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Resumen

En las plantas, el establecimiento del flujo de carbono entre los tejidos fuente
(hojas maduras y tallos) que son capaces de sintetizar sacarosa y los tejidos
demanda (hojas jovenes, meristemos, flores, raices y frutos) es sensible a
cambios en el ambiente y de importancia para el metabolismo. Adicionalmente, el
carbono en forma de sacarosa o glucosa se reconoce como molécula senal que
permite regular la expresidén de proteinas importantes en su metabolismo, dentro
de las que se encuentran enzimas que participan en la sintesis y degradaciéon de
almidén y sacarosa. Sin embargo, las alteraciones en el contenido de carbono
durante la vida de la planta generalmente se han estudiado soélo en la parte
metabdlica del proceso, desdefiando el papel que los transportadores de
carbohidratos podrian estar jugando para establecer o mantener el flujo de
carbono entre los tejidos fuente y demanda. Por lo anterior, en este trabajo, se
estableciéo un modelo experimental de tratamiento con estrés hidrico en plantas de
jitomate, mediante el cual se llevé a las plantas a una situacion critica.

En las plantas tratadas disminuyé la conductancia estomatica, se redujo el
crecimiento de la parte area y cambié el patron de contenido de carbohidratos en
tejidos fuente (hojas madura) y tejidos demanda (raices); por lo que se examind si
los transportadores de sacarosa y hexosas cambiaban.

Se encontré que en las plantas tratadas, las hojas acumulaban fructosa (2.2-13.1
veces) y sacarosa (2-4 veces) y reducian su contenido de almidén (2.1 veces) y el
contenido de glucosa solo se modifico a los dias 3, 5, 11 y 13 dias del estrés en
1.5 a 3.5 veces. Ambos transportadores de carbohidratos en las hojas de las
plantas sometidas a estrés mostraron un perfil diferente, sin embargo s6lo a los 3
y 5 dias aumentaron mas de 2 veces y al dia 7 hay un decremento en la expresion
de ambos transportadores.

Por otro lado, en las raices se encontré un aumento en el contenido de glucosa y
fructosa desde el dia 3 y hasta el 13 que dur¢ el tratamiento, este aumento fue de
2.2-3 veces y 3-6 veces respectivamente, ademas de un incremento en el
contenido de almidon entre 2 y 13 veces y la sacarosa se incremento a los dias 3,
5, 7 y 11. Los transportadores de carbohidratos de las raices cambiaron mas que
los de las hojas y durante todo el tratamiento. Los transportadores de sacarosa y
hexosas aumentaron mas de dos veces a los 3, 5, y 13 dias y disminuyeron al dia
7y09.

Debido a que tanto sacarosa como glucosa cambiaron durante el tratamiento de
estrés hidrico es dificil proponer si ambos carbohidratos en conjunto o separados,
tuvieron alguna influencia en los cambios observados en los niveles de ambos
transportadores de carbohidratos. Sin embargo, coincide que al aumentar la
glucosa y sacarosa en conjunto hay un incremento en ambos transportadores de
carbohidratos, mientras que cuando se encuentra solo aumento de la sacarosa,
disminuyen los niveles de ambos transportadores.

No obstante, encontramos que el reparto de carbohidratos en sus dos
componentes en el contenido de carbohidratos y el de sus transportadores, se
modifico por efecto del estrés hidrico.
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1. Introduccion

1.1. Relacion fuente-demanda

Las plantas utilizan preferentemente la sacarosa como fuente carbonada para ser
transportada a larga distancia. La sintesis y degradacién de ésta, asi como su
transporte han sido sujetas a estudio desde principios del siglo pasado. Una
hipotesis planteada en 1927, establece que la sacarosa, siendo el mayor osmdlito
de los constituyentes del floema, puede proveer la energia necesaria para
transportar a los demas componentes de la savia. Entonces, se establece un
gradiente o flujo de carbono que ocurre desde los tejidos denominados fuente,
constituidos por las hojas fotosintéticamente competentes, hasta los tejidos
llamados demanda, que esencialmente importan nutrientes, entre los que se
encuentran aquellos de crecimiento rapido como los meristemos, las hojas
inmaduras y los tejidos de almacenamiento vegetativo como los frutos, semillas y
raices (Bray 2001; Minchin y Lacointe, 2004).

La fotosintesis, directa o indirectamente, proporcionara los componentes
necesarios para la produccion de biomasa asi como el desarrollo y crecimiento de
los tejidos demanda. Por esto debe existir un acoplamiento coordinado entre el
metabolismo en los tejidos fuente y demanda, asi como su reparto, ya que la
informacion sobre la disponibilidad de asimilados en cada o6rgano debe ser
percibida y usada para modular la expresion de genes (Pego et al., 2000). Los
mecanismos metabdlicos y moleculares que facilitan esta coordinacion determinan
en gran medida la productividad de las plantas, sin embargo aun se desconoce el

proceso.

1.2. Metabolismo en los tejidos fuente

El ciclo de Calvin es la via primaria de la fijacion de carbono y este ciclo contiene

13 pasos de reaccion catalizados por 11 enzimas en el cloroplasto de las plantas
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C3. Se considera que ocurre en tres fases: el primero de éstos es la carboxilacion
de la ribulosa 1, 5 bifosfato (RuBP) catalizado por la enzima ribulosa-1,5 bifosfato
carboxilasa /oxigenasa (Rubisco), resultando en la formacion de 3-fosfoglicerato
(PGA). El segundo paso es la fase reductiva, la cual produce triosas fosfato y
consume ATP y NADPH. La ultima fase del ciclo es la fase regenerativa en el cual
las triosas fosfato son usadas para producir RuBP (Voet y Voet, 1995). En el ciclo
las triosas fosfato son los intermediarios clave, y no solo de este ciclo ya que se

encontraran disponibles para la biosintesis de almidén y sacarosa (Figura 1).

Citnsol Sacarosa
h

Sacarosa fosfato

[CAmicdn_] [Cloroplash
Amiosa Amilopecting

i
ADP glucosa
4

ADP ATP

F(2,6)BP —— L-rgp

£,

Ciclo de Calvin

Figura 1. Vias de sintesis de sacarosa y almidén en las hojas fuente. (Tomado
de Foyer y Paul, 2001). Enzimas que regulan las diferentes vias metabdlicas en
Ciclo de Calvin la sedoheptulosa 1, 7 bifosfatasa, en la biosintesis de almidon la FBPasa y
en la sintesis de sacarosa la FBPasa citosdlica y la sacarosa fosfato sintetasa. Un control
adicional lo lleva a cabo la disponibilidad de fosfato que es intercambiado por PGA en la
membrana del cloroplasto por el translocador fosfato/triosas fosfato. Enzimas a1,
fosfoglicerato cinasa; a2, NAD(P)-gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa; b, aldolasa; c,
fructosa-1,6 bisfosfatasa; d, hexosa fosfato isomerasa; e, fosfoglucomutasa; f, UDP-
glucosa pirofosforilasa; g, sacarosa fosfato sintetasa; h, sacarosa fosfatasa; i, ADP-
glucosa pirofosforilasa; j, sintetasa de almidén ; k, enzima ramificante del almidoén;
Metabolitos DPGA 1,3-bifosfoglicerato, F6P fructosa 6-fosfato; G1P, glucosa —1-fosfato;
G6P, glucosa-6-fosfato; PGA, 3-fosfoglicerato UDP, UDPglucosa.
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El balance entre la exportacion de las triosas fosfato y la regeneracion, es
importante para que el Ciclo de Calvin no se vea disminuido en intermediarios. En
la regulacién del ciclo de Calvin participan tres enzimas cloroplasticas, la Rubisco
(EC 4.1.1.39), la sedoheptulosa 1,7 bifosfatasa (SBPasa, EC 3.1.3.37) y la
fructosa-1,6 bifosfatasa (FBPasa, EC 3.1.3.11). La primera esta fuertemente
regulada por las variaciones en el pH vy las concentraciones de Mg®* y NADPH
que a su vez estan directamente relacionadas con la actividad de la fase luminosa
de la fotosintesis (Voet y Voet, 1995). Por otra parte, las dos ultimas enzimas
también son activadas por incremento en el pH y Mg?* y por NADPH, la accion de
estos factores se ve complementada por un segundo sistema regulador que
responde al potencial rédox del estroma via el sistema ferredoxina/tiorredoxina, el
cual modula la actividad de las enzimas en respuesta a condiciones de luz/
oscuridad (Tamoi et al., 2005). La sobreexpresion de FBPasa y SBPasa en
enzimas para el caso del tabaco, aumenta el flujo del ciclo de Calvin hacia RuBP
incrementando la tasa fotosintética, lo cual, afecta positivamente el crecimiento de

las plantas transgénicas (Tamoi et al., 2005).

La FBPasa es una enzima que participa en la sintesis de almidén en el
cloroplasto, pero en el citosol participa en la via de sintesis de sacarosa (Figura 1).
Las plantas transgénicas que sobreexpresan esta enzima en el citosol tienen altos
niveles de sacarosa en las hojas, tallos y raices durante el periodo de luz;
mientras que los niveles de almidon disminuyen, aunque estas diferencias en los
metabolitos no tienen impacto en el crecimiento, el peso seco y la actividad
fotosintética de la planta (Tamoi et al., 2005). Otra enzima importante que regula
la sintesis de sacarosa es la sacarosa fosfato sintetasa (SPS; EC 2.3.1.14), la cual
cataliza la sintesis de sacarosa-6P y UDP, usando como sustratos fructosa-6-
fosfato y UDP glucosa (Figura 1). La actividad de la SPS de hojas de diferentes
lineas de maiz correlaciona con su velocidad de crecimiento; mientras que para
las plantas de tomate que sobreexpresan la SPS de maiz son capaces de reducir
la cantidad de almidon e incrementar la concentracion de sacarosa en las hojas de

una manera directamente proporcional a la actividad de la SPS. Estos resultados
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apoyan que la SPS es una enzima clave para regular el balance de almidén y
sacarosa en las hojas (Worrell et al., 1991). La enzima es regulada a través de
dos mecanismos, uno transcripcional y otro post-traduccional via fosforilacién de
la SPS ocasionando un aumento en la actividad enzimatica, la cual puede también

ser modulada por la concentracién de metabolitos y la luz (Worrell et al., 1991).

Otro modo de regulacién durante la sintesis de sacarosa es la liberacién de Pj,
que tiene que ser intercambiado por las triosas fosfato en el cloroplasto. De esta
manera quedan coordinados el proceso fotosintético y la biosintesis de sacarosa,
misma que se altera cuando el fosfato disponible en la planta es reducido (Foyery
Paul, 2001).

La capacidad de las plantas para sintetizar almidon en las hojas maduras varia de
especie a especie. Los cereales por ejemplo, almacenan poco almidon en las
hojas, mientras que otras especies como Galanthus nivalis (campanilla de
invierno) conservan mucho de lo asimilado en forma de almidén. En general, las
hojas tienden a sintetizar y exportar sacarosa en las primeras horas del dia, pero
cuando la capacidad fotosintética excede la sintesis y la exportacién de sacarosa,
el exceso se retiene en el cloroplasto como almidén durante el dia. Para que en el
posterior periodo de oscuridad el almidén se degrade y se use para la sintesis de

sacarosa y su exportacion (Foyer y Paul, 2001; Zeeman et al., 2004).

El tiempo de inicio, la duracién y velocidad de degradacién de almidén varia
dependiendo de la especie. Se desconoce toda la via de degradacion del almidon
y por tanto su regulacién. Sin embargo, los estudios en Arabidopsis demuestran
que para la degradacion de los granulos de almidon se necesita de la glucan
hidrodicinasa y la a-amilasa, para producir a-1,4-glucanos que son sustratos de la
isoamilasa y la dextrinasa. Uno de los productos mayoritarios seria la maltosa, la
que se exportaria del cloroplasto a través del transportador de maltosa y ya en el

citoplasma la glucosiltransferasa llevaria a la produccién de glucosa, susceptible
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de fosforilarse por la hexocinasa, y entonces continuar el metabolismo (Smith et

al, 2003; Zeeman et al., 2004) como se muestra en la Figura 2.

Almidén H Glucanos

1 5 5
1
2
glucanos —— Cadena

ramificados lineal de
glucosa

4

6
glucosa1- maltosa
fosfato

‘ . estroma 8 9

v v v

Figura 2. Posibles vias de movilizacion de almidén en un plastidio. (Tomado
de Smith et al, 2003). Reacciones catalizadas por enzimas que se encuentran en el
plastidio. Hay que hacer notar que no todas las reacciones posibles han sido indicadas: -
amilasa, fosforilasa del almidén y la enzima desproporcionante pueden actuar sobre las
cadenas de glucano. (1, amilasa; 2, la enzima desramificante (isoamilasa y la dextrinasa
limite; fosforilasa del almiddn; 4, -amilasa; 5, enzima desproporcionante; 6; -glucosidasa;
7, triosa, translocador de triosas fosfato; 8 translocador de maltosa, 9 translocador de
glucosa).

1.3. Metabolismo en los tejidos demanda

El importe de sacarosa por los tejidos demanda: hojas jovenes, flores, frutos,
tubérculos, les provee de esqueletos carbonados, fuente de energia. Ademas, se
ha reconocido que la sacarosa y sus dos hexosas componentes actuan como
sefal que modifica el estado metabdlico de la célula, modulando la expresion de

ciertos genes. En general, los carbohidratos favorecen la expresién de enzimas en
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conexidon con la biosintesis, el uso y el almacenamiento de reservas, asi como la
represion o expresion de enzimas involucradas en la fotosintesis y en la

movilizacion de reservas (Koch, 1996).

Vazuela
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Figura 3. Metabolismo de carbohidratos en las células demanda. (1) Sacarosa
sintasa, (2) UDP-glucosa pirofosforilasa, (3) sacarosa-fosfato sintasa, (4) fructocinasa, (5)
fosfoglucomutasa citosolica, (6) fosfoglucoisomerasa, (7) translocador de hexosas-fosfato,
(8) translocador de triosas-fosfato (9) fosfoglucomutasa de plastidio, (10) ADP-glucosa
pirofosforilasa, (11) almidon sintasa soluble, (12) sintetasa de almidén unida al granulo,
(13) enzima ramificante, (14) translocador de adenilatos.

La sacarosa puede ser transportada al apoplasto de las células demandantes, y
puede o0 no ser usada por la invertasa de la pared celular, y las hexosas son
entonces transportadas al interior celular. Si la sacarosa es introducida como
disacarido a los tejidos demandantes, se hidroliza por la accién coordinada de dos
enzimas citosdlicas: la invertasa (EC 3.2.1.26) y la sacarosa sintetasa (SuSy; EC
2.4.1.13). La primera se encarga de producir las dos hexosas, glucosa y fructosa,
mientras que SuSy producira fructosa y UDP-Glucosa, actividad reversible (Figura

3). Ambas enzimas tienen diferentes funciones en los tejidos demanda, las
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invertasas citosolicas generalmente tienen una actividad minima en la mayoria de
los sistemas, y por lo tanto, no influyen de manera importante en el importe de
sacarosa al tejido demanda, denominada baja fuerza de demanda. Contrario a la
invertasa de la vacuola y de la pared celular, que pueden en general producir una
abundante cantidad de hexosas con una influencia alta en la capacidad de
demanda del tejido. Por su parte, la SuSy presenta dos funciones: una la de
conservar adenilatos y la otra el de dirigir el carbono hacia procesos biosintéticos,
es decir el uso de UDPG para la generacion de almiddn, en la sintesis de calosa y
en una gran diversidad de polisacaridos de la pared celular (Koch, 2004). En las
mutantes “knock-out” para el gen de la sacarosa sintetasa se inhibe la formacién
de la pared celular (Koch, 2004).

Dependiendo del tejido demanda, los carbohidratos se acumularan en forma de
almidén o de hexosas. En el caso de los frutos de tomate en el estadio temprano
pasan por un periodo transitorio de acumulacién de almidéon llegando a
concentraciones del 20% de su peso seco, pero posterior a este tiempo comienza
a disminuir para producir sacarosa y hexosas y dar la consistencia final al fruto
(Schaffer y Petreikov, 1997). Mientras que en el tubérculo de la papa la

acumulacioéon de almidon es continua.

Una vez que se producen las hexosas fosfato, la glucosa 6 fosfato se transporta al
amiloplasto y se convierte en almidén via la adenosina 5’-difosfoglucosa
pirofosforilasa (AGPasa) y varias isoformas de sintetasas de almidon y enzimas
ramificantes. La AGPasa cataliza el primer paso de la biosintesis de almidén
convirtiendo la glucosa 1 fosfato y ATP en ADPglucosa y pirofosfato, ademas, la
enzima se ha propuesto como clave en la regulacion y control de la sintesis de
almidon. Por ejemplo, la AGPasa de papa es activada por PGA e inhibida por
fosfato, sin embargo, en plantas transgénicas de papa que sobreexpresan a una
AGPasa de E. coli pierden esta forma de regulacién por PGA, (Ballicora et al.,
1995). El silenciamiento de la AGPasa se debe a la expresion en antisentido de su

gen, lo que conduce a un decremento en la velocidad de acumulacién de almidén
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en las papas (Geingenberg et al., 1997), demostrando que la regulacion alostérica
de la enzima controla la acumulacién del almidon. Ademas, los niveles del
transcrito de AGPasa y de SuSy disminuyen rapidamente cuando se interrumpe el
abastecimiento de nutrientes, teniendo ambos un efecto negativo en la
acumulacion del almidon. Aunque el mecanismo de sefalizacidn para mediar
incremento en almiddén aun se desconoce, se sugiere que la disponibilidad de
sacarosa es parte de la sefial que induce la expresion de AGPasa y SuSy durante

la acumulaciéon de almidon.

1.4. Regulacién metabdlica por azucares

En relacion con los cambios metabdlicos en los tejidos por efecto de la
disponibilidad de carbohidratos, se ha reportado una larga lista de genes
regulados positivamente por azucares. Entre estos se encuentran (a) genes que
codifican proteinas relacionadas con el almacenamiento como patatina en papa
(Hattori et al.,1990); (b) genes que codifican proteinas relacionadas con la
biosintesis del almidon como ADPG fosforilasa (Muller-Robert et al., 1992); (c)
genes que codifican proteinas involucradas en el metabolismo de la sacarosa
como invertasa y sacarosa sintasa (Koch et al., 1992; Roitsch et al., 1995). En
contraste, también hay una gran variedad de genes regulados negativamente por
el aumento en los azucares, y su expresion se induce cuando hay una disminucion
en los niveles de los mismos, algunos ejemplos son los genes de a-amilasa en
suspensiones celulares y embriones de arroz (Yu et al., 1996); la endopeptidasa,
la sacarosa sintasa en maiz (Koch et al., 1992; James et al., 1993; Chevalier et al.,
1995), la malato sintasa asi como también la isocitrato liasa en cotiledones de

calabaza y células en suspension (Graham et al., 1994).

Estudios en papa muestran que la sacarosa y la glucosa activan a la AGPasa, a
través de dos vias diferentes que involucran a una proteina cinasa parecida a la
SNF1 de levadura (SNF del inglés “sucrose non-fermenting”) y a la hexocinasa
(Tiessen et al., 2003). La inhibicion del gen homodlogo de la cinasa SNF1 en

tubérculos de papa, mediante su expresidon en antisentido, disminuye la activacion

10
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de la AGPasa después de la adicion de sacarosa, pero no después de anadir
glucosa. Por otra parte, la activacion de la AGPasa dependiente de glucosa,
requiere el paso de fosforilacion de la glucosa por la hexocinasa (Geigenberg et
al., 2005). Tanto la hexocinasa y la cinasa SNF1 son parte de una red de
regulacion que controla la expresion y la fosforilacion de enzimas citosdlicas en

respuesta a carbohidratos.

En el caso particular de la hidrdlisis del almidén, mediciones en los indices de
NADPH/NADP"* después de adicionar glucosa o sacarosa a discos de papa,
muestra un incremento de dos veces en la activacion de la AGPasa y también del
tejido en general, solamente en respuesta a glucosa pero no a sacarosa. El
incremento en respuesta a glucosa puede ser indicativo de una estimulacion del
ciclo oxidativo de las pentosas o algunos otros procesos que involucran la
reduccién del NADP®. En este Ultimo aspecto, se ha encontrado que la glucosa-6P
deshidrogenasa del plastidio del tubérculo de papa es muy susceptible a la
inactivacién por tioredoxina y a la inhibicion por producto final por NADPH, aunque
aun se desconoce como la sefal viaja desde el citoplasma hasta la tioredoxina en

el plastidio (Geigenberg et al., 2005).

Por su parte la sacarosa no lleva a cambios en el indice NADPH/NADP” en los
tubérculos. Sin embargo, la presencia de glucosa si incrementa la activacion
reductiva de la AGPasa, el mecanismo se desconoce pero es probable que la
modulacion de la transferencia rédox a la AGPasa por metabolitos esté llevandose
a cabo. La sacarosa estimula entonces la biosintesis de almidén pero también la
degradacion de sacarosa, a través de la induccion de la expresion de la SUSy
(Figura 4); sin embargo, aun hay controversia respecto a si la induccién es
dependiente de sacarosa o bien a la disminucién en la tension de oxigeno en la
célula. Esto ultimo se debe a que si la invertasa esta activa, se producen dos
hexosas, se fosforilan con dos moléculas de ATP y se consume oxigeno para
producir estas dos moléculas. Entonces al bajar la tension de oxigeno la célula

apaga la expresion de la invertasa y enciende la de SuSy que al producir fructosa

11
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y UDPG, sélo se requiere una molécula de ATP y se empieza a restablecer la

tension de oxigeno en la célula (Geigenberg, 2003).

Dentro de la cascada de sefnalizacion por carbohidratos, los transportadores de
carbohidratos tienen un papel importante, ya que son proteinas que al usar como
sustratos a sacarosa o a las hexosas podrian indicar su tipo y concentracion a
otras moléculas proteicas vecinas y asi iniciar la sefializacion (Pego et al., 2000).
Se sugiere que los transportadores de carbohidratos u otros componentes
proteicos que se encuentran en la membrana, pueden ser importantes en la
regulacion del metabolismo en los tejidos demanda. Por ejemplo, los tubérculos de
la papa que expresan a la invertasa en el apoplasto presentan una mayor division
celular y tienen un metabolismo diferente a aquellas que expresan a la invertasa
en el citosol, aun cuando las hexosas liberadas por su actividad hidrolitica estan
disponibles para entrar al metabolismo. Ademas, se conoce que la degradacion y
la sintesis de almiddn se estimula cuando se afiaden analogos de sacarosa como
palatinosa a los discos de papa, aun cuando el transporte de palatinosa es casi

nulo (Geingenberg, 2003).
1.5. Transporte de carbohidratos a distancia

Todas las plantas superiores poseen una red vascular muy desarrollada que
entrelaza a los diferentes 6rganos que las conforman. Esta red es esencial para
transferir moléculas organicas e inorganicas, ademas de ser el medio en el cual se
mueven las sefales que regulan la funcion de los tejidos de la planta. El xilema es
el canal de transferencia de agua desde las raices hacia los tallos, también
absorbe minerales del suelo y transporta hacia su sitio blanco algunos compuestos
organicos que son sintetizados en las raices. Mientras que el floema es la via de
transferencia de carbohidratos, desde el sitio de sintesis que son los tejidos fuente
(hojas maduras), hacia los tejidos demandantes (hojas inmaduras, raices, flores,
frutos) en donde son utilizados para el crecimiento, respiracién y almacenamiento.
Generalmente, hay una comunicacion entre ambos flujos, el del xilema y el del
floema (Van Bel, 2003).

12
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En el paso de los carbohidratos por el floema, la teoria de Minch propone que el
movimiento de la solucién concentrada de sacarosa 0.5-1.0 M, fluye a través del
floema al generarse un gradiente de presion osmotica (Minchin y Lacointe, 2004).
Actualmente, se tienen significativos avances sobre la ruta de descarga del
floema, se conoce que el floema no es solo un conducto pasivo de sustancias a
través de los plasmodesmata', ya que se han identificado y localizado
transportadores proteicos en la membrana plasmatica, tanto de las células
acompanantes como en las células de los elementos cribosos de la savia, ambas

componentes del floema (Figura 4).

1.5.1. Carga del floema.

El mecanismo de carga de carbohidratos del floema puede ser simplastico o
apoplastico, sin embargo, puede haber combinaciones de ambos tipos de
mecanismos. El paso simplastico involucra el flujo de los carbohidratos desde el
parénquima de la hoja hacia el complejo elemento amorfo-célula acompanante, a
través de plasmodesmata, sin que el soluto pase por el apoplasto (Figura 4). Por
el contrario, en el paso apoplastico el flujo de carbohidratos, usualmente sacarosa,
comienza en el mesofilo de las hojas y continua hacia el espacio apoplastico en la
zona vecina al tejido vascular involucrandose a los transportadores de
carbohidratos localizados en el complejo elemento criboso-célula acompafiante
(Lalonde et al., 1999; Michin y Lacointe, 2004).

! Plasmodesmata: Estructuras cilindricas de membrana plasmatica que interconectan a las células
de la planta (Turgeon, 2006).

13
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Figura 4. Sistema de transporte de sacarosa en el floema. Las células fuente y
las células demanda pueden contener transportadores de sacarosa. La salida de
sacarosa de las células fuente puede ser apoplastica o simplastica para vertirse al floema
(células acompafantes y elementos cribosos del floema) y una vez alli la sacarosa se
transporta hacia los tejidos demandantes. Sin embargo, la sacarosa también puede ser
hidrolizada a sus hexosas mediante la invertasa de pared celular, y en este caso los
carbohidratos son transportados por un transportador de hexosas (Lalonde, 1999).

1.5.2. Descarga del floema

En la mayoria de los tejidos la descarga del floema hacia las células demanda es
del tipo simplastico, en donde los plasmodesmata unen a las células en la region
de demanda. En esta region la presiéon osmética se mantiene baja, debido a que el
metabolismo se conduce hacia la conversion de carbohidratos osmoéticamente
menos activos como los fructanos y el almidén (Minchin y Lacointe, 2004). Sin
embargo, hay evidencia que apunta hacia un transporte de tipo apoplastico, por
ejemplo en las semillas en desarrollo, donde el tejido en formacion esta aislado
simplasticamente del tejido materno, la transferencia apoplastica de nutrientes es

esencial. En este sentido, se han encontrado en membranas plasmaticas de las
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células demanda tanto transportadores de sacarosa como de monosacaridos
(Figura 4; Weber et al., 1997).

1.6. Transportadores de carbohidratos

La Superfamilia de Facilitadores Mayores (Del inglés “Major Facilitator
Superfamily”, MFS), presenta como caracteristica comun doce segmentos
transmembranales con una estructura de a-hélice (Figura 5). Se propone que
estos transportadores provienen de la duplicacion y fusién de un gen primitivo, el
cual codificaba para una proteina con seis segmentos transmembranales. Esto
explica la existencia del asa citoplasmica que conecta a los primeros seis
segmentos transmembranales con los segmentos restantes, la secuencia y
longitud de esta asa citoplasmica difiere a lo largo de toda la familia. No obstante,
al comparar las dos mitades de proteina que conecta, es posible encontrar
regiones conservadas entre ellas, sobre todo dentro de las regiones sugeridas

como transmembranales (Lalonde, 1999).

En 1998 la MFS se subdividi6 en 17 grupos con base a la secuencia de las
proteinas entonces disponibles en las base de datos (Pao et al., 1998). Los
transportadores de sacarosa y glucosa de plantas estan incluidos dentro del
primer grupo formado por el uniportador de carbohidratos de animales, los
simportadores carbohidrato/H* de bacterias y el simportador de glucosa de
levadura (Pao et al., 1998).
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Figura 5. Caricaturas de la topologia de los transportadores de carbohidratos
de plantas. A. Transportador de hexosas B. Transportador de sacarosa. Ambos
muestran similitudes en el numero de cruces transmembrana (12), la localizacion
citoplasmica de la region amino, carboxilo y el asa mayor que conecta a los 6 cruces

transmembranales.

1.6.1. Transportador de hexosas

La clonacidon del transportador de hexosas en Chlorella kessleri sirvid como base

para clonar el gen para el transportador en Arabidopsis thaliana (Sauer y Tanner,

1989). Actualmente, se conocen las secuencias para una gran cantidad de

transportadores de hexosas en diferentes plantas, algunas dicotiledoneas como
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por ejemplo Arabidopsis thaliana presentan al menos 26 genes diferentes,
mientras que se han encontrado 8 en Ricinus communis y 7 en Chenopodium
rubrum. También, se han identificado los transportadores en algunas
monocodiledéneas como Hordeum vulgare, Oryza sativa 'y en Zea mays (Delrot,
2001). En este ultimo, se encontrd el transportador que se localiza en la vacuola
(Weber et al., 2000).

El transporte de monosacaridos se ha identificado en una gran variedad de
especies de plantas. Los substratos que son eficientemente transportados por
éstos son la B-D glucosa, 3-O-metil-B-D glucosa, 2-deoxi-B-D glucosa, a-D-
manosa y B-D fructosa, aunque no con la misma especificidad. Por ejemplo, la
comparacién de la actividad independiente de proteinas recombinantes CkHUP1,
CkHUP2 y CKHUP3 en Schizosaccharomyces pombe revelaron que las
velocidades relativas de transporte para diferentes substratos, como D-glucosa,
D-galactosa, D-xilosa, D-manosa, D-fructosa, etc., difieren drasticamente.
CkHUP1 y CkHUP3 transportan preferentemente D-glucosa, mientras que
CkHUP2 transporta D-galactosa mucho mejor que D-glucosa (Buttner et al., 2000;
Gear et al., 2000) (Tabla I).
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Tabla I. Lista de algunos de los transportadores de hexosas y su localizacion en la
planta. Adaptado de Biitner et al., (2000) y Gear et al., (2000)

No. de Km
Nombre Especie Localizacion
acceso (uM)
Glu 15-46
Fru 392
CkHUP1 Chlorella kessleri Man 136 o
Xil 725
Gal 3000
CkHUP2 Chlorella kessleri Gal 25 o
CkHUP3 Chlorella kessleri Gal 900 o
AtSTP1 Arabidopsis thaliana X55350 Glu 20 Ra, Sg
AtSTP2 Arabidopsis thaliana AJ001362 Gal 50 Fl, Pg
Hf, aumenta en

AtSTP3 Arabidopsis thaliana AJ002399 Glu 2000 estrés por

patégenos

_ ] ] Ra, P, aumenta en

AtSTP4 Arabidopsis thaliana X66857 Glu 15 estrés por

patégenos
LeHT1 Jitomate AJ32223 ND® Fr, Ra
LeHT2 Jitomate AJ132224 Glc 45 Hf, F
LeHT3 Jitomate AJ132225 ND Fr, Ra (punta)

4 Hf, Ra, raices; Sg, semilla en germinacion; Fl, floema; Pg, polen en germinacién; Hf,

hoja fuente, P, polen; Fr, fruto, F, flor.

® ND no determinado.

Muchas plantas superiores convierten el CO, fijado en sacarosa, que es la

principal forma de carbohidrato para el transporte a larga distancia en el floema.

Ciertos tejidos demanda, tales como son las hojas jévenes o puntas de las raices

tienen un acceso directo al floema via numerosos plasmodesmatas. Otros tejidos;

sin embargo, como los granos de polen, tubo polinico, células del tapete de la

antera, el embrion en desarrollo, y las células guarda estan simplasticamente
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aisladas y pueden importar foto-asimilados sélo con la ayuda de proteinas de

transporte en su membrana plasmatica (Butner y Sauer, 2000).

El patron de expresion de varios de los transportadores de hexosas sugiere que su
funcién primaria es la de introducir hexosas a los tejidos fuente, por ejemplo, en
Arabidopsis thaliana se analizé la localizacion de algunos de los miembros de los
transportadores de hexosas como el AtSTP2 (de las siglas en inglés de
“Arabidopsis thaliana sugar transporter protein”). Este gen se expresa
exclusivamente en granos de polen durante un corto periodo de desarrollo del
polen y su expresidon se correlaciona con la degradacion de la pared de calosa que
rodea al polen tratado y que sugiere la toma de los carbohidratos para el
crecimiento de las células. Mientras que AtSTP4 se expresa especificamente en
las puntas de la raiz y en polen y AtSTP1 parece ser responsable del importe de
carbohidratos en las células guarda, ademas de encontrarse altamente expresada
en semillas en desarrollo, sugiriendo que puede ser responsable de la toma de
glucosa. En otras especies como en Ricinus communis, HEX3 se expresa
predominantemente en las raices y en las hojas inmaduras, mientras que HEX1 se
encuentra de preferencia en raices, hipocotilos y hojas fuente (Butner y Sauer,
2000).

1.6.2. Transportador de sacarosa

El primer transportador de sacarosa, denominado SUT1, fue clonado por
expresion funcional en levadura (Riesmier et al., 1992). Desde entonces otros
transportadores de sacarosa han sido clonados y secuenciados en diferentes
especies de plantas incluyendo, dentro de las dicotiledéneas a tabaco, jitomate,
papa, Arabidopsis, betabel, haba, frijol, chicharo, limén, entre otras; asi como en
tres especies de monocotiledoneas, trigo, arroz y maiz. De estas familias
multigénicas sélo algunos de sus miembros han sido caracterizados

funcionalmente (Deltrot et al., 2001; Lemoine, 2000).
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Giaquinta (1977) propuso que la acumulacion de sacarosa en el tejido vascular de
la hoja se debia a un transportador que de manera coordinada transportaba los
protones y la sacarosa desde el apoplasto al interior celular. Las propiedades de
los transportadores de sacarosa se demostraron indirectamente al usar
compuestos que colapsan el gradiente de protones de la membrana plasmatica
(dinitrofenol 'y carbonil cianida 3-clorofenilhidrazona), o inhibidores de Ila
generacion de ATP como antimicina y arsenato. La adicion de los compuestos
resultd en la inhibicién de la toma de sacarosa, tanto en vesiculas de membrana
plasmatica aisladas de hojas de betabel como en células de levadura que
expresaban al transportador, mostrando asi la actividad de simportador
sacarosa/H" (Bush, 1990; Bush, 1993).

Asimismo, la expresion funcional de los transportadores en ovocitos de Xenopus 'y
en levaduras ha permitido establecer la especificidad del transportador por
sacarosa asi como la estequiometria por los protones. En esta ultima propiedad se
ha establecido que la estequiometria es de 1 proton:1 molécula de sacarosa. La
Km para los protones es de alrededor de 0.7 uM en vesiculas de membrana
plasmatica de hojas de remolacha, y se encontraron resultados similares para
otras especies. Si consideramos que el pH del apoplasto varia entre 5 a 6
unidades de pH, es decir 10 a 1 uM, los protones no serian limitantes en
condiciones fisiolégicas para el transporte de sacarosa (Bush, 1993; Slone et al.,
1991).
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Tabla Il. Lista de algunos de los transportadores de sacarosa y su localizacion en la

planta que representan los tres diferentes grupos en los que son clasificados.

No. de
Nombre Especie Km Localizacion® Referencia
acceso
AtSUC1  Arabidopsis 481132 1mM  Hf Hd, Ra, FI SauerN.et
thaliana al, 1994
AtSUC2  Arabidopsis 407092 | 1.44 mM Hf, Hd, FI, CA Chandran et
thaliana al. 2003.
Aoki et al.,
Ra, Es, Hf, 1999,
ZmSUT1 73 mays  BAA83501  1.5mM , Greaves-
Ta, Pis Fernandez,
2001
ASUTZL T 4 rabidopsis At2g02860 | 11.1 mM FI Sauer N. et
AtSUC3 thaliana al. 1994
AtSUT4  Arabidopsis = AF175322  8mM  Hf, Hd, Ra, FI Barkeretal,
thaliana 2000
LeSUT1 @ Lycopersicon | xg82275 ND® | Hf, Hd, Ra, FI Barkeretal,
esculentum 2000
) Hd. T. Fr Barker et al.,
LeSUT2 Lycopersicon = AF166498 ND R 2000;
esculentum Flor, Anteras Hackel et al.,
2006
LeSUT4 Lycopersicon | AF176950 | 11.6 mM FI Barrer et al.,
esculentum 2000

@Hf, hoja fuente; Hd, hoja

demanda; Ra, raices; Fl, floema; Fr, fruto; CA, célula

acompanante; Es, escutelo; Ta, tallo; Pis, pistilo.
°®ND no determinado

A partir de los valores de sus constantes cinéticas, se han agrupado a los
transportadores de sacarosa en tres grandes grupos (Tabla Il). Los simportadores
que forman la familia SUT1 (H'/sacarosa) responsables de la descarga al floema
presentan una alta afinidad por la sacarosa (Km= 1mM), algunas se expresan en
células epidermales de cotiledones y sirven para la toma de sacarosa durante el
desarrollo de las semillas (Weber et al., 1997; Tegeder et al., 1999). La subfamilia
SUT2, incluye PMSUCS3, LeSUT2 de jitomate y AtSUC3 (similar a SUT2) de

Arabidopsis con una funcion posible como “sensor” de carbohidratos (Barker et al.,
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2000; Eckardt, 2003; Meyer et al., 2000), con Kms que se encuentran en el
intervalo de 2.6 a 10 mM y velocidades de transporte reducidas. La subfamilia
SUT4 incluye a AtSUT4 y LeSUT4 que son transportadores de baja afinidad,
Km=10mM (Weise et al., 2000), como el expresado en nodulos de raices de Lotus

japonicus (Flemetakis et al., 2003).

Debido a que el transporte mediado por el transportador de sacarosa es esencial
para el llenado del floema, una reduccion en la actividad de transporte afecta la
distribuciéon de carbono y la fotosintesis. Riesmeier et al. (1993) generaron una
planta de papa transgénica que expresa el transcrito del transportador en
antisentido, causando una reduccion en el flujo de carbohidratos desde los tejidos
fuente, inhibicién del crecimiento de la raiz y de la fotosintesis y un incremento de
la concentracion de carbohidratos en las hojas. Con la disminucién de aporte de
carbohidratos en los tejidos demanda, las plantas presentaron raices mas
pequefias y un menor rendimiento de tubérculos (Hirose et al., 1997; Lalonde et
al., 1999)

En tabaco, la supresién antisentido del transportador causa enrollamiento de las
hojas y zonas de necrosis que llevaron a la planta a la muerte. Las hojas no tenian
capacidad de exportar el CO;, fijado y, por lo tanto, los carbohidratos solubles se
acumularon en ellas, de modo que la fotosintesis se redujo. También, se demostrd
que no existia el movimiento de los productos entre las células del mesofilo en

estas plantas transgénicas (Burkle et al., 1988).

22



Introduccion

L o BT . S Tl Sl e T T O el I O T R AT T

1.7. Regulacién de los transportadores de carbohidratos

1.7.1. Regulacién transcripcional

Los datos del control por carbohidratos de la expresion de genes para los
transportadores de monosacaridos y de sacarosa son pocos y algunas veces
contradictorios (Tabla Ill). En C. kessleri, el transportador de hexosas HUP1 y el
transportador de galactosa HUP2 son co-inducidos cuando se agrega glucosa al
medio (Stadler et al, 1995). El gen para el transportador de sacarosa en
remolacha (Chiou y Bush, 1998) se reprime por sacarosa, mientras que el gen
para un transportador de sacarosa especifico de células acompanantes de Oryza
sativa (Matsukura et al., 2000) es regulado positivamente por este mismo sustrato
(Tabla 3). Sin embargo, la sacarosa es capaz de inducir genes implicados en la
regulacion fuente-demanda como el gen que codifica para la invertasa apoplastica
de Chenopodium rubrum (Roitsh et al., 1995) y otros genes relacionados con el
transporte como las dos isoformas de ATPasa de protones en Lycopersicon

esculentum (Mito et al., 1996).

En el laboratorio se ha encontrado que el transportador de sacarosa se localiza
preferentemente en el escutelo de embriones de maiz germinados; sin embargo,
la exposicion de los embriones a glucosa y fructosa produce un decremento en los
niveles de los transcritos para el transportador, mientras que la sacarosa no
produce un efecto activador ni represor (Greaves-Fernandez, 2001) como se ha
postulado que ocurre para el transportador en las hojas de betabel y de jitomate
(Schultze et al., 2000; Vaughn et al., 2002).
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Transportado
r

HXT1

VWHT1

BvSUT1

VfSUT1

OsSUT1

ZmSUT1

Saccaromyces

cerevisae

Vitis vinifera

Beta vulgaris

Vicia faba

Oriza sativa

Zea mays

Tejido y/o

estadio de
desarrollo

Hojas maduras
(imbibicion de
los peciolos)

Embrién en
desarrollo
(imbibicién)
Embrion
germinado en
carbohidratos

Germinacion
de embriones
en
carbohidratos

1.7.2. Interaccién proteina-proteina

Introduccion

Efector probado
Glucosa Sacarosa
Induce su No probado,
transcripcion pero rafinosa y
(60mM) sorbitol no
tienen efectn
Induce su Induce su
transcripcion transcripcion
(56mM Glu) (58 mM Sac)
Sin efecto Reprime su
transcripcion y
traduccion
(25-250 mM)
Reprime su Reprime su
transcripcion transcripcion
(150mM Glu) (150mM Sac)
Induce su Induce su
transcripcion transcripcion
(100mM Glu) (100mM
Induce su Sin efecto
transcripcion y
traduccion
(100mM Glu)

I O T R AT T

carbohidratos de algunos transportadores de

Referencia

Tomas-Cobos
et al., 2004.

Atanassova et
al.,, 2003

Chiou y Bush
1998
Vaugh et al.,
2002

Weber et al.
1998

Matsukura et
al. 2000

Greaves-
Fernandez,
2001y
Ramirez-

La actividad de varias proteinas es afectada o regulada a través de complejos

macromoleculares. Estos consisten en homoligdmeros o heteroligdbmeros, que en

el caso del transportador de glucosa existe como dimeros de dimeros. En los

ultimos anos la oligomerizacién se ha reportado para siete transportadores

bacterianos de solutos (Veldhuis et al., 2006). Un ejemplo es el transportador de

glucosa que existe como dimero de dimeros (Hebert y Carruthers, 1992; Hamill et

al. 1999).

24



Introduccion

L o BT . S Tl Sl e T T O el I O T R AT T

Se ha sugerido que la subfamilia de transportadores de sacarosa SUT2/SUC3
podria participar como proteinas sensoras, ya que presentan una baja actividad de
transporte, presentan un larga asa intracelular- que podria participar en la
interaccion de proteinas en el interior celular, como sucede con el transportador de
glucosa en animales- (Barker et al., 2000). Reinders y colaboradores (2002)
encontraron que LeSUT2 co-localiza con los transportadores LeSUT1 y LeSUT4
en los elementos cribosos del floema de jitomate y demostraron que tenian el
potencial de interactuar uno con otro para formar complejos oligoméricos. De
manera similar, se ha sugerido para Arabidopsis que AtSUC2, AtSUT2 y AtSUT4
podrian encontrarse interactuando in vivo (Schulze et al.,, 2003). Estos datos
sugieren que la percepcion del carbohidrato podria modular la interaccion de los
transportadores y asi su actividad. No obstante, a la fecha no hay evidencias
soélidas para la funcién de sensor de la subfamilia SUT2/SUC3 ni tampoco de la

oligomerizacion in vivo de los transportadores de sacarosa.

1.7.3. Regulacién por asociacién con micorrizas

Para el transportador de hexosas de plantas se tienen dos reportes en los que se
ha encontrado que la colonizacion de las raices de Medicago trunculata por la
micorriza G. yersiforme induce la expresion del transportador MtST1 en las zonas
que se encuentran altamente colonizadas por el hongo (Harrison, 1996). Mientras
que LeST3 de jitomate se induce en las hojas y no en las raices que fueron
infectadas con Glomus intraradices, Glomus mosseae y Phytophtora parasitica
(Garcia-Rodriguez et al.,, 2005). Lo anterior sugiere que el transporte de
monosacaridos es importante para responder al incremento en la demanda de

carbohidratos de las células colonizadas al alterarse su metabolismo de carbono.

1.8. Estrés en plantas

El estrés se define como cualquier factor biético o abidtico que puede alterar

significativamente un proceso fisioldgico en el organismo afectado (Larcher, 1995).
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En las plantas cualquier factor de estrés puede dar lugar a un complejo numero de
respuestas que comienzan con la percepcion del mismo, seguido por las rutas de
transduccion de senales que se manifestaran en cambios a nivel celular,
fisioloégico y, consecuentemente, en el desarrollo de la planta. Esta serie de
respuestas también va a depender de la severidad y duracion del estrés, de la
especie y genotipo de la planta, de su estado de desarrollo, del 6rgano vegetal y
del tipo celular (Bray, 1997). En las plantas cultivadas estos factores de estrés
reducen la produccion y calidad de la cosecha. Poco se sabe acerca de como las
plantas reconocen el estrés; sin embargo, evidencias considerables indican que la
regulacion de las respuestas de la planta al estrés involucra hormonas
especialmente acido abscisico (ABA), acido jasmonico, etileno, y segundos

mensajeros como el Ca?* (Buchanan, 2000).

1.8.1. Estrés hidrico

El agua constituye el 85-95% de la masa total de las plantas, por lo que al
reducirse este porcentaje se ocasiona un estrés hidrico en la célula vegetal,
alterando diversos procesos bioquimicos Yy fisiologicos (Taiz y Zeiger, 2002). Uno
de los efectos de la restriccion de agua en las plantas es la reduccion del
crecimiento, cuando el turgor celular se acerca a cero, el crecimiento se inhibe ya
que el crecimiento depende del turgor celular. La presién del turgor en contra de la
pared celular, es la fuerza que causa la expansion celular (Bray, 2001). Por lo
tanto, se presenta una inhibicién en la elongacion de hojas y tallos cuando el
potencial hidrico decrece por debajo de un umbral, esto varia dependiendo del
organo. Asi, los érganos en desarrollo son muy afectados por la inhibicion del
intercambio fotosintético, asi como por las modificaciones metabdlicas

frecuentemente asociadas con la osmorregulacion (Pelleschi et al., 1997).

La transpiracion, que es la liberacidn de agua de la planta a través de los estomas,
ocurre en condiciones de riego normales en las que el agua esta disponible. Bajo
condiciones de sequia en el campo, los contenidos de agua en el suelo

disminuyen, se reduce el movimiento de agua en el interior de las células de las
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raices y el agua que se pierde a través de la transpiracion no es reemplazada,
causando una pérdida del turgor celular. Como una respuesta a la pérdida de
agua, la transpiracion decrece, el turgor celular disminuye en las células guarda
que circundan al poro estomatal y las células cierran el poro (Bray, 2001). Sin
embargo, aun es materia de debate si esta disminuciéon de la turgencia de las
hojas o la reduccidn del agua de suelo es la sefal para cerrar el poro estomatal.
Por ejemplo, al medir la cinética de cerrado del poro estomatal en un suelo en el
que se controld el nivel de deshidratacion, se encontré que el cerrado del poro
esta mas relacionado con la cantidad de agua en el suelo que con la cantidad de
agua en las hojas; es mas, el poro comienza a cerrarse antes de que haya una

disminucion significativa del contenido hidrico de la hoja (Liang et al., 1997).

La apertura y cierre de los estomas depende en gran medida de las
concentraciones de la hormona acido abscisico (ABA). La biosintesis del ABA se
incrementa en respuesta al déficit de agua. Los niveles del ABA se incrementan
en todos los érganos de la planta, regulando importantes respuestas fisiolégicas y
moleculares al déficit de agua. Por ejemplo, la acumulacion del ABA promueve la
adaptacién a la condicion de déficit hidrico a través de la inducciéon de genes

especificos (Bray, 2001).

Como los estomas se cierran parcialmente, la toma de CO, se ve también
reducida y hay una disminucion de la tasa fotosintética, (Keiser, 1987; Pelleschi et
al., 1997) que lleva a la consecuente disminucion en la produccién total de
carbohidratos e influencia el reparto de carbohidratos; en este caso, la
competencia por los carbohidratos ocurriria entre los diferentes tejidos demanda

como raices, flores o frutos.

1.8.2. Proteccion de las estructuras celulares

El déficit hidrico, el estrés salino y el frio, llevan a cambios en la osmolaridad
celular, la respuesta de la planta a estas diferentes formas de estrés osmético es

la produccién de solutos compatibles que generalmente son moléculas organicas
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solubles, de bajo peso molecular; que a altas concentraciones intracelulares no
interfieren con las reacciones bioquimicas habituales. Pocos son los compuestos
considerados como solutos compatibles y se pueden dividir en dos grupos: el
primero formado por carbohidratos y polioles y el segundo por a-y 3-aminoacidos
y sus derivados, incluyendo a las metilaminas. La funcién de estos solutos es la de
actuar como reguladores osmoticos, estabilizadores de macromoléculas y/o

antioxidantes (Nuccio et al., 1999).

Los carbohidratos solubles son algunos de los solutos que se han encontrado
como osmoprotectores -dentