Kramer. Las distintas letras representan
diferencias significativas (P < 0.05, n = 8).
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Figura 7 (continuacion). Expresion relativa de genes codificantes para enzimas cataliticas
del metabolismo de trealosa en hojas de distintas especies de amaranto. Box-plots de la
abundancia de transcritos de genes con identidad: (E) TRE, bajo los distintos tratamientos
de estrés hidrico: CT (control), EHM (estrés hidrico moderado), EHS (estrés hidrico severo),
REC (recuperacion). La comparacion multiple de medias se realizé6 mediante la prueba

estadistica Tukey Kramer. Las distintas letras representan diferencias significativas
(P<0.05, n=8).

Asi también, las enzimas con actividad catalitica se cuantificaron en raices de amaranto.
El comportamiento de expresion observado para la sintasa TPS1 en raices, fue distinto a lo
ya descrito en hojas, puesto que A. hypochondriacus en este 6rgano si mostréo cambios,
reprimiendo su expresion en recuperacion. Igualmente, A. cruentus reprimio este gen en
estrés moderado y recuperacion. Para el caso de A. caudatus, se observd una gran
variacion en los resultados en sequia moderada y severa, y no cambid su expresion bajo
condiciones de rehidratacion. En A. hybridus los resultados fueron mas parecidos a lo
observado en hojas, excepto para el tratamiento de recuperacion, ya que en éste caso los
valores alcanzaron el umbral de represion (Figura 8A). La abundancia de transcritos en la
especie A. hypochondriacus para la fosfatasa TPPA, disminuyd en estrés severo, pero no
sobrepaso el limite de represion. En cambio, alcanzd valores debajo de este limite en
recuperacion. Aunque en A. cruentus el estrés no afecté el comportamiento del gen, la

sequia moderada y severa resultd en valores sobre el limite de represion. En el caso de A.
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caudatus, si se conservo el patron observado en hoja, puesto que ningun tratamiento
ocasiono la induccion o represion de este gen. TPPA en A. hybridus se reprimi6é en sequia
severa y estuvo en ese limite bajo recuperacion (Figura 8B). Para la isoforma TPPD se
observaron resultados similares entre 6rganos, ya que en A. hypochondriacus la expresion
se reprimid bajo recuperacion, pero en este caso también en sequia severa. A su vez, en
sequia moderada hubo un ligero aumento que si fue significativo respecto al control. A.
cruentus y A. caudatus mostraron el mismo comportamiento en raiz, pues no hubo
induccion o represion de este gen. Para el caso de A. hybridus, la expresion de TPPD
disminuyd en estrés moderado y aun mas en severo (Figura 8C). De la misma forma, la
expresion relativa de la TPPI se vio afectada por los tratamientos de sequia. De modo que
la especie A. cruentus reprimid ligeramente su expresion en plantas rehidratadas y se
indujo bajo estrés severo en A. caudatus. En esta misma especie, los valores obtenidos en
estrés severo fueron muy variables llegando hasta muy por debajo del umbral de represion.
Esta isoforma en la especie A. hybridus, también se reprimid en sequia moderada y severa,
como ya se habia observado en hojas (Figura 8D). Finalmente, para el gen TRE, se
observaron patrones parecidos entre A. hypochondriacus y A. cruentus, y entre A. caudatus
y A. hybridus. Las dos primeras especies, consideradas como tolerantes en este estudio,
no mostraron inducir o reprimir este gen bajo ninguna condicidon de estrés, aunque las
plantas recuperadas disminuyeron su expresion mostrando valores menores a uno. Por su
parte, A. caudatus y A. hybridus, consideradas susceptibles, alcanzaron el limite de

represion en sequia moderada y severa, pero sin sobrepasar este umbral (Figura 8E).
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Figura 8. Expresién relativa de genes codificantes para enzimas cataliticas del
metabolismo de trealosa en raices de distintas especies de amaranto. Box-plots de la
abundancia de transcritos de genes con identidad: (A) TPS1 y (B) TPPA, bajo los distintos
tratamientos de estrés hidrico: CT (control), EHM (estrés hidrico moderado), EHS (estrés
hidrico severo), REC (recuperacién). La comparacién multiple de medias se realizd
mediante la prueba estadistica Tukey Kramer. Las distintas letras representan
diferencias significativas (P < 0.05, n = 8).
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Figura 8 (continuacion). Expresion relativa de genes codificantes para enzimas cataliticas
del metabolismo de trealosa en raices de distintas especies de amaranto. Box-plots de la
abundancia de transcritos de genes con identidad: (C) TPPD y (D) TPPI, bajo los distintos
tratamientos de estrés hidrico: CT (control), EHM (estrés hidrico moderado), EHS (estrés
hidrico severo), REC (recuperacién). La comparacién mdultiple de medias se realizd

mediante la prueba estadistica Tukey Kramer.

diferencias significativas (P < 0.05, n = 8).
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Figura 8 (continuacion). Expresion relativa de genes codificantes para enzimas cataliticas
del metabolismo de trealosa en raices de distintas especies de amaranto. Box-plots de la
abundancia de transcritos de genes con identidad: (E) TRE, bajo los distintos tratamientos
de estrés hidrico: CT (control), EHM (estrés hidrico moderado), EHS (estrés hidrico severo),
REC (recuperacién). La comparacion multiple de medias se realizd6 mediante la prueba
estadistica Tukey Kramer. Las distintas letras representan diferencias significativas (P <
0.05, n = 8).

7.5 CAMBIOS EN LA EXPRESION DE GENES CODIFICANTES DE ENZIMAS DEL
METABOLISMO DE RFO

De todos los genes estudiados en este trabajo, aquellos relacionados con la sintesis de
oligosacaridos de la familia de la rafinosa fueron los que mostraron mayores cambios. En
general, se encontraron patrones de expresion muy claros, que fueron dependientes del

organo, de la especie y del grado de estrés al que estuvieron sometidas las plantas de

amaranto.

Por ejemplo, el primero de los genes de esta ruta biosintética, el gen GOLS1, fue altamente
inducido bajo condiciones de escasez de agua en hojas y raices de amaranto y no mostro
cambios significativos en plantas recuperadas. Patrones similares a GOLS1 fueron
observados en algunos de los otros genes. Sin embargo, el grado de induccion no fue tan

notorio y hubo mayor variacion entre 6rganos y especies.
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Primeramente, en hojas de A. hypochondriacus, para el gen GOLS1, se obtuvieron valores
de expresion relativa de 29.10 y 66.82 para estrés moderado y severo, respectivamente.
En A. cruentus, 13.03 en estrés moderadoy 26.33, en estrés severo. En A. caudatus, 20.21
y 23.29,yen A. hybridus, 11.69y 44.19, para estrés moderado y severo, respectivamente.
En todas las especies, el tratamiento de recuperacion no causdé cambios significativos

respecto a plantas control (Figura 9A).

Asi también, se cuantifico la abundancia de transcritos para el gen GOLS2 en hojas, la cual
no mostré un patron conservado entre las especies en comparacion la isoforma 1. En A.
hypochondriacus, este gen se encontr6 significativamente reprimido en estrés hidrico
moderado, por debajo del umbral de represion en estrés severo y sobre el limite de
represion en condiciones de recuperacion. A. cruentus no mostré cambios significativos en
estrés moderado y severo; éstos de observaron solo en recuperacion. Por otra parte, A.
caudatus alcanzé valores que sobrepasaron el limite de induccion en estrés moderado, no
mostré cambios en estrés severo y se encontrd en el limite de represion en recuperacion.
A. hybridus no mostré6 cambios significativos en la expresion de este gen bajo ningln

tratamiento (Figura 9B).

En el gen RAFS, se observé que en las especies tolerantes A. hypochondriacus y A. hybridus
hubo una mayor induccion de este gen, principalmente en sequia severa y en menor
medida en sequia moderada. Para la primera especie mencionada, se obtuvieron valores
en promedio de 11.41y 4.67, y para la segunda especie de 7.81y 2.37, para estrés severo
y moderado, respectivamente. Del mismo modo, en estrés hidrico moderado y severo hubo
cambios en la abundancia de transcritos de RAFS para las especies susceptibles A.
caudatus y A. hybridus. Alcanzando valores de expresion de 2.35 para estrés severoy 2.86
para moderado, en A. caudatus, y de 4.17 y 4.52, en A. hybridus. Curiosamente, estas
especies alcanzaron valores mas altos bajo estrés moderado que en estrés severo (Figura
aC).

Para el caso de la STCS en hojas, no se observaron grandes cambios en la abundancia de

transcritos. Unicamente en condiciones de recuperacién la expresion fue

significativamente menor en A. cruentus y A. caudatus, viendose mayormente reprimida en
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estas dos especies. Y aunque en algunos casos sobrepasé el limite de represion, este

cambio no fue estadisticamente importante respecto al control (Figura 9D).
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Figura 9. Expresion relativa de genes codificantes para enzimas del metabolismo de RFO
en hojas de distintas especies de amaranto. Box-plots de la abundancia de transcritos de
genes: (A) GOLS1 y (B) GOLS2, bajo los distintos tratamientos de estrés hidrico: CT
(control), EHM (estrés hidrico moderado), EHS (estrés hidrico severo), REC (recuperacion).
La comparacion multiple de medias se realiz6 mediante la prueba estadistica Tukey
Kramer. Las distintas letras representan diferencias significativas (P < 0.05, n = 8).
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Figura 9 (continuacion). Expresion relativa de genes codificantes para enzimas del
metabolismo de RFO en hojas de distintas especies de amaranto. Box-plots de la
abundancia de transcritos de genes: (C) RAFS y (D) STCS, bajo los distintos tratamientos
de estrés hidrico: CT (control), EHM (estrés hidrico moderado), EHS (estrés hidrico severo),
REC (recuperacion). La comparacion multiple de medias se realizd6 mediante la prueba

estadistica Tukey Kramer. Las distintas letras representan diferencias significativas (P <
0.05, n =8).
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De igual forma, la expresion relativa de los genes del metabolismo de RFO en raices de
amaranto, fue altamente afectada por los tratamientos estudiados. Interesantemente, las
especies tolerantes mostraron valores de induccion mayores en condiciones de estrés
severo en los genes GOLS1, GOLS2 y RAFS comparado con las especies susceptibles. Tal
es el caso de A. hypochondriacus y A. caudatus que para GOLS1, aumentaron su expresion
136.74 y 248.85 veces mas en sequia severa, respectivamente. En comparacion, A.
caudatus y A. hybridus aumentaron su expresion 75.93 y 37.69 veces mas,
respectivamente. Este mismo gen bajo sequia moderada, alcanzé un promedio de
expresion relativa de 22.20 para A. hypochondriacus, 14.75 para A. cruentus, 18.0 para
A. caudatus y 17.0 para A. hybridus. GOLS1 no mostré6 cambios significativos en su

expresion en ninguna de las especies en condiciones de recuperacion (Figura 10A).

Para el caso de GOLS2, en sequia severa, A. hypochondriacus y A. cruentus alcanzaron
valores de 3.47 y 3.67, respectivamente. Mientras que la expresion relativa fue de 2.53,
en A. caudatus, y de 2.32 en A. hybridus. La sequia moderada en A. hypochondriacus causo
gue la expresion de GOLS2 se encontrara por debajo de la unidad, pero sin mostrar
cambios significativos respecto al control, mientras que bajo condiciones de recuperacion
se observo la represion de este gen. En A. cruentus, la expresion de GOLS2 aument6 en
estrés hidrico moderado alcanzando valores que sobrepasaron el limite de induccion, y no
mostré cambios en recuperacion. A. caudatus y A. hybridus también modificaron su
expresion en estrés moderado. No obstante, en la segunda especie, este cambio si fue
significativo mostrando valores que superaron el umbral de induccion. Igualmente, en A.
hybridus, GOLS2 disminuyd su expresion y alcanzd valores por debajo del umbral de

represion (Figura 10B).

De la misma manera, RAFS mostré patrones de expresion muy claros, ya que en sequia
severa A. hypochondriacus y A. cruentus manifestaron una mayor induccion comparada
con A. caudatus y A. hybridus. Los valores fueron 14.98, 15.19 y 5.42, 1.40,
respectivamente. En sequia moderada, A. hypochondriacus indujo la expresion de RAFS
3.42 veces, mientras que no cambid su expresion en recuperacion. A su vez, A. cruentus,
no mostré cambios en sequia moderada ni recuperacion. A. caudatus alcanzé valores que

sobrepasaron los limites de induccion y represion en estrés moderado, y en recuperacion,
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respectivamente, mientras que A. hybridus modificé su expresion en estrés moderado,
alcanzando valores de 3.69 y valores en el limite de represion, en recuperacion (Figura
10C).

Por ultimo, la STCS, contrario a lo visto en hojas, mostro patrones de expresion claros en
raices, donde aumentd su expresion en sequia moderada y severa en la mayoria de las
especies. Por ejemplo, en A. hypochondriacus la abundancia de transcritos en estrés
moderado mostrd6 un aumento respecto al control de aproximadamente 2.9 veces,
mientras que en estrés severo aumentd alrededor de 6.21 veces, y en recuperacion no
cambid su expresion. En A. cruentus, a pesar de que se observaron valores que
sobrepasaron el limite de induccion para sequia moderada y severa, estos cambios no
representaron diferencias significativas respecto a plantas control. De igual forma, no se
observaron cambios en condiciones de recuperacion. Para A. caudatus, hubo un aumento
de expresion en estrés hidrico moderado y severo, con valores de 5.52 y 5.08,
respectivamente. Finalmente, A. hybridus también aumenté su expresion en ambos
tratamientos de sequia, siendo que en moderado mostro valores de 2.94 y, en severo, de
2.75 (Figura 10D).
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Figura 10. Expresion relativa de genes codificantes para enzimas del metabolismo de RFO
en raices de distintas especies de amaranto. Box-plots de la abundancia de transcritos
de genes: (A) GOLS1 y (B) GOLS2, bajo los distintos tratamientos de estrés hidrico: CT
(control), EHM (estrés hidrico moderado), EHS (estrés hidrico severo), REC (recuperacion).
La comparacion miltiple de medias se realiz6 mediante la prueba estadistica Tukey
Kramer. Las distintas letras representan diferencias significativas (P < 0.05, n = 8).
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Figura 10 (continuacion). Expresién relativa de genes codificantes para enzimas del
metabolismo de RFO en raices de distintas especies de amaranto. Box-plots de la
abundancia de transcritos de genes:(C) RAFS y (D) STCS, bajo los distintos tratamientos
de estrés hidrico: CT (control), EHM (estrés hidrico moderado), EHS (estrés hidrico severo),
REC (recuperacion). La comparacion multiple de medias se realizd6 mediante la prueba

estadistica Tukey Kramer. Las distintas letras representan diferencias significativas (P <
0.05, n =8).
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7.6 CAMBIOS EN LA EXPRESION DE GENES ASOCIADOS AL METABOLISMO DEL
ACIDO ABSCISICO

La abundancia relativa de los transcritos asociados con ABA, usados como marcadores de

estrés hidrico, también se vio afectada por los distintos tratamientos de sequia en las

distintas especies utilizadas en este trabajo.

En hojas de la especie tolerante A. hypochondriacus, se encontraron patrones de expresion
muy claros en todos los genes asociados a ABA, ya que a excepcion de RAB18, todos
mostraron estar inducidos en sequia severa. Por ejemplo, la expresion relativa de ABI5 bajo
estrés hidrico moderado y recuperacion se observé para ambos casos en el umbral de
induccion, mientras que lo superd en sequia severa con un promedio de expresion relativa
de 3 (Figura 11A). En el caso de RAB18, no hubo cambios bajo ninguna condicion de estrés
(Figura 11B). De igual forma, DREB2C mostro una alta induccion en todos los tratamientos,
alcanzando valores de 5.3 para estrés moderado, de 8.75 para estrés severo y en
recuperacion, de 3.86 (Figura 11C). LEA14 también manifestd el mismo patron,
aumentando su expresion aproximadamente 21 veces mas bajo estrés moderado, 56 bajo
estrés severo y disminuyendo su expresion hasta aproximadamente 5.8 veces mas que el

control, en recuperacion (Figura 11D).

Por otro lado, en A. cruentus también se observé que en sequia moderada los valores de
expresion para ABI5, se encontraron en el limite de induccion y lo superaron bajo estrés
severo hasta 4 veces mas que el control. Dicha induccion disminuy6 bajo condiciones de
recuperacion hasta valores menores a 1. En hojas de A. caudatus, la expresion de este gen
aumentoé claramente en estrés moderado (3.24 veces) superando el limite de induccion, y
estando por debajo de éste en estrés severo y recuperacion. Los cambios en la expresion
de ABI5 observados en A. hybridus fueron iguales en todas las condiciones, estando por

encima del limite de induccion (Figura 11A).

Para el caso del gen RAB18 en hojas de amaranto, no se observaron cambios tan notables
en ninguna de las especies estudiadas. Sin embargo, A. cruentus reprimid este gen en
recuperacion, al igual que A. hybridus. En esta Ultima especie, también se detecto la

represion de este gen marcador en sequia moderada. Aunque no hubo induccién en estas
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dos ultimas especies, A. caudatus aumento ligeramente su expresion en estrés moderado

y A. hybridus en severo, siendo ambas estadisticamente distintas al control (Figura 11B).

Igualmente, DREB2C no super6 ninguno de los limites de induccién o represion en A.
cruentus, A. caudatus y A. hybridus, aunque si mostré diferencias estadisticas en algunos
tratamientos. Por ejemplo, en A. cruentus la expresion de este gen fue menor a la unidad
en condiciones de recuperacion, mientras que en A. caudatus hubo un incremento en
estrés moderado y una disminucion en recuperacion. Finalmente, disminuyé en sequia

moderada y aumentd en sequia severa, en A. hybridus (Figura 11C).

Finalmente, es muy interesante notar que el comportamiento de LEA14 no sOlo esta
conservado entre todas las especies estudiadas, sino que también mostro ser dependiente
de los tratamientos a los que fueron sometidas las plantas, habiendo un aumento de
expresion conforme mayor fue la sequia, y disminuyendo su expresion en condiciones de
recuperacion hasta casi valores de plantas control. En la Figura 11D, se puede observar
gue la abundancia de transcritos se incrementd muy por encima del limite de induccion en
estrés moderado en A. hypochondriacus, A. cruentus, A. caudatus y A. hybridus,
alcanzando un promedio de valores de 21.2, 16.5, 49.0 y 16.0, respectivamente. Asi
también para estrés severo, valores de expresion relativa de este gen en las mencionadas
especies fueron de 56.46, 31.39, 120.85, 46.50, respectivamente. Aunque aun
inducidos, éstos de redujeron en condiciones de recuperacion, a valores de 5.83, 2.13,

4.55y 2.53, para las respectivas especies.
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Figura 11. Expresion relativa de genes relacionados con el acido abscisico en hojas de
distintas especies de amaranto. Box-plots de la abundancia de transcritos de genes
asociados a ABA: (A) ABI5 y (B) RAB18, bajo los distintos tratamientos de estrés hidrico:
CT (control), EHM (estrés hidrico moderado), EHS (estrés hidrico severo), REC
(recuperaciéon). La comparaciéon miltiple de medias se realizd6 mediante la prueba

estadistica Tukey Kramer. Las distintas letras representan diferencias significativas (P <
0.05, n =8).
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Figura 11 (continuacion). Expresion relativa de genes relacionados con el acido abscisico
en hojas de distintas especies de amaranto. Box-plots de la abundancia de transcritos de
genes asociados a ABA: (C) DREB y (D) LEA14, bajo los distintos tratamientos de estrés
hidrico: CT (control), EHM (estrés hidrico moderado), EHS (estrés hidrico severo), REC
(recuperacién). La comparacién multiple de medias se realizO mediante la prueba
estadistica Tukey Kramer. Las distintas letras representan diferencias significativas (P <

0.05, n =8).
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Por otro lado, estos mismos genes fueron cuantificados en raices de amaranto, donde
también se observaron comportamientos similares a las hojas. La induccion de ABI5 en las
especies tolerantes A. hypochondriacus y A. cruentus fue dependiente del grado de estrés,
ya que, en estrés severo, hubo una mayor inducciéon que en los otros tratamientos. Sin
embargo, los niveles de expresion fueron mas altos en la primera especie. En estrés
moderado, ambas especies mostraron una elevada tasa de induccion, que fue, una vez
mas, mayor en A. hypochondriacus. Curiosamente, bajo recuperacion, estos niveles se
mantuvieron altos para esta especie, mientras que para A. cruentus disminuyeron por
debajo del umbral de induccion. EI comportamiento de las especies susceptibles, A.
caudatus y A. hybridus, no mostrdé parecido a las especies tolerantes ni tampoco se
encontraron patrones entre ellas. En raices de A. caudatus, se obtuvo el patron ya
observado en hojas, donde hubo una induccion de este gen en sequia moderada. Para el
caso de A. hybridus la expresion de ABI5 disminuy6 por debajo del limite de represion en
estrés moderado y recuperacion (Figura 12A). Al igual que en hoja, la expresion de RAB18
en raices de amaranto, comparado con los otros genes asociados a ABA, fue la menos
afectada por el estrés hidrico. La especie A. hypochondriacus fue la Unica que mostro
cambios notorios, pues hubo una induccion de este gen en estrés hidrico moderado y
severo de aproximadamente 5.7, y en recuperacion, de 14.5. La especie A. cruentus
cambid su expresion en sequia moderada sin pasar el umbral de induccién y en sequia
severa se indujo 2.3 veces mas respecto al control. RAB18 en A. caudatus no se indujo ni
se reprimi6 bajo ningun tratamiento y en A. hybridus se observo la ligera represion en estrés
severo (Figura 12B). Interesantemente, el patron de expresion del gen DREB2C en raices
de A. hypochondriacus, A. cruentus y A. caudatus fue el mismo que se observd en ABI5,
aunque la magnitud de los niveles de expresion relativa fue distinta, el comportamiento fue
similar. En contraste, A. hybridus si modificé el patron y no mostrd inducir o reprimir a
DREB2C en los tratamientos aplicados y bajo estrés severo aumentd su expresion por
arriba de la unidad (Figura 12C). Por ultimo, y de manera notable, los patrones de expresion
del gen LEA14 en hojas y raices mostraron estar altamente conservados, ya que en raices
se observo, una vez mas, que este gen responde ante estrés hidrico severo con una mayor
induccion. En algunos casos, como por ejemplo en A. hypochondriacus, se observé una
induccion en sequia moderada, pero menor que en sequia severa. De modo que la

expresion de este gen es dependiente del grado de estrés sufrido por la planta, ya que, a
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mayor grado de estrés, se detecté una mayor induccion. Asimismo, y de manera general,

las plantas recuperadas disminuyeron su expresion hasta casi valores cercanos al control
(Figura 12D).
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Figura 12. Expresion relativa de genes involucrados en el metabolismo de acido abscisico
en raices de distintas especies de amaranto. Box-plots de la abundancia de transcritos
de genes asociados a ABA: (A) ABI5 y (B) RAB18, bajo los distintos tratamientos de estrés
hidrico: CT (control), EHM (estrés hidrico moderado), EHS (estrés hidrico severo), REC
(recuperacién). La comparacién multiple de medias se realizO mediante la prueba

estadistica Tukey Kramer. Las distintas letras representan diferencias significativas (P <
0.05, n =8).
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Figura 12 (continuacion). Expresion relativa de genes involucrados en el metabolismo de
acido abscisico en raices de distintas especies de amaranto. Box-plots de la abundancia
de transcritos de genes asociados a ABA: (C) DREB y (D) LEA14, bajo los distintos
tratamientos de estrés hidrico: CT (control), EHM (estrés hidrico moderado), EHS (estrés
hidrico severo), REC (recuperacién). La comparacién multiple de medias se realizd
mediante la prueba estadistica Tukey Kramer. Las distintas letras representan
diferencias significativas (P < 0.05, n = 8).
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7.7 CAMBIOS EN LA EXPRESION DE GENES CODIFICANTES PARA CINASAS DE LA
FAMILIA SnRK
La expresion relativa de los transcritos pertenecientes a la familia SnRK mostré pocos
cambios comparado con los observados en los genes asociados a ABA 'y los RFO. En hojas,
el gen SnRAK no se vio afectado bajo ningin tratamiento de estrés en A. hypochondriacus
y A. cruentus, aunque en algunas condiciones los valores alcanzaron los limites de
represion o induccion, ninguno resulté significativo respecto al control. Por otro lado A.
caudatus mostroé valores por encima de la unidad en estrés severo y recuperacion, pero sin
sobrepasar el limite de induccion. A. hybridus indujo a SnRAK bajo sequia severa y no

cambi6 en el resto de los tratamientos (Figura 13A).

Del mismo modo, se cuantifico la expresion relativa de SnRK1o en hojas de la especie A.
hypochondriacus, la cual mostré una disminucion en la expresion de este gen bajo estrés
severo que se encontré en los limites de represion. También redujo su expresion en
recuperacion y ligeramente en estrés moderado. Por su parte, A. cruentus aumentoé su
expresion en estrés severo, pero sin superar el umbral de induccion, y sin mostrar cambios
en el resto de los tratamientos. En hojas de A. caudatus no ocurrieron cambios bajo
ninguna condicion estudiada y en A. hybridus la sequia modificd ligeramente la expresion

en todos los tratamientos (Figura 13B).

Ademas, se midio la abundancia de transcritos para el gen SnKR2.1. Como se puede
observar en la Figura 13C, en condiciones de sequia moderada y severa hay una alta
variacion en los resultados obtenidos para todas las especies. En todos los casos, la
expresion relativa es menor a la unidad, alcanzando valores que superan el umbral de
represion en todos los casos. Asi también, en recuperacion para A. hypochondriacus y A.
cruentus, hay una disminucion en la expresion que se encuentra en el limite de represion.
La expresion del gen SnRK2.2 no se vio estadisticamente afectada en A. hypochondriacus
y A. caudatus. En A. cruentus, la sequia severa ocasiono la disminucion de la expresion
alcanzando el umbral de represion, y en A. hybridus hubo una induccion del gen en sequia

moderada y por debajo de este limite un aumento en sequia severa (Figura 13D).
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Figura 13. Expresion relativa de genes codificantes de cinasas de la familia SnRK en hojas
de distintas especies de amaranto. Box-plots de la abundancia de transcritos de genes
SnRK: (A) SnRAK y (B) SnRK1a, bajo los distintos tratamientos de estrés hidrico: CT

(control), EHM (estrés hidrico moderado), EHS (estrés hidrico severo), REC (recuperacion).

La comparacion miultiple de medias se realiz6 mediante la prueba estadistica Tukey
Kramer. Las distintas letras representan diferencias significativas (P < 0.05, n = 8).
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estrés hidrico: CT (control), EHM (estrés hidrico moderado), EHS (estrés hidrico severo),
REC (recuperacion). La comparacion multiple de medias se realiz6 mediante la prueba
estadistica Tukey Kramer. Las distintas letras representan diferencias significativas (P <
0.05, n = 8).
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Igualmente, también se midid la abundancia relativa de estos genes en las raices de dichas
especies. Para SnRAK, ninguna especie mostré inducir o reprimir este gen en ningun
tratamiento. No obstante, los valores de expresion en sequia severa en A. cruentus fueron

mayores y significativamente diferentes al control (Figura 14A).

La isoforma SnRK1a, aumento6 su expresion en sequia moderada, severay en recuperacion
en la especie A. hypochondriacus, sin superar el limite de induccion. En A. cruentus,
disminuyd en estrés moderado y aumentd en severo, sin superar ninguno de los umbrales.
SnRK1a en A. caudatus, se reprimid en sequia moderada y recuperacion. Y en A. hybridus,

este mostro estar por debajo del limite de induccion en sequia moderada (Figura 14B).

Al igual que lo observado en hojas de amaranto, SnRK2.1 en raices, también alcanzo
valores de represion en estrés severo y moderado para A. cruentusy A. hybridus. La especie
A. caudatus no se vio afectada por ningin tratamiento y en A. hypochondriacus la expresion
génica disminuyo en todos los grados de estrés, y ubicandose en el limite de induccion en
sequia moderada y en recuperacion (Figura 14C). Por altimo, la isoforma SnRK2.2 no sufrié
ningun tipo de cambio significativamente importante en respuesta a cualquier tratamiento

y en ninguna de las especies estudiadas en este trabajo (Figura 14D).
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Figura 14. Expresion relativa de genes codificantes de cinasas de la familia SnRK en
raices de distintas especies de amaranto. Box-plots de la abundancia de transcritos de
genes SnRK: (A) SnRAK y (B) SnRK1a, bajo los distintos tratamientos de estrés hidrico:
CT (control), EHM (estrés hidrico moderado), EHS (estrés hidrico severo), REC
(recuperacién). La comparacién multiple de medias se realizO mediante la prueba

estadistica Tukey Kramer. Las distintas letras representan diferencias significativas (P <
0.05, n =8).
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Figura 14 (continuacion). Expresion relativa de genes codificantes de cinasas de la familia
SnRK en raices de distintas especies de amaranto. Box-plots de la abundancia de
transcritos de genes SnRK: (C) SnRK2.1y (D) ShRK2.2, bajo los distintos tratamientos de
estrés hidrico: CT (control), EHM (estrés hidrico moderado), EHS (estrés hidrico severo),
REC (recuperacién). La comparacion multiple de medias se realizdé mediante la prueba

estadistica Tukey Kramer. Las distintas letras representan diferencias significativas (P <
0.05, n =8).
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7.8 CAMBIOS EN EL CONTENIDO DE CARBOHIDRATOS NO ESTRUCTURALES
Con el fin de identificar los cambios sobre los niveles de azlcares solubles causados por
los distintos tratamientos de estrés hidrico, se midié la acumulacion de éstos en muestras

de hojas y raices de amaranto de las cuatro especies estudiadas.

7.8.1 Contenido de azlcares solubles en hojas de amaranto

La concentracion de glucosa en hojas de amaranto se incrementd bajo condiciones de
deshidratacion y recuperacion respecto a hojas de plantas control. Sin embargo, este
incremento fue mayor en las especies susceptibles (i. €., A. caudatus y A. hybridus) que en
las tolerantes (Figura 15). A. hypochondriacus mostré un patron de acumulacion distinto al
resto de las especies y A. caudatus acumuld este azlcar de igual manera en estrés
moderado y severo.
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Figura 15. Contenido de glucosa en hojas de distintas especies de amaranto sometidas
a distintos niveles de estrés hidrico. Box-plots de la concentracién del azlcar glucosa en
los distintos tratamientos de estrés hidrico: CT (control), EHM (estrés hidrico moderado),
EHS (estrés hidrico severo), REC (recuperacion). La comparacion multiple de medias se
realizd6 mediante la prueba estadistica Tukey Kramer. Las distintas letras representan
diferencias significativas (P < 0.05, n = 6).

Por otro lado, los resultados mostrados en la Figura 16 indican que la cantidad de fructosa

en hojas de plantas no estresadas fue baja en todas las especies analizadas, pero aumento
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significativamente en sequia moderada, en menor grado en A. cruentus. El estrés severo
caus6 una disminucion moderada, pero no significativa, en los niveles de fructosa en A.
caudatus y A. hybridus respecto al estrés moderado, mientras que A. hypochondriacus
mostré una disminucion severa en dicho tratamiento. No obstante, en A. cruentus este
azucar aumento. A pesar de mostrar un patron diferente de acumulacion, las especies
tolerantes se agrupan en este grado de estrés, al igual que las susceptibles. A. cruentus
acumulé menos glucosa y fructosa que el resto de las especies. En contraste, A.
hypochondriacus fue la Unica especie que acumuldé mas glucosa y fructosa bajo estrés

hidrico moderado.
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Figura 16. Contenido de fructosa en hojas de distintas especies de amaranto sometidas

a distintos niveles de estrés hidrico. Box-plots de la concentracion del azUcar fructosa en

los distintos tratamientos de estrés hidrico: CT (control), EHM (estrés hidrico moderado),

EHS (estrés hidrico severo), REC (recuperacion). La comparaciéon multiple de medias se

realizd6 mediante la prueba estadistica Tukey Kramer. Las distintas letras representan

diferencias significativas (P < 0.05, n = 6).
De la misma forma, el contenido de sacarosa en todas las especies aumentd segun el
grado de estrés, siendo significativamente mayor en sequia severa. El aumento de este
disacarido en hojas ocasionado por una severa pérdida de agua, se vio disminuido en
condiciones de recuperacion, llegando casi hasta los niveles de plantas control. El estrés

moderado ocasiond un aumento significativo de este azlicar excepto en A. cruentus (Figura
17).
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En general el contenido de carbohidratos no estructurales en hojas de amaranto, se vio
afectado por las condiciones de deshidratacion a las que fueron sometidas. El azucar
mayormente acumulado en estrés fue la sacarosa, seguido de la glucosa y en menor
magnitud la fructosa. Se observaron patrones de acumulacion de azucares solubles entre

especies y entre grados de tolerancia a estrés hidrico.
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Figura 17. Contenido de sacarosa en hojas de distintas especies de amaranto sometidas
a distintos niveles de estrés hidrico. Box-plots de la concentracion de sacarosa en los
distintos tratamientos de estrés hidrico: CT (control), EHM (estrés hidrico moderado), EHS
(estrés hidrico severo), REC (recuperacion). La comparacion multiple de medias se realiz6
mediante la prueba estadistica Tukey Kramer. Las distintas letras representan
diferencias significativas (P < 0.05, n = 6).

7.8.2 Contenido de azlcares solubles en raices de amaranto

La concentracion de glucosa en raices de amaranto aumentd significativamente en
condiciones de recuperacion en A. hypochondriacus y A. caudatus, mientras que no cambid
bajo ningun tipo de sequia respecto a las plantas control. En A. hybridus no se observo
ningan cambio bajo ningln tratamiento y en A. cruentus todos los tratamientos modificaron
los niveles de este azucar (Figura 18). También se midid el contenido de fructosa; en la

figura 19 se observa que el estrés hidrico modifico el contenido de este azdcar en las raices
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de todas las especies mostradas. A. hypochondriacus mostré ser la especie con un

contenido significativamente mayor de glucosa y fructosa este que el resto de las especies.

Al igual que las hojas, raices de plantas sometidas a estrés hidrico acumularon mas
sacarosa. A. cruentus fue la especie que mostré una mayor acumulacion de este azlcar en
estrés severo que el resto de las especies. Se observo que las especies A. cruentus, A.
caudatus y A. hypochondriacus cumplen con el mismo patron de acumulacion de este
azucar, siendo esta Ultima la que acumul6 sacarosa en menor magnitud que el resto. La
concentracion obtenida en raices fue superior que la acumulada las hojas, pero existieron

comportamientos similares entre organos (Figura 20).
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Figura 18. Contenido de glucosa en raices de distintas especies de amaranto sometidas
a distintos niveles de estrés hidrico. Box-plots de la concentracion del azlcar glucosa en
los distintos tratamientos de estrés hidrico: CT (control), EHM (estrés hidrico moderado),
EHS (estrés hidrico severo), REC (recuperacion). La comparaciéon mualtiple de medias se
realizd6 mediante la prueba estadistica Tukey Kramer. Las distintas letras representan
diferencias significativas (P < 0.05, n = 6).
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Figura 19. Contenido de fructosa en raices de distintas especies de amaranto sometidas
a distintos niveles de estrés hidrico. Box-plots de la concentracion del azlcar fructosa en
los distintos tratamientos de estrés hidrico: CT (control), EHM (estrés hidrico moderado),
EHS (estrés hidrico severo), REC (recuperacion). La comparaciéon multiple de medias se
realizd6 mediante la prueba estadistica Tukey Kramer. Las distintas letras representan
diferencias significativas (P < 0.05, n = 6).
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Figura 20. Contenido de sacarosa en raices de distintas especies de amaranto sometidas
a distintos niveles de estrés hidrico. Box-plots de la concentracién de sacarosa en los
distintos tratamientos de estrés hidrico: CT (control), EHM (estrés hidrico moderado), EHS
(estrés hidrico severo), REC (recuperacion). La comparacion multiple de medias se realizd

mediante la prueba estadistica Tukey Kramer. Las distintas letras representan
diferencias significativas (P < 0.05, n = 6).
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7.9 CAMBIOS EN EL CONTENIDO DE ALMIDON

El almidon es el carbohidrato de mayor abundancia en el reino vegetal. Es sintetizado en
el cloroplasto para su almacenamiento temporal o para ser metabolizado de acuerdo a las
necesidades de la planta (Zeeman et al. 2010). Las hojas de amaranto en condiciones
ideales de humedad mostraron una alta acumulacion de este polisacarido. Durante estrés
hidrico, se observo una drastica disminucion en el contenido de almidén, que fue mas
notoria en estrés severo que en el moderado. Plantas recuperadas también mostraron una
disminucion de almidon respecto a las plantas control. Sin embargo, esta disminucion no
fue tan drastica y algunas especies mostraron la misma respuesta que ante el estrés
hidrico moderado. Las especies tolerantes agotaron las reservas de este azucar casi en su
totalidad bajo estrés severo, mientras que las susceptibles solo utilizaron

aproximadamente la mitad, respecto a las plantas control (Figura 21).
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Figura 21. Contenido de almidén en hojas de distintas especies de amaranto sometidas
a distintos niveles de estrés hidrico. Box-plots de la concentraciéon de almidon en los
distintos tratamientos de estrés hidrico: CT (control), EHM (estrés hidrico moderado), EHS
(estrés hidrico severo), REC (recuperacion). La comparacion multiple de medias se realizd
mediante la prueba estadistica Tukey Kramer. Las distintas letras representan
diferencias significativas (P < 0.05, n = 6).
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Asimismo, el contenido de almidon en raices de amaranto no estresadas fue elevado, pero
menor comparado con hoja. De igual forma, se observo que este polisacarido disminuyo
drasticamente en especies tolerantes, en mayor medida que las susceptibles. En claro
contraste, A. hybridus no mostré cambios estadisticamente significativos en el contenido

de almidoén bajo ninguna condicion estudiada (Figura 22).
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Figura 22. Contenido de almiddn en raices de distintas especies de amaranto sometidas
a distintos niveles de estrés hidrico. Box-plots de la concentracion de almidon en los
distintos tratamientos de estrés hidrico: CT (control), EHM (estrés hidrico moderado), EHS
(estrés hidrico severo), REC (recuperacion). La comparacion multiple de medias se realizd
mediante la prueba estadistica Tukey Kramer. Las distintas letras representan
diferencias significativas (P < 0.05, n = 6).

La concentracion de almidon, contrariamente a la de los azucares solubles, disminuyo
significativamente bajo condiciones de sequia moderada, severa y en recuperacion,
principalmente en hoja y en menor medida en raiz. Se observaron patrones de acumulacion

claramente definidos en todas las especies y 6rganos analizados.
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7.10 CAMBIOS EN EL CONTENIDO DE PROLINA

Con el fin de comprobar si en la tolerancia contrastante a sequia observada en amaranto,
estaba implicada la acumulacion de otros osmolitos, se midid la concentracion del
aminoacido prolina. Los niveles de esta molécula en hojas de plantas control fueron bajos
y permanecieron constantes en todas las especies de amaranto bajo estudio. Sin embargo,
la concentracion de esta aumentd significativamente bajo condiciones de estrés moderado
en A. hypochondriacus y A. hybridus, pero no modificd el contenido en A. cruentus y A.
caudatus, respecto a las plantas control. El estrés severo causd un aumento considerable
de dicho aminoacido en todas las especies analizadas, siendo mayor en A.
hypochondriacus y A. cruentus, seguido de A. hybridus y en menor magnitud en A.
caudatus. Finalmente, los niveles de prolina en plantas recuperadas declinaron hasta los

niveles control en todas las especies (Figura 23).
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Figura 23. Contenido de prolina en hojas de diferentes especies de amaranto sometidas
a distintos niveles de estrés hidrico. Box-plots de la concentracion del aminoacido prolina
en los distintos tratamientos de estrés hidrico: CT (control), EHM (estrés hidrico
moderado), EHS (estrés hidrico severo), REC (recuperacion). La comparacion multiple de
medias se realizd6 mediante la prueba estadistica Tukey Kramer. Las distintas letras
representan diferencias significativas (P < 0.05, n = 6).
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A pesar de que la concentracion de este osmolito también aumenté con el grado de estrés
en raices de amaranto, la tasa de acumulacion fue menor que en las hojas. En la figura 24
se muestran los resultados correspondientes al contenido de prolina en raices. Como se
puede observar, existen patrones conservados entre organos y especies. En condiciones
Optimas, la concentracion permanecié constante en todas las especies, mientras que en
estrés moderado no se detectaron cambios significativos en los niveles de prolina, a
excepcion de A. hybridus. Posteriormente, el contenido de prolina mostré6 un aumento
significativo en todas las especies en estrés severo, siendo menor en A. caudatus. Este
incremento fue seguido de una disminucion hasta los niveles de plantas bien regadas en

plantas recuperadas, a excepcion de A. hybridus.
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Figura 24. Contenido de prolina en raices de diferentes especies de amaranto sometidas
a distintos niveles de estrés hidrico. Box-plots de la concentracion del aminoacido prolina
en los distintos tratamientos de estrés hidrico: CT (control), EHM (estrés hidrico
moderado), EHS (estrés hidrico severo), REC (recuperacion). La comparacion miltiple de
medias se realizé6 mediante la prueba estadistica Tukey Kramer. Las distintas letras
representan diferencias significativas (P < 0.05, n = 6).
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8) DISCUSION

8.1 Distintas especies de amaranto presentan tolerancias contrastantes a la sequia
En condiciones naturales, las plantas son afectadas por distintos tipos de estrés que
pueden actuar aislados, o bien, ocurrir simultaneamente, lo que se traduce en un alto grado
de complejidad en las respuestas que deben generar. La percepcion de la senal del estrés
genera cascadas de senalizacion especificas y respuestas adaptativas. Por lo tanto, las
diferencias en la tolerancia al estrés entre genotipos o distintas etapas de desarrollo
pueden surgir de diferencias en la percepcion de las senales y en los mecanismos de
transduccion (Rosa et al. 2009). Uno de los tipos de estrés que las plantas enfrentan con
mayor frecuencia es la sequia; éste representa el principal factor que limita la productividad
agricola y se prevé que el efecto negativo causado por este tipo de estrés sea mas grave
en las proximas décadas (Cattivelli et al. 2008). Por lo tanto, es de suma importancia
entender los mecanismos que otorgan una mayor tolerancia a este tipo de estrés en
algunas especies vegetales, con el fin de generar cultivos mas tolerantes a estas

condiciones.

El amaranto es una planta que no solo genera semillas con alto valor nutricional, sino que
ademas posee caracteristicas agronémicas deseables, y ha mostrado ser sumamente
tolerante a la deficiencia de agua. Se ha visto que soporta esta condicion mejor que plantas
como el maiz, sorgo o trigo (Weber 1990). Sin embargo, poco se conoce sobre los
mecanismos moleculares y bioquimicos responsables de su tolerancia a la sequia. En este
trabajo, se realiz6 un analisis comparativo utilizando distintas especies de amaranto con
tolerancia contrastante al estrés hidrico, con el fin de identificar respuestas comunes y/o

divergentes ante este tipo de estrés.

Para identificar las variedades de amaranto con tolerancia contrastante a la sequia y
seleccionar las que se usarian en este estudio, se evalud el porcentaje de recuperacion y
el potencial hidrico de las hojas de ocho variedades de amaranto sometidas a estrés hidrico
(Apéndice 4). Estos parametros fueron utilizados como indicadores, ya que se ha observado
que plantas que pueden sobrevivir con menor cantidad de agua, muestran mayor turgencia

en sus tejidos y por lo tanto mayor potencial hidrico. De igual forma, se considera que la
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capacidad de sobrevivir después de haber sufrido una pérdida severa de agua, es un rasgo
de tolerancia a la sequia en plantas (Xu et al. 2010). Por lo que se eligieron las especies
mas contrastantes, considerando como tolerantes aquellas que mostraron mayor potencial
hidrico en sus hojas y mayor numero de plantas recuperadas (e. g., A. hypochondriacus var.
Gabriela y A. cruentus var. Amaranteca), y como especies susceptibles las que presentaron
menor potencial hidrico y menor recuperacion (e. g., A. caudatus y A. hybridus). Sin
embargo, se requiere mayor trabajo para determinar la base fisiolégica de estas

diferencias.

De las especies seleccionadas, A. hypochondriacus, A. cruentus y A. caudatus, son
clasificadas como amarantos de grano y A. hybridus como maleza, aungue Su uso como
verdura es comun en ciertas regiones del mundo. La primera de ellas, se cultiva desde el
suroeste de Estados Unidos hasta el centro de México; A. cruentus, es cultivada en todo el
sur de México y Guatemala; A. caudatus se encuentra principalmente en la region andina,
mientras que A. hybridus esta ampliamente distribuida por todo el continente americano
(Sauer 1967). Filogenéticamente, estas especies estan relacionadas entre si, ya que se
considera que A. hybridus es el ancestro comun de las especies de grano y ha mostrado

ser genéticamente muy diverso (Kietlinski et al. 2013).

Durante la exposicion al estrés por sequia, las especies de amaranto evaluadas mostraron
respuestas diferenciales, que podrian estar relacionadas a adaptaciones climaticas
distintas tomando en cuenta su origen geografico. Por ejemplo, A. hypochondriacus,
pertenece a zonas semiaridas que presentan temperaturas muy altas durante el verano
gue oscilan entre los 35-41°C (CONAGUA 2015). Las condiciones de temperatura durante
los experimentos en invernadero, pudieron asemejarse a dichos climas, razon por la que
es probable que esta especie respondiera exitosamente y mostrara una tolerancia superior.
Por otro lado, A. caudatus que crece en ambientes con mayor altitud y climas de frios a
templados, fue el genotipo mas susceptible ante la privacion de agua de riego y no mostro
tolerancia ante las altas temperaturas. No obstante, a pesar de mostrar comportamientos
contrarios, estas dos especies estan estrechamente relacionadas filogenéticamente, y

apartadas de A. cruentus (Kietlinski et al. 2013).
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8.2 La sequia ocasiona cambios en la expresion de algunos de los genes del
metabolismo de trealosa en especies de amaranto

Las plantas han desarrollado una gran cantidad de mecanismos para responder a la baja
disponibilidad de agua, incluyendo cambios en la expresion génica. Los mecanismos de
respuesta ante la sequia han sido mayormente estudiados en Arabidopsis thaliana y en
plantas de resurreccion (Lunn et al. 2014). La trealosa es un azucar que ha mostrado jugar
un papel importante en la tolerancia al estrés hidrico en distintos organismos,
principalmente como osmolito. Sin embargo, en plantas este papel ha sido reemplazado
por la sacarosa. Se ha visto que el intermediario de la ruta de sintesis, la trealosa-6-fosfato
(T6P), participa en la regulacion de las respuestas a estrés bidtico y abidtico. Por ejemplo,
durante la sequia, regula la apertura de los estomas. Ademas, la existencia de multiples
genes codificantes para T6P en distintos genomas vegetales, revela que la mayoria de las
plantas son capaces de sintetizar trealosa (Lunn 2006). En el transcriptoma de A.
hypochondriacus, se encontraron 9 isoformas con identidad TPS, tres TPP, y uno TRE
(Délano-Frier et al. 2011), indicando que la ruta esta conservada en amaranto. Dentro de
dichas isoformas, se detectd sélo una codificante para TPS de clase | y ocho para TPS de
la clase Il. En Arabidopsis, s6lo se ha reportado actividad catalitica para una isoforma TPS,
la AtTPS1, mientras que todas las TPP y la Unica TRE han mostrado ser cataliticamente
activas (Ramon et al. 2009). En amaranto, durante los tratamientos de estrés hidrico, la
expresion de este gen permanecio en su mayoria sin cambios en las hojas, pero se indujo
en recuperacion en las especies susceptibles (A. caudatus y A. hybridus), mientras que en
las raices de especies tolerantes (A. hypochondriacus y A. cruentus) se reprimio (Figura 7A
y 8A). En plantas de maiz sometidas a estrés por oscuridad, se demostro que el nivel de
expresion de TPS1 esta correlacionado directamente con la concentracion de T6P, (Henry
et al. 2014), mientras que en Arabidopsis los niveles de T6P conservan una proporcion
directa con los niveles de sacarosa (Yadav et al. 2014). A su vez, la T6P controla la
degradacion del almidon durante la noche o bajo condiciones de estrés (Martins et al.
2013). En conjunto, estos datos podrian sugerir que al no encontrarse cambios
significativos en la expresion de AhTPS1, la concentracion de sacarosa y almidon tampoco
se verian afectadas. Sin embargo, en amaranto se encontrdé una acumulacion de sacarosa
y una reduccion de almidén durante la sequia, por lo que sera necesario cuantificar el

contenido de T6P y trealosa con el fin de obtener conclusiones sobre la utilizacion de estos
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azUcares durante el estrés. Del mismo modo, se observaron pocos cambios de expresion
en las isoformas de TPPA, TPPD y TPPI en ambos 6rganos, aunque en general, estos genes
se reprimieron esporadicamente en algunas condiciones y especies, por lo que no es
posible establecer con claridad su rol durante la sequia en las plantas de amaranto (Figuras
8y9).

El conocimiento de la funcion de las enzimas TPS de la clase |l es practicamente nulo y
tampoco existen reportes que demuestren actividad catalitica de estas isoformas. En maiz,
los genes codificantes de enzimas de la clase Il carecen de los aminoacidos necesarios
para la catalisis. Sin embargo, aun mantienen sitios que pueden unirse al sustrato glucosa-
6-fosfato y el producto T6P, lo que sugiere que podrian servir como detectores del nivel de
estos azucares (Henry et al. 2014). De manera interesante, las isoformas AhTPS9.1 y
AhTPS9.2 respondieron al estrés hidrico en todas las especies utilizadas en este trabajo.
La expresion de AhTPS9.1, mostré una induccion gradual conforme el estrés fue mas
severo y volvio a las condiciones control durante la recuperacion. En las hojas, la induccion
en estrés severo fue muy elevada pero no se observaron diferencias significativas entre
especies. No obstante, en raiz la induccion fue mayor en las especies tolerantes (Figuras
6By 7B). La isoforma AhTPS9.2 presentd un patron similar, ya que en las hojas se observo
una induccion en estrés moderado que se incrementd en estrés severo. Ademas, en las
especies susceptibles se encontré mayor abundancia de transcritos de este gen. Por otro
lado, en las raices sb6lo hubo induccién en estrés severo y fue mayor en las especies
tolerantes (Figuras 6C y 7C). Existen escasos reportes sobre el papel de estos genes
durante el estrés hidrico. Sin embargo, los resultados obtenidos sugieren que estos genes
tienen una funcion importante en la respuesta al estrés en plantas, la cual seria interesante

definir experimentalmente.

Ademas de regular procesos del crecimiento y desarrollo vegetal, la TGP ha mostrado inhibir
la actividad de SnRK1. Esta cinasa funciona como sensor de energia en todas las
eucariotas, ya que es activada cuando hay baja disponibilidad de energia, condicion bajo
la cual puede inducir procesos catabolicos y de ahorro de energia (Baena-Gonzalez et al.
2007). En este trabajo no se encontraron cambios importantes en la expresion génica de

SnRAK, SnRK1, SnRK2.1 y SnRK2.2, en respuesta a estrés hidrico en ninguna especie de
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amaranto. Por lo que es posible que la regulacion de estos genes se esté dando de manera
post-traduccional. Hay reportes que indican que la familia de las cinasas SnRK2 participa
en la respuesta a salinidad y sequia, y que ademas forman parte de la senalizacion por ABA
(Kulik et al. 2011). Sin embargo, no se encontrd alguna correlacion entre la expresion de
los miembros de SnRK2, con la expresion de los genes ABA evaluados en amaranto. De
éstos ultimos, algunos se indujeron en determinadas condiciones de sequia, mas no se
encontraron patrones claros entre especies ni 6rganos. Por ejemplo, en las hojas, ABI5 se
indujo en estrés severo en todas las especies, mientras que DREB2C Gnicamente cambio
su expresion en A. hybridus y RAB18, en ninguna condicion. En raiz, ABI5 se indujo en
respuesta a la sequia en todas las especies a excepcion de A. hybridus. RAB18 por su
parte, s6lo mostré induccion en A. hypochondriacus durante todos los tratamientos, y
DREB2C aumenté la abundancia de sus transcritos en estrés hidrico moderado y severo.
Esto indica que, a pesar de estar involucrados en la senalizacion por ABA, no todos los
genes estan participando directamente en la respuesta al déficit hidrico en amaranto
(Figuras 11 y 12). Interesantemente, LEA14, un gen asociado a la tolerancia a la
desecacion y que se ha mostrado estar regulado por ABA en diversos estudios
transcriptomicos (Wang et al. 2011), se encontr6 altamente inducido en hojas y raices de
todas las especies de amaranto. Su expresion se incrementd en relacion con el grado del
estrés y disminuydé en condiciones de recuperacion. Esto coincide con los patrones de
expresion vistos en las isoformas AhTPS9.1 y AhTPS9.2 (Figuras 6 y 7), asi como lo
observado en los genes de la ruta de sintesis de los RFO (Seccion 7.5) por lo que se sugiere

gue estos genes en amaranto también son importantes en la respuesta al estrés hidrico.

8.3 La sequia ocasiona cambios en la expresion de genes del metabolismo de RFO en
especies de amaranto
Ademas de evadir la sequia desarrollando un sistema de raices largas y mediante el cierre
de los estomas, las plantas sintetizan una gran variedad de compuestos que ayudan a
mantener el estatus hidrico y la turgencia celular. Dentro de estos compuestos se
encuentran varios azucares, como los oligosacaridos de la familia de la rafinosa (RFO). En
este trabajo se evalud el efecto de distintos grados de sequia sobre la expresion de los

genes clave en la sintesis de los RFO, ya que en otras plantas se han visto involucrados en

87



mecanismos de tolerancia a la sequia, actuando esencialmente como osmoprotectores y

antioxidantes (dos Santos et al. 2015).

En esta ruta biosintética, la primera reaccion es catalizada por la enzima galactinol sintasa
(GOLS), la cual no sélo esta relacionada con el metabolismo de carbohidratos, sino que
juega un papel importante en la tolerancia al estrés (Sengupta et al. 2015). En el
transcriptoma de A. hypochondriacus se encontraron dos isoformas de GOLS, nombradas
AhGOLS1 y AhGOLS2 de acuerdo a su homologia con Arabidopsis. La expresion de la
primera de ellas, fue altamente inducida en hojas y raices de todas las especies estudiadas
en condiciones de déficit severo de agua, mientras que AhGOLS2 sélo fue inducido en
raices bajo estas condiciones (Figura 9A y 9B). Previamente, ya habia sido reportada la
induccion de AtGOLS1 y AtGOLS2 durante la sequia en Arabidopsis, asi como una
acumulacion de galactinol y rafinosa en sus semillas y hojas, sugiriendo que estos dos
metabolitos estan involucrados en la tolerancia al estrés funcionando como
osmoprotectores. Esta funcion osmoprotectora en Arabidopsis, fue confirmada mediante
la sobrexpresion de AtGOLS2, donde no s6lo se observd una mayor induccion de los genes
AtGOLS, sino que hubo una mayor acumulacién de galactinol y rafinosa, asi como una
mayor tolerancia a la sequia (Taji et al. 2002). En amaranto, se encontraron patrones muy
claros en la expresion relativa de la isoforma AhGOLS1 en hojas de todas las especies
estudiadas, ya que la induccion fue proporcional al grado de estrés aplicado. En estrés
moderado, se observd una elevada induccidon de este gen, que fue aldn mayor en estrés
severo y que posteriormente disminuy6 en las plantas recuperadas, hasta los niveles de
expresion observados en condiciones control. Sin embargo, en hojas, no se detectaron
diferencias significativas en los niveles de induccion de este gen entre las especies durante
los tratamientos de estrés (Figura 9A).

De manera interesante, este patron de expresion que fue dependiente del grado de estrés
se conservo en las raices de todas las especies y en todos los tratamientos. Cabe recalcar
que en este organo, la abundancia de transcritos de AhGOLS1 en las especies tolerantes
A. hypochondriacus y A. caudatus, fue mayor comparada con las susceptibles A. caudatus
y A. cruentus, y que la magnitud de expresion en las raices fue mucho mas alta comparada
con las hojas (Figura 10A). Esto sugiere la posibilidad de que una mayor expresion de

GOLS1 en raiz esté correlacionada con una mayor tolerancia a estrés hidrico en amaranto.
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Por ejemplo, en plantas de Coffea canephora, con tolerancia contrastante a la sequia, la
expresion de CcGOLS1 también fue diferencialmente regulada por la intensidad del estrés
y por el genotipo. En café, la abundancia de CcGOLS1 en el genotipo susceptible disminuyo
durante la exposicion a la sequia, mientras que en la tolerante este gen fue inducido.
Ademas, se hallaron cambios en la acumulacion de galactinol y RFO, siendo mas alto en
las plantas tolerantes, principalmente en estrés severo. Durante la fase de recuperacion,
la expresion de CcGOLS1 fue similar en ambas especies y comparable a las plantas control

(dos Santos et al. 2015), tal y como se observo en amaranto.

Para el caso de la isoforma AhGOLS2, los patrones de expresion difirieron entre érganos,
ya que, en las hojas, algunas especies disminuyeron la cantidad de transcritos durante los
tratamientos, aunque la mayoria permanecié sin cambios. Por otro lado, las raices
mantuvieron la tendencia previamente observada en GOLS1, donde en las especies
tolerantes, hubo una mayor expresion durante sequia severa respecto a las susceptibles.
Sin embargo, esta expresion estuvo cercana al limite de induccion en todos los casos
(Figura 9B y 10B). Curiosamente, un estudio previo en Arabidopsis mostro, a diferencia de
lo encontrado en amaranto, que la expresion de AtGOLS2 fue mayor a la de que de
AtGOLS1 en respuesta a estrés hidrico (Taji et al. 2002).

El siguiente paso en la ruta, es la sintesis de rafinosa, catalizado por la enzima rafinosa
sintasa (RAFS). En amaranto, la abundancia de transcritos de esta isoforma coincidié con
los patrones de expresion de GOLS1. En hojas y raices de A. hypochondriacus y A. cruentus
hubo una tasa de induccion mas elevada en estrés severo que en el resto de los
tratamientos. En contraste, esta induccion fue menor en A. caudatus y en el caso de A.
hybridus, permaneci6 sin cambios (Figura 9C y 10C). Se ha observado que en especies de
alfalfa (Medicago sativa), los genotipos “Wisfal” (tolerante) y “Chilean” (susceptible),
mostraron diferencias en el contenido de rafinosa, siendo 1.7 veces mas alto en los tallos
de “Wisfal” en condiciones 6ptimas que en “Chilean”. Después de 8 dias de sequia
(equivalente a un estrés moderado), esta proporcion se incrementd a 4.2 veces. Sin
embargo, el patron de cambios en las raices de alfalfa fue distinto, ya que los niveles de
rafinosa se incrementaron hasta los 11 dias de sequia (equivalente a un estrés severo),

antes de declinar rapidamente durante recuperacion. Es importante destacar, que las
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raices del genotipo tolerante acumularon el doble de rafinosa que el genotipo susceptible,
y que la acumulacion en este érgano fue un orden de magnitud mayor que en los tallos de
ambas especies (Kang et al. 2011). Asimismo, se encontrd6 que la abundancia de
transcritos de RAFS fue mayor en las raices que en las hojas de todas las especies de
amaranto utilizadas. Recientemente, se estudiaron los cambios metabdlicos inducidos por
estrés hidrico en dos variedades de quinoa (Chenopodium quinoa), otro miembro de la
familia Amaranthaceae. En dicho estudio, hubo una disminucion de azucares como
fructosa, glucosa y almidén, y un aumento en el mio-insitol en ambos genotipos. Sin
embargo, el azdcar que sufrié el mayor incremento bajo estrés fue la rafinosa. Se observo
gue después de la recuperacion esta concentracion retornd a los niveles de plantas control.
Se postuld que la rafinosa funciona como un reservorio de carbono que puede contribuir a

la recuperacion rapida de esta especie (Bascunan-Godoy et al. 2016).

Basados en los patrones de expresion obtenidos, y en la cantidad de transcritos detectada
en las distintas especies de amaranto, se podria especular que las concentraciones de
galactinol y rafinosa podrian ser mas elevadas en A. hypochondriacus y A. cruentus, y que
esto podria conferirles mayor tolerancia respecto a A. caudatus y A. hybridus. Sin embargo,
es necesario realizar la cuantificacion de los RFO, a fin de realizar dichas comparaciones.
En el caso de alfalfa, pese a que los niveles de galactinol, rafinosa y mio-inositol fueron
mas elevados en el genotipo tolerante, los niveles de transcritos de los genes involucrados
en esta ruta, a excepcion de MsGOLS, no fueron sustancialmente diferentes entre las
especies, pero si entre 6rganos, encontrandose mayor expresion en raices. La baja
correlacion entre el nivel de transcritos y la concentracion de los metabolitos, se atribuyé a
posibles diferencias traduccionales o post-traduccionales en la regulacion de estas

enzimas (Kang et al. 2011).

Por dltimo, se midi6 la abundancia relativa de transcritos del gen estaquiosa sintasa
(STCS), para el cual no se observaron, en general, cambios en la expresion en las hojas de
ninguna de las especies bajo estrés hidrico, aunque su expresion se reprimié o se acerco
al limite de represion durante la recuperacion (Figura 9D). En las raices, la STCS siguid los
patrones de expresion encontrados para las otras isoformas relacionadas con esta ruta

biosintética (Figura 10D), sugiriendo fuertemente que en este 6rgano, y no en las hojas,

90



existe una regulacion mas precisa de estas enzimas, pues respondieron diferencialmente
a la intensidad del estrés y al genotipo en las especies de amaranto estudiadas. En alfalfa
y Arabidopsis se ha observado una fuerte induccion del gen STCS en sequia, lo que sugiere
gue la estaquiosa, al igual que la rafinosa, juega un papel como osmoprotector (Taji et al.
2002, Kang et al. 2011). Sin embargo, a diferencia del galactinol y la rafinosa, que se
encuentran en todas las angiospermas, la estaquiosa, junto con la verbascosa y otros RFO
con mayor grado de polimerizacion, se han encontrado en pocas especies (Sengupta et al.
2015). La expresion de STCS en amaranto sugiere la presencia de este metabolito, y
posiblemente de algunos otros RFO similares, que podrian estar desempenando un papel

importante en la respuesta al déficit hidrico.

En conjunto, los datos obtenidos en este trabajo, sugieren fuertemente que la expresion
de enzimas asociadas a la sintesis de RFO y posiblemente, su posterior acumulacion
intracelular, desempenan un rol importante en la respuesta al estrés hidrico en amaranto.
Pese a que las distintas especies utilizan, al parecer, los mismos mecanismos para hacer
frente a este tipo de estrés, es posible que las especies tolerantes sean mas eficientes en
la sintesis de estos metabolitos. Es preciso senalar, sin embargo, que no todas las plantas
acumulan RFO durante el déficit de agua. Coleus blumei, a pesar de ser una planta
tolerante a la sequia, mostré una reduccion en los niveles de RFO durante el estrés y un
aumento en la sintesis de OMI (O-metil-inositol). Estas dos rutas metabdlicas utilizan mio-
inositol como intermediario, lo que sugiere que en Coleus blumei, éste se desvia de la ruta
de los RFO, quiza como parte de una estrategia de almacenamiento de carbono (Pattanagul
y Madore 1999).

En el 2011, se realizd la secuenciacion del transcriptoma de A. hypochondriacus, parte del
cual incluy6 el analisis en plantulas de amaranto mantenidas sin agua durante 3 dias. De
las 20,408 secuencias totales que fueron detectadas, menos de 50 fueron inducidas
solamente bajo condiciones de sequia (Délano-Frier et al. 2011). Contrariamente a los
resultados de este trabajo, no se observo en el transcriptoma una expresion diferencial de
los genes analizados en respuesta a déficit hidrico, lo que podria explicarse por la
diferencia en la severidad del estrés aplicado. Lo anterior indica que existe abundante

informacion genética asociada al déficit hidrico que debe ser estudiada mas a profundidad
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para conocer las respuestas del amaranto ante la sequia, las cuales podrian involucrar

mecanismos novedosos de tolerancia.

8.4 La sequia ocasiona una acumulacion diferencial de azlcares en las distintas
especies de amaranto

El metabolismo de las plantas depende fundamentalmente de la fotosintesis y de la
correcta distribucion de azlcares desde las hojas hacia el resto de la planta. Ambos
procesos son dependientes de la asimilacion del CO2 y son sensibles a los cambios
ambientales (Lemoine et al. 2013). Los azucares solubles no s6lo funcionan como recursos
energéticos celulares, sino que también actian como senales, regulando varios procesos
asociados con el crecimiento y las transiciones en el desarrollo de las plantas. Las rutas de
senalizacion de azucares, también interactlan con vias de percepcion del estrés, como
parte de una red compleja disenada para modular distintas respuestas metabdlicas en las
plantas. De modo que estos azlcares pueden actuar directamente como senales o como
moduladores de la sensibilidad de las plantas y también pueden jugar roles en las
respuestas celulares a senales inducidas por estrés (Tuteja y Gill 2013). Sin embargo, los
cambios en los azlcares son dinamicos, y varian dependiendo del genotipo y del tipo de

estrés.

En este trabajo se observd que las distintas especies de amaranto, modificaron la
concentracion de los carbohidratos no estructurales (CNE) como glucosa, fructosa y
sacarosa, durante los distintos tratamientos de estrés hidrico a las que fueron sometidas.
Las hojas mostraron un aumento significativo de glucosa en sequia moderada y severa.
Este cambio fue mas notorio en las especies susceptibles A. caudatus y A. hybridus, que
en las especies tolerantes A. hypochondriacus y A. cruentus. La fructosa mostro el mismo
patron de acumulacion, pero en menor magnitud. De modo que las especies tolerantes
acumularon una menor cantidad de ambos azlcares bajo estrés, en comparacion con las
susceptibles (Figura 15 y 16). Se ha reportado que no todos los CNE solubles juegan los
mismos roles durante el estrés. La glucosa, por ejemplo, puede actuar como sustrato para
la respiracion celular o como soluto compatible para mantener la homeostasis, mientras
gue la fructosa no se ha visto asociada con osmoproteccion, pero si con la sintesis de

metabolitos secundarios (Tuteja y Gill 2013). La acumulacion diferencial de estos azucares
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observada en amaranto, podria sugerir diferentes mecanismos de utilizacion de CNE entre
especies tolerantes y susceptibles. Por otro lado, en las raices, no se encontraron patrones
tan definidos, ya que se observo que la concentracion de glucosa aumenté Unicamente en
A. hypochondriacus y A. caudatus en condiciones de recuperacion, mas no en los otros
tratamientos (Figura 18 y 19). A su vez, la fructosa sufrid un minimo incremento, pero
estadisticamente significativo bajo estrés en todas las especies, excepto en A.
hypochondriacus, en donde se observd una mayor acumulacion. Cabe destacar que A.
hypochondriacus mostrdé un mayor contenido de ambos CNE comparado con el resto de las
especies. Sin embargo, de manera muy general, las raices no sufrieron grandes cambios a
lo largo de los tratamientos, ya que el contenido de glucosa y fructosa permanecio
practicamente constante, lo que sugiere que éstos Unicamente se estan almacenando en
este organo, mientras que la respuesta dinamica ante el estrés podria estar produciéndose
en las hojas. En apoyo a esta posibilidad, se cuentan los estudios de los efectos de la
deficiencia de agua en plantas sobre el metabolismo de azucares, donde se ha demostrado
gue los niveles de CNE son alterados por la sequia principalmente en las hojas (Lemoine
2000).

Es importante senalar que la sacarosa fue el azicar que se acumulé mayormente en hojas
y raices durante la sequia, y que esta acumulacion fue dependiente del grado del estrés y
varié entre genotipos y organos. La sacarosa es la principal forma de transporte del
carbono, ya que es exportada desde los érganos fuente a los 6rganos sumidero, y por lo
tanto es crucial para la supervivencia y productividad de las plantas. Durante los
tratamientos de estrés, las hojas de amaranto mostraron un incremento gradual de
sacarosa. Por ejemplo, en estrés moderado la concentracion de sacarosa fue mayor que la
detectada en las plantas control o bien regadas, en todas las especies e incrementd aun
mas en estrés severo. Subsiguientemente, el contenido de sacarosa en plantas
recuperadas disminuyd a niveles similares a los presentes en las plantas control (Figura
17). Este aumento en la sintesis de sacarosa durante la escasez de agua también se ha
observado en un gran ndmero de plantas, se ha visto que la concentracion de sacarosa y
hexosas incrementan, mientras que los niveles de almiddon, disminuyen a causa del estrés
(Pelleschi et al. 1997). Este patron ha sido reportado en hojas de plantas de Arabidopsis
(Mewis et al. 2012), alfalfa (Girousse et al. 1996) y algodon (Burke 2007), mantenidas en
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condiciones de sequia. Este efecto sugiere que la sacarosa, proveniente de las reservas de
almidon en situaciones en las cuales la fijacion de carbono disminuye, como en sequia (ver
abajo), actia como suministro de energia para mantener la supervivencia celular. Ademas,
la sacarosa puede acumularse cuando el crecimiento de la planta es limitado, lo que ocurre
frecuentemente en situaciones de estrés (Hummel et al. 2010). Por el contrario, se ha
reportado que en hojas de maiz (Foyer et al. 1998), cana de azlcar (Hoffmann 2010) y
guinoa (Bascunan-Godoy et al. 2016) no existen cambios en la acumulacion de sacarosa
durante la sequia. Por lo tanto, los datos obtenidos en amaranto, en conjunto con los
reportados en la literatura, demuestran que el contenido y la distribucion de los azucares
no siguen un patron definido, ni en los érganos, ni en los distintos tipos de estrés (Rosa et
al. 2009).

Ademas, la sacarosa y otros azlcares, son necesarios en la respuesta de defensa y para la
supervivencia de las plantas bajo condiciones de estrés por sequia. Como las hormonas,
la sacarosa puede actuar como mensajero principal que controla la expresion de varios
genes implicados en el metabolismo de los azucares (Fracasso et al. 2016). Al igual que
las hojas, las raices de todas las especies de amaranto, acumularon mas sacarosa que
glucosa y fructosa. No obstante, los tratamientos no causaron cambios tan evidentes como
en las hojas (Figura 20). Es interesante notar que las raices de A. hypochondriacus
mostraron un patron de acumulacion/ disminucion de estos CNE muy diferente al resto de
las especies, ya que, los contenidos de fructosa y glucosa fueron superiores, mientras que
el contenido de sacarosa inferior. Este comportamiento podria indicar que, en esta especie,
el déficit hidrico activa la hidrélisis de la sacarosa, ya sea por invertasas y/ 0 sacarosa
sintasas. En general, las respuestas observadas en las plantas de amaranto bajo
condiciones de estrés, demuestran que el metabolismo de azlicares es un proceso
dinamico que simultaneamente involucra reacciones de degradacion y de sintesis. Se
observo también, que las respuestas a la deshidratacion en esta planta incluyeron la
modificacion diferencial de distintos grupos de carbohidratos, en forma tejido especifica,
en las distintas especies. Lo anterior sugiere que estas diferencias podrian contribuir a los
diferentes niveles de tolerancia al estrés hidrico observados en las cuatro especies de

amaranto estudiadas.
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8.5 El amaranto disminuye sus reservas de almidon durante el estrés por sequia
Para llevar a cabo sus funciones de manera 6ptima, las plantas dependen esencialmente
de laluzy deben adaptarse continuamente a los cambios ambientales. Uno de los aspectos
fundamentales en esta adaptacion, consta de los ciclos circadianos de la sintesis diurna 'y
la degradacion nocturna del almidén. La degradacion nocturna mantiene al metabolismo
basal y la distribucion de carbono en ausencia de una fuente de energia externa. Ademas,
en condiciones de estrés, las plantas necesitan redirigir los flujos de carbono a fin de poder
responder adecuadamente al alterado suministro y cambio en las demandas de energia de

la planta en circunstancias adversas (Thalmann et al. 2016).

El almidon es la forma mas abundante mediante la cual las plantas almacenan
carbohidratos. Las plantas de amaranto bien regadas, mostraron una alta acumulacion de
este polisacarido en ambos 6rganos, principalmente en hojas, donde éste es sintetizado.
Es sabido que bajo condiciones de estrés existe una estricta regulacion de las enzimas que
degradan el almidon (Santelia et al. 2015), lo que fue consistente con los resultados
obtenidos en este estudio. De modo que parte de la respuesta del amaranto ante el estrés
hidrico incluyd la disminucion de la concentracion de almidon en sus hojas y raices. Este
decremento fue dependiente del grado del estrés aplicado, asi como de la especie
estudiada. Resultd interesante que, en sequia severa, las especies tolerantes A.
hypochondriacus y A. cruentus agotaron sus reservas de almidon casi en su totalidad,
mientras que las especies susceptibles, A. caudatus y A. hybridus también las redujeron,
pero en menor magnitud (Figura 21 y 22). La respuesta observada en las especies
tolerantes puede deberse a una mayor eficiencia en la movilizacion de las reservas de
almidon, la cual les permite una rapida aclimatacion a las condiciones de estrés.
Igualmente, la utilizacion de las reservas de almidon pudo conducir a la sintesis elevada
de sacarosa, como fuente de energia en la planta y al ajuste metabdlico durante el estrés,
ya que, en las hojas los patrones de aumento y disminucion de estos dos azucares

coinciden.
8.6 El aminoacido prolina juega un papel osmoprotector en amaranto

El ajuste osmoético y la acumulacion de solutos compatibles, tienen un rol importante en la

adaptacion de las plantas a la deshidratacion, principalmente a través del mantenimiento
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de la turgencia y la proteccion de las funciones celulares especificas por solutos definidos.
La acumulacion de éstos, es proporcional a la tasa de reduccion del agua en la plantay es
dependiente del genotipo (Blum 2016). Se ha reportado que en un gran numero de
especies de plantas, el aminoacido prolina juega un papel osmoprotector en respuesta a
distintos tipos de estrés, particularmente en la sequia (Szabados y Savouré 2009).
Ademas, la prolina puede promover la reparacion del dano aumentando la actividad
antioxidante y puede servir como fuente de nitrogeno en la célula. La via principal de
biosintesis de prolina se deriva del acido glutamico y puede ocurrir tanto en el citosol como

en el cloroplasto (Székely et al. 2008).

En este trabajo, se detectd la acumulacion de prolina en hojas y raices de las distintas
especies de amaranto, principalmente bajo sequia severa. Previamente, ya se habia
reportado un aumento de este aminoacido en hojas de A. hypochondriacus y en plantas de
guinoa durante estrés hidrico (Huerta-Ocampo et al. 2010, Bascunan-Godoy et al. 2016).
Sin embargo, con el fin de evaluar el papel de este osmolito en la tolerancia contrastante
a la sequia, se midio en las distintas especies estudiadas. Como se puede observar en las
figuras 23 y 24, existe un patron general de acumulacion de prolina en todas las especies
de amaranto. Este consistié en un aumento significativo en estrés severo, y una rapida
disminucion en condiciones de recuperacion hasta alcanzar los niveles de las plantas
control, coincidiendo con lo reportado anteriormente. Un reporte previo observo que este
decremento, se correlacioné con el uso de carbono y nitrégeno para la sintesis de nuevas

moléculas, una vez que la planta supero la condicion adversa (Huerta-Ocampo et al. 2010).

A pesar de que existen patrones de acumulacion conservados entre especies, en las hojas
de amaranto se encontraron diferencias cuantitativas evidentes. De modo que los
genotipos de amaranto considerados como tolerantes en este trabajo, acumularon
significativamente mas prolina que los genotipos susceptibles (Figura 23). La mayor
concentracion de prolina en A. hypochondriacus y A. cruentus, podria estar contribuyendo
a mantener la turgencia en este tejido y podria explicar en parte el mayor potencial hidrico
obtenido durante los experimentos iniciales. Por otro lado, A. caudatus y A. hybridus
mostraron una menor acumulacion de este aminoacido, asi como menor tolerancia a la

sequia y un potencial hidrico mas bajo. En raices, también hubo una alta acumulacion de
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prolina en condiciones de escasez de agua. Sin embargo, los contenidos alcanzados fueron
menores con respecto a las hojas. Asi también, no se encontraron diferencias significativas
entre A. hypochondriacus, A. cruentus y A. caudatus, mientras que A. hybridus acumulé

menos prolina (Figura 24).

De igual forma, se observd que en condiciones 6ptimas de humedad ninguna especie
acumulé prolina, resultado que confirmdé que este aminoacido contribuye
significativamente al ajuste osmotico en los tejidos expuestos a estrés. Asimismo, se ha
observado que en plantas de Arabidopsis en condiciones de sequia, los esqueletos de
carbono derivados de la degradacion del almidon, son empleados para la biosintesis de
prolina requerida para enfrentar al estrés osmético, lo que sugiere que éste no solo esta
actuando como un suministro de energia, sino como una fuente de metabolitos necesarios
para mantener la supervivencia celular y la actividad metabdlica (Zanella et al. 2016). Lo
anterior coincide con la respuesta de estos compuestos observada durante estrés hidrico
en amaranto. Por lo tanto, los resultados sugieren fuertemente que la prolina actia como
osmoprotector en las distintas especies de amaranto. Ademas, es posible que esté
asociado con la tolerancia diferencial al estrés hidrico observada, fungiendo como una

molécula importante de proteccion a la deshidratacion en hojas, principalmente.
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9) CONCLUSIONES

e La tolerancia al estrés hidrico en amaranto de grano y en A. hybridus mostro ser

dependiente de la especie.

e El amaranto de grano y A. hybridus, generaron algunas respuestas comunes ante el

estrés hidrico, mientras que otras respuestas fueron particulares de cada especie.

e A nivel cualitativo, las respuestas moleculares, bioquimicas y fisiologicas activadas por
estrés hidrico, fueron muy similares en amaranto de grano y en A. hybridus. Sin
embargo, las diferencias en estas respuestas, a nivel cuantitativo, podrian estar

asociadas a la tolerancia diferencial a la sequia observada en amaranto de grano.

e El estrés hidrico en general, no modifico la expresion de los genes asociados al
metabolismo de trealosa, a excepcion de las isoformas TPS9.1 y TPS9.2. Las cinasas
SnRK tampoco se vieron afectadas por ningin tratamiento y en ninguna especie de

amaranto.

e La abundancia relativa del gen codificante para la proteina LEA14, sugiere que éste
tiene una funcion relevante en la respuesta a distintas intensidades de estrés hidrico

en amaranto.

e La expresion de genes marcadores del acido abscisico (ABA) en amaranto sujeto a
estrés hidrico fue irregular, lo que sugiere la participacion de rutas de senalizacion
independientes de ABA en la activacion de respuestas asociadas con tolerancia a

estrés hidrico en estas plantas.

e Los patrones de expresion de los genes codificantes para los oligosacaridos de la
familia de la rafinosa, principalmente en las raices, sugieren que tienen un rol muy
importante en la respuesta a la sequia en amaranto, ya que su expresion fue
dependiente del grado de estrés y de la especie. Dicha expresion se pudo correlacionar

con la tolerancia/ susceptibilidad en las especies estudiadas.
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e Los cambios en los carbohidratos no estructurales a causa de la sequia, siguieron
tendencias dependientes del estrés y del genotipo. Principalmente se observo la

acumulacion de sacarosa y la disminucion de almidon, bajo sequia severa en amaranto

de grano y en A. hybridus.

e La prolina tiene un papel importante como osmoprotector en amaranto, ya que se

acumulé en estrés severo, especialmente en las hojas, donde mostr6 mayor

abundancia en las especies tolerantes.
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10) PERSPECTIVAS

e Llevar a cabo un mayor numero de mediciones fisiologicas para determinar el origen de
los distintos niveles de tolerancia observadas en las distintas especies de amaranto.
Algunos ejemplos serian determinar cambios en el tamano de raiz, el contenido de

clorofila en las hojas, en la conductancia estomatica, etcétera.

e Debido a los patrones observados durante la sequia y por la escasa informacion
existente, seria interesante realizar un analisis funcional de los genes AhTPS9.1 y
AhTPS9.2, con el fin de entender su rol durante el estrés hidrico, ya sea mediante

silenciamiento génico o sobreexpresion.

e Determinar el contenido de trealosa y T6P en los distintos tratamientos de estrés
hidrico, con el objetivo de lograr una mejor interpretacion sobre la regulacion de estos

azucares en amaranto.

e Dados los resultados obtenidos en la medicion de la expresion génica de los RFO, sera
necesario cuantificar los metabolitos galactinol, rafinosa, estaquiosa y otros RFO de
mayor grado de polimerizacion que posiblemente se acumulen en forma diferencial en
amaranto durante estrés hidrico. Sera necesario confirmar su posible papel
osmoprotector y esclarecer si estan involucrados en la tolerancia diferencial al estrés

hidrico observado entre las especies de amaranto.

e Dados los reportes existentes, y para lograr un mayor entendimiento sobre la regulacion
de la respuesta al estrés hidrico en amaranto, seria interesante vincular los resultados

de RFO obtenidos con el metabolismo de ornitina y/ o de O-metil-inositol.
e Para obtener mayor informacion sobre las respuestas al estrés hidrico en amaranto, y

basados en los reportes existentes, se podrian complementar estos resultados con la

medicion de los niveles de antioxidantes como glutation y acido ascorbico, entre otros.
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12) APENDICES

Apéndice 1. Fotografias de las especies de amaranto utilizadas en este trabajo.

A. caudatus A. hybridus
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Apéndice 2. Secuencias y traduccion in silico de los transcritos provenientes del
transcriptoma de amaranto utilizados en este trabajo (Délano-Frier 2011). Ademas, se
muestra el primer resultado del alineamiento contra Arabidopsis thaliana y Beta vulgaris,
asi como los sitios de union de los oligonucleoétidos y la region amplificada mediante qRT-
PCR.

Nombre del gen: RABC2a o0 RAB18

%

Isotig: 10826
Isogrupo: 06085
Longitud: 1123

%

%

Secuencia (ARNm):
AGAGAATGTGTATGAGATAAATATTTTCTTTCCTAATAAGGATCATTTTCTAGCAGTACAGCGCATTAAGCGTTCA
ACAATAGATATATCATTGTCAGTTCATACAAACTGTTCTGCTGATCTATACGTACAAGCTCTCGAGGCTGAGGCT
ACAAACCCATATGCCGAGACGAGACAAAACGCCATGCCTGTGAAACTCACTATTATACAAACTCATAACATGTTT
TTCGACTCCTATGATACACAACTGAAGCGCAGCCCAGTGAAACAAGCAATACAGCAGAGAAGTAAAAGAAACAA
AAGAATTACCATGTACATAATTCGACAGCAACATTCCACAAATAACGAAGTGCGACTGCAGTTTAAGACCCATTT
TTGAAGTTTACGGAGTCTCTGGCTTAAGCACAACAACCACTCGAAGCAGGTGTCCTTTGCTCTTGCTTGTGTTT
CAAGACGTTCCTTTTCCCCGCATTAGTTCCTTCTTCCAACAGACTCGGAACATCCATAATCTTCAAAGCAAGCTC
TTGAAAGCACTGCTCTACATTTTCTCGAGTTTTAGCGCTGCATTCAAGAAATAGACTTCCTAACTGTTGCGCAAG
AGCCGAACCTTCTTCCCTAGTCACAGCTCTTTCCGAATCCTTATCAACTTTATTTCCGACAAGCATCCTCACACA
ATCTTGATTAGTTGAATAAAGCTCAACCTCTTTAGCCCAAACATCCGACAAGTTGGTAAAAGTCTCTCTTCTAGT
GACATCATACACTAAAATAATCCCTTGGGCCCCTCTGTAGTAGGAACTTGTTAATGTTCTGAACCTCTCTTGTCC
AGCGGTGTCCCATATCGTAAGTTTTATCCTCTTTTCACGAACAGTGAGCATCTTAATCTTGAAATCCACTCCAAT
AGTAGGAGTAAGATCATCAAGAACATTAGAAATGAAGCTAACAAGTAAACTACTTTTACCCACACCAGAATCACC
AATTAACAACACTTTAAATGATAGATCATATGAAGAAGCTTGATTATTTGAAGTTGAACCCATTTTTTTATCTTTAT
TCATATATTTCCCCTCTCTAGATTCAATATTTATGTATTTATGTGTGTGTAAAAATAAAAAATGGAGCTTTT

Alineamiento:

Organismo Descripcion Cobertura Identidad
g P (%) (%)

B. vulgaris Ras-related protein RABC2a 69% 81%

A .thaliana Ras-related protein RABC2a 51% 76%

Secuencia (Proteina 3'5’):
KLHFLFLHTHKYINIESREGKYMNKDKKMGSTSNNQASSYDLSFKVLLIGDSGVGKSSLLVSFISNVLDDLT
PTIGVDFKIKMLTVREKRIKLTIWDTAGQERFRTLTSSYYRGAQGIILVYDVTRRETFTNLSDVWAKEVELYST
NQDCVRMLVGNKVDKDSERAVTREEGSALAQQLGSLFLECSAKTRENVEQCFQELALKIMDVPSLLEEGTN
AGKRNVLKHKQEQRTPASSGCCA*ARDSVNFKNGS*TAVALRYLWNVAVELCTW*FFCFFYFSAVLLVSLG
CASVVYHRSRKTCYEFV***VSQAWRFVSSRHMGL*PQPRELVRIDQQNSLYELTMIYLLLNA*CAVLLEND
PY*ERKYLSHTHSL
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Nombre del gen: PP2C o ABI1

%

Isotig: 05786
Isogrupo: 01931
Longitud: 1224

%

%

Secuencia:
CGTCGTAACACCTTCAAATGAGGATAACTACGATTCACAAGGAAGCACGTGCAGCGGAGTGCACGGTGCCGT

GTCGGTGATGGGAAGAAGAAGAGAAATGGAAGACGCGGTTACAGTCGAGAAAGATTTAGTTTTTAGAAAGTAC
GATTACTTCGGAGTATACGACGGTCATGGAGGTAGTCAAGTGGCGGAAGCGTGTAGAGACCGGATGCACTCG
ATTCTTCTAGAAGAGATGGAGAGATGTGATACGCGGATGAAAATTAACGGTTCCGATGAAGATGAAGATAACG
GTAACGGCGAAAATGATAAAGAAAATGTTGATTGGGAGAAGGTGATGGGGAAGTGTTTCGCCAGAATGGATGA
AGAAGTTGGAAGAGGAGGAGAGAGAGGAGATAATGTGGAAGAAATGACGGTGGGGTCCACAGTAGTGGTTG
CTGTTGTAGGGAGGGAAGAGGTTGTTGTGGCGAATTGTGGAGATTCTAGGGCTGTTATTTGTCGTAACGGTGT
TGCTGTTCCGTTATCCGTTGATCATAAGCCCGACAGACCAGACGAGTTGGCTAGAATTGAAGACGCTGGTGGT
CGAGTGATCAACTGGAATGGCTATCGTGTCCTTGGAGTTCTTGCGACTTCGAGATCAATAGGCGACTATTACCT
AAAACCGTATGTATCGTCCATACCGGAAGTTATGATCAGCAAAAGAACGGAAGCGGATGAGTTTTTGATACTTG
CGACAGACGGTTTATGGGACATGATCTCTAACGAAGTCGCTTGTCAAGTGGTAAGACGATGTCTTAGCGGCCG
GATTAAACCGCAAGAGATTTTTAACCATATTAACAAAATTAGCAATAACCGAGCAGAAGTTGCAGCGGTTTTACT
TGCGGAATTAGCCATCGCTAAGGGAAGCAAGGACAATATTAGTGTAATTGTTGTAGATTTAAGAATCAGTAGAT
TTACATGTTCATAAAAAAGATTTATCTTTCTGTTTAGTCAGCATGGAAAGATAACCTAAATTTTTGACATTCTTTCA
CCTTCTTTGTAATGGTTGCACCTTGTAAGAGGTTTGTTGTACAGAAGACATACAATCAAAATTTTCAGACAGATC
TATTCTACTAATATAAAGTTGGAATGAGAGGTGTTCATTAGTTACAAGGTCTGATGAATGTCGGATACTCAAGTT
TGTTTAGTCAGAAATTTTAATAAAAAGCTTTTGCAATACAATTGCTT

Alineamiento:

Organismo Descripcion Cobertura ldentidad
g P (%) (%)

B. vulgaris Probable protein phosphatase 2C (ABI1) 73% 76%

A .thaliana Protein phosphatase 2CA (PP2C) 23% 71%

Secuencia (Proteina 5'3’):
VVTPSNEDNYDSQGSTCSGVHGAVSVMGRRREMEDAVTVEKDLVFRKYDYFGVYDGHGGSQVAEACRDR
MHSILLEEMERCDTRMKINGSDEDEDNGNGENDKENVDWEKVMGKCFARMDEEVGRGGERGDNVEE
MTVGSTVVVAVVGREEVVVANCGDSRAVICRNGVAVPLSVDHKPDRPDELARIEDAGGRVINWNGYRVLGV
LATSRSIGDYYLKPYVSSIPEVMISKRTEADEFLILATDGLWDMISNEVACQVVRRCLSGRIKPQEIFNHINKIS
NNRAEVAAVLLAELAIAKGSKDNISVIVVDLRISRFTCS*KRFIFLFSQHGKIT*IFDILSPSL*WLHLVRGLLYR
RHTIKIFRQIYSTNIKLE*EVFISYKV**MSDTQVCLVRNFNKKLLQYNCX
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Nombre del gen: ABI5

%

Isotig: 02429
Isogrupo: 00454
Longitud: 1409

%

%

Secuencia:
ATAAAAACGTTAGAATTAAACATGTCCTAAAAATACATATCCAATAGATTAATGATGGATTAATTTCATGTCACGC

TTCATAATTCTCTACTACAACTGATGATGTTTACCAATTACCAAGAAAGGAAACTATAAAAATGTGTAGACTTTCA
ACCTAAAATACAATCCATTCCTGAACTAGTATCTACTATCTAGTATGCAGAAAAACGTCCATTTCCTACAAAATAT
TTACAAAAAACCTACAGTTTTTGAACATCTCCATGAGATCACCATGGCCCAGTCTGCGTCCGTCTAAGCTTTTTA
CGCGGACCAGATTGCGCGTTCATCATCTCCATCACCTGATTTTTCTGCATTTCGATGATTTCGGCCTGTTTCTTA
CGCAAGTCTTGATTCTCCTCTTTTAGTTTCTGAACTTCTTGCTCCAACTCCATAGTATAGGCCTGTTTTCGTGCTC
GTGATCTTGCAGCAGATTCTCTATTCTTGATCATACGCCTTTGTCTCCTCTCGACAACTTTGTCAACAGTACCAA
GTCCTCGTCTCCCTCTAAGACCGCCATTAAACATGTACGGAACAGGTGAAACAGAGGATGAATCCCCATTACTC
CTCGCAATTCCATCAGATGACAAGGCTGCAGGTGATCCTGCAGGAACACCAATAGTCCCACCTCCTCCCAACC
CAACCATACCCAAACCAGCACCCCCTTGATTAGCTCCACTTTGAACCAAGTTGCTATTCAAACCCGGATCAGCT
AACCCCACCATACCACCCCTCATTCCAGCATTACCTAACGGACTACTATTTGACAGTGTTATTGCAGATCCATAC
GAAACTGTGGACTGCTTAGGAACAACGGTTGTTGCTGTTGCTGTTGCTGTTGCTGTTGCTGTTGCAGTTGCTGT
TGCAGTTGCTGTTGTTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGAGACAGCTGCACTTGCGCTGCCTGCTGCTGAGATGTTC
GTACCCCATTAACATTCAACGGCAATTAGCTGATTGCAAAGACGCCATCTGATGATTCGTCTCAGAAATTCGATT
ACCAATCAAGTCCATACCTCGACCAGGTTGTTGAATTAATCCCAAACCCACTATTACTATTACTATGATTATGATC
CGGCTGTGCAAAATCACCAAAAATCCCAACACCAGGAACATTATTAGGCTTCCCCACTACCTGAGCATCTTCCC
TTACAACCCCAGCTCTCACCAAAAACTCCTCCAAAGTAATCTCCCCCAGCGTTTGCTGTCGCTGAGGCACATTA
GATCCCTTTCCCCCATCTTTTCCGCCATTAAATTCTTTCGCGATATCCTTCCAAACCTCATCAACTGTCTTCTGAC
TAAGCGTTCTAGGTAGTGTTAGCGACCCCTGTCGCTGTAAATACCCACCCGAATTCCCC

Alineamiento:

Organismo Descripcion Cobertura |dentidad
P (%) (%)

B. vulgaris ABSCISIC ACID-INSENSITIVE 5-like protein 5 (ABI5) 99% 79%

A .thaliana ABA-responsive element binding protein 1 (AREB1) 36% 73%

Secuencia (Proteina 3'5’):
GEFGWVFTATGVANTT*NA*SEDS**GLEGYRERI*WRKRWGKGI*CASATANAGGDYFGGVFGESWGC
KGRCSGSGEA**CSWCWDFW*FCTAGS*S*****WVWD*FNNLVEVWT*LVIEFLRRIIRWRLCNQLIAV
EC*WGTNISAAGSASAAVSAAAAAATTATATATATATATATATATTVVPKQSTVSYGSAITLSNSSPLGNAGMR
GGMVGLADPGLNSNLVQSGANQGGAGLGMVGLGGGGTIGVPAGSPAALSSDGIARSNGDSSSVSPVPYM
FNGGLRGRRGLGTVDKVVERRQRRMIKNRESAARSRARKQAYTMELEQEVQKLKEENQDLRKKQAEIEM
QKNQVMEMMNAQSGPRKKLRRTQTGPW*SHGDVQKL*VFCKYFVGNGRFSAY*IVDTSSGMDCILG*K
STHFYSFLSW*LVNIISCSREL*SVT*N*SIINLLDMYF*DMFNSNVFX
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Nombre del gen: DREB2C

%

Isotig: 08512
Isogrupo: 03771
Longitud: 1005

%

%

Secuencia:
CAGAAAATGAAGGAAGAAAACCTATTAGAAAGGCGCCTGCAAAGGGGTCGAAGAAAGGATGTATGAGAGGTA

AAGGCGGTCCTGAGAATTCATTATGCAAATTCAGGGGAGTTAGACAGAGGACTTGGGGGAAATGGGTTGCTG
AGATTCGTGCCCCTAATCGAGGTAAAAGGCTTTGGCTTGGTACTTTCCCTACTGCTGTTGAAGCTGCATTGGCT
TATGATGAAGCTGCTCGAGTAATGTATGGTTCGAGTGCTCGATTGAACTTCCCCAATCAACCTTCATCATCTGTT
TCATTGGAGGATTACAGGGATAACTCCGCAACAACAACACCAACAACAACAGCAACATCGTATACAACAGCGTC
TGCAACATCGTCTGATACACACACTCTTGATCAGTCAGTTGGTCGAATCGAAGGGATATCAATGGTGTCTAAGG
GTGAGCCTTCCTCAAACCCTTTGGAGGAAGAAGCACAGCCGGATGAAGGTGGCATCGACATCAACGAGTACC
TACAGAACTTAACAGTCGATGAAATGTTCGATGCTGACGAATTACTCGGGGCTATAGATGCTGGACCTGTTTCC
CCTGTAGGAAATTCCATGAATCCTGGTTATGATTCTTTCAAGTCTGAAGTTGAAAACAATTCAATCCCACTGGAT
AAGCCAGAAGACTGGTCATTTCTGAATTTCAATTCAGATTTCTTGCAGCAATTATCAAATCAGGATGATTCTAGTT
TGTTTGGAAGTTTGCAATTGCATCAGGGTGATCAAGATGATAAAGGTGTGGGATATGGATCAAATCTGTTTAAG
ACTGAAGATTCTGTTTGAGGGTTATGGCAAAGAATAAAACATGAGCTTTGTTGTAGTAAATAAGGGCACAAATA
GGATTATGATGAGATGGTGATTCTTTATAATCTTTGCTCTTGTTTTATGGTTTTGAATCCTTTTTTAGATGTAAATT
GAAAATCATAAATATACAATCAGAAAATTGTATTCTCTGAAA

Alineamiento:

Organismo Descripcion Cobertura |dentidad
P (%) (%)

B. vulgaris Dehydration-responsive element-binding protein 2C-like 69% 81%

A .thaliana Chromosome 5 sequence 31% 80%

Secuencia (Proteina 5'3’):
ENEGRKPIRKAPAKGSKKGCMRGKGGPENSLCKFRGVRQRTWGKWVAEIRAPNRGKRLWLGTFPTAVEA
ALAYDEAARVMYGSSARLNFPNQPSSSVSLEDYRDNSATTTPTTTATSYTTASATSSDTHTLDQSVGRIEGIS
MVSKGEPSSNPLEEEAQPDEGGIDINEYLONLTVDEMFDADELLGAIDAGPVSPVGNSMNPGYDSFKSEVE
NNSIPLDKPEDWSFLNFNSDFLQQLSNQDDSSLFGSLQLHQGDQDDKGVGYGSNLFKTEDSV*GLWQRI
KHELCCSK*GHK*DYDEMVILYNLCSCFMVLNPFLDVN*KS*IYNQKIVFSEX
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Nombre del gen: LEA14

%

Isotig: 01687
Isogrupo: 00260
Longitud: 854

%

%

CAAGAAGTCCATATACTCATGATTTGTATTAATTAAGTCATTTAACTAATTCATGGACCACCTCAGAATAAACCGC
CTCATACAATAATATCGTTTCATACAATAATTTGTATTTTTTTAGTATTACGATGAAACATTCATGTAAGATTAATAC
ACCAATAATTTTTTTTTAAAAAAAAGCAAAGATAGATTGCCCAACATGAAAGTTAAAAATGTTTCATTAACATCAAC
TAATGAGGGTATATATCAGTAGTGTTTTCCTTGTACTTCCTTATATCGCTTTAAATTTGCACCATATAAATAAATAT
GTGAGAAACATTTCACTTATACAATGCAAATTCAAAGAGAAATACAAGTATAAAACATGGAAACTTTTTGATTCAT
TCCTTGTTTTCTTCCTTGTCGTCTCCTCCACTAAAAAAGTCTTTGATGGAAGGAAGCTTAATCTCGCCCTTAGAA
GAAAGGGGAATGGTAAAGGTGCCAATAACAGGTAGGTCGATAACAAGACCCAACTCGAGTTCATAGTCGATAT
CCCAATCTCGAAAAATATCCCTTGCTAAGCTTACAAGAACGCTATGAGGCACTTTCATTGGCACTTCTAGCATTG
TTGTTTCCTTTCCTTTTATTGAACCTGGGTCTGGCATTCGCCCCGACAATATCTCCCTGGTATCACTTCTAAGGA
CATAAGTAACCTCACAAATAGGAATAGATTGAGAATAAGGATTAAAAACACCAACTTTAGCAGAGTACGTAACAC
CATCTTTGGCTACACCTTTAAGATCAACATCTTCTATGTTTGCTTCTGGTTTTGGTAAATCTGCTATTTTTTCTTGC
TACATAATTTTTCGTCTTTG

Alineamiento:

Organismo Descripcion Cobertura |dentidad
& P (%) (%)

B. vulgaris Desiccation protectant protein Leal4d 55% 79%

A .thaliana Chromosome 5 sequence 20% 96%

Secuencia (Proteina 5'3’):
RSPYTHDLY*LSHLTNSWTTSE*TASYNNIVSYNNLYFFSITMKHSCKINTPIFF* KKAKIDCPT*KLKMFH*
HQLMRVYISSVFLVLPYIALNLHHINKYVRNISLIQCKFKEKYKYKTWKLFDSFLVFFLVVSSTKKVFDGRKLN
LALRRKGNGKGANNR*VDNKTQLEFIVDIPISKNIPC*AYKNAMRHFHWHF*HCCFLSFY*TWVWHSPRQ
YLPGITSKDISNLTNRNRLRIRIKNTNFSRVRNTIFGYTFKINIFYVCFWFW*ICYFFLLHNFSSL
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Apéndice 3. Caracteristicas de los oligonucléotidos utilizados en este trabajo para la

cuantificacion de la expresion por qRT-PCR. Nomenclatura: S (Sentido), D (Directo), R

(Reverso), NE (No Encontrada).

Gen

TPS1

TPS5.1

TPS5.2

TPS6

TPS7

TPSS8

TPS9.1

TPS9.2

TPS10

TPPA

TPPD

TPPI

TRE

GOLS1

GOLS2

w

- O ®» U » U » O » U » U » O v U »x O ¥ U W U WO VW O VW T VW O

Secuencia (5'=>3’)

CTCCTTACAGTTGAGAAATCGC
TAACACTCTTGACCCAGATCG
ATATAGGACATTGCCCGTGAG
CCAGCCCTAACATACGACTAC
AACATCCTTAGTATCTCGCCTG
AGAACAACTCCTTCACTCTCG
TTCAGCAACAGCATAATACGC

GGAAACACAGAGGGAGACATAT

AGGAAGCGATATTGAGGAGA
GCAATGGTGAAGTAAGCGAT
CACCATTAGTAGGTCCAACAG
CAAGTGATGATGAGCCAGG
TTCTTGCTCTGCCACTCAC
ATTGTCTCGGCGTATAGGA
AACAACGACAGGCTCATTAG
GGCATTATCAAGACTCCGA
TCCTTGAAAGACGGTCAGAAT
CTGCTTGTGTGCTTGAAGTTA
TGTTCGTATTACTGCTTGGC
TGAGAGGGCTGACGGATA
GCAGATGGATGATTGACC
TTCCAACTCCTCCTCCTTC
TTGGATTACGATGGCACTCT
GGCACCTTCCACTCACTATT
AACAACGGTAACGGTAGGAG
GCAAGCACAGATCAATGC
AGCCCAACTACACCCTTTATG
TAATGGCACCAACAAACTTCG
TCCTCCTACTCAAACTATCCAA
AAAGGATCTAAGCAGCAGAAG

Tm
(°C)
61.7
61.7
62.6
60.1
61.1
60.1
62.7
60.8
60.4
61.7
58.6
62.0
61.9
59.7
59.4
60.2
62.6
60.7
60.3
62.1
58.9
60.8
62.1
60.6
60.5
60.6
61.7
64.6
59.3
59.3

Longitud = AG dimero

(pb)
22
21
21
21
22
21
21
22
20
20
21
19
19
19
20
19
21
21
20
18
18
19
20
20
20
18
21
21
22
21

(kcal/mol)
-1.0
-2.0
-0.5

NE
NE
-0.7
NE
-0.5
-0.5
NE
-1.5
NE
NE
-0.3
NE
NE
-1.1
-0.5
-0.3
NE
NE
NE
NE
NE
NE
-2.0
NE
NE
NE
NE

AG lazo-asa
(kcal/mol)

-1.0
-0.7
NE
NE
NE
-0.7
NE
NE
NE
NE
-1.5
NE
NE
NE
NE
NE
-0.9
-0.5
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
-2.0
NE
NE
NE
-0.7
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Apéndice 2 (Continuacién). Caracteristicas de los oligonucléotidos utilizados en este

trabajo para la cuantificacion de la expresion por gRT-PCR. Nomenclatura: S (Sentido), D

(Directo), R (Reverso), NE (No Encontrada).

Gen

RAFS

STCS

SnRK1ax

SnRK2.1

SnRK2.2

RAB18

DREB2C

ABI1

ABI5

LEA14

ACT

EFlx

BTUB

X O »®M U W U W U W U W U W U VW U W U W U VW O VW U W O

Secuencia (5'>3’)

AAGCAGTTGAGTCACTATTCCA
AGATGGTTCGTCTTGGCATAA
CAATCCAAGGCAAATCAAACAC
TCAAATGAGGCACCAAAGAAG
GGACCTCAGATGCTCTTCCTT
TGAAACACGACCATACATCAT
ATCCCAAAGTCTGAACAAGTA
CGGCTCATTACAATCGTTT
TCACAACAGAGGGACAATAAA
GCTCTCTTCTTGGGTGGA
GCCCAGTGAAACAAGCAATAC
GCCAGAGACTCCGTAAACTTC
TAACTCCGCAACAACAACACC
TCGATTCGACCAACTGACTGA
TACTTGCGGAATTAGCCATCG
AGGTTATCTTTCCATGCTGACT
TTTCTGAACTTCTTGCTCCAACT
AGAGGAGACAAAGGCGTATGA
CCCGACAATATCTCCCTGGTA
ACGTACTCTGCTAAAGTTGGTG
CGTGACCTGACTGATTACCTTA
GCTCGTAGTTCTTCTCAATGGC

GCCAAATATCTAAGAAACAAATGC

TAGCACAACCACATGATATTTCTT
TCTCAGCAGTATGTCTCCCTCA

TCTACTTCTTTGGTGCTCATCTT

Tm
(°C)
60.4
63.3
65.2
64.0
60.0
60.3
57.7
60.1
59.6
60.6
63.3
61.8
64.8
65.8
65.8
60.6
63.1
62.7
64.7
59.9
60.6
64.0
61.5
61.2
63.9

60.9

Longitud = AG dimero

(pb)
22
21
22
21
21
21
21
19
21
18
21
21
21
21
21
22
23
21
21
22
22
22
24
24
22

23

(kcal/mol)
NE
NE
NE
NE

-1.4
-0.9
NE
0.0
NE
NE
NE
-1.0
NE
NE
1.1
-2.3
-0.7
NE
-0.7
-0.7
NE
NE
-0.7
-2.3
NE

NE

AG lazo-asa
(kcal/mol)

-0.8
-0.7
NE
NE
-1.4
-0.9
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
3.1
NE
NE
-0,7
NE
-0.5
-3.3
NE
NE
NE
NE
NE

NE
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Apéndice 4. Resultados del experimento de seleccion de variedades de amaranto.

Grafica que muestra el promedio de la medicion del potencial hidrico (MPa) en cada una

de las variedades y en cada tratamiento de estrés hidrico (n=10).

-140.0
-120.0
-100.0
-80.0
-60.0
-40.0
-20.0

0.0
Dorada Amaranteca Tarasca DGTA Gabriela Revancha Caudatus

ECONTROL -2.970 -2.953 -3.656 -2.911 -2.749 -3.044 -3.920
®ESTRES MODERADO -4.334 -4.020 -6.087 -3.963 -3.416 -5.529 -6.148
= ESTRES SEVERO -95.016 -60.203 -90.367 -44.030 -41.599 -110.765 -122.638

Tabla del total de plantas recuperadas después de cada uno de los tratamientos de estrés

hidrico (n=10, por variedad y por tratamiento).

Genotipo Variedad Estrgs Selise Total
medio Severo

Dorada 5 4 9
A. cruentus Amaranteca 6 3 9
Tarasca 3 2 5

DGTA 9 2 11

A. hypochondriacus | Gabriela 9 3 12
Revancha 1 1 2
A. caudatus Caudatus 7 0 7
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Apéndice 5. Tabla de comparacion mdultiple de medias entre todas las especies de
amaranto y todos los tratamientos para cada metabolito analizado en las hojas. Las letras
diferentes representan diferencias significativas. Prueba estadistica de Tukey P<0.05.
Especies: A. hyp (A. hypochondriacus), A. cru (A. cruentus), A. hyb (A. hybridus), A. cau (A.
caudatus). Tratamientos: CT (control), EHM (estrés hidrico moderado), EHS (estrés hidrico

severo), REC (recuperacion).

Glucosa | Fructosa | Sacarosa | Almidén | Prolina
CT gh h gh cde fg
EHM C a d hi d
A hyp EHS fg efg c i a
REC ef e ef gh efg
CT h h h a g
EHM fg gh fgh de fg
A-cru EHS ef ef a i b
< REC fg h fgh fg efg
e CT gh h fgh a efg
EHM b b c cd ef
A -hyb EHS a bc bc ef c
REC cd cd e bc efg
CT fg fgh fgh b g
EHM b ab d cd fg
A-cau EHS b b b ef e
REC de de efg cd fg
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Apéndice 5 (Continuacion). Tabla de comparacion multiple de medias entre todas las

especies de amaranto y todos los tratamientos para cada metabolito analizado en las

raices. Las letras diferentes representan diferencias significativas. Prueba estadistica de

Tukey P<0.05. Especies: A. hyp (A. hypochondriacus), A. cru (A. cruentus), A. hyb (A.

hybridus), A. cau (A. caudatus). Tratamientos: CT (control), EHM (estrés hidrico moderado),

EHS (estrés hidrico severo), REC (recuperacion).

Glucosa | Fructosa | Sacarosa | Aimidén | Prolina
CT bc b gh a d
EHM b a defg d
A hyp EHS b a g a
REC a a ef efg d
CT f f h a d
EHM def d fgh bcd d
A.cru
EHS def cd a g a
N REC ef def fgh fg d
é CT ef ef fgh ab d
A hyb EHM ef de c ab c
EHS ef b bc bcd a
REC de cd e abc bc
CT ef def fgh abc d
EHM def bcd d cde d
A.cau
EHS def b b defg b
REC cd bc efg def d
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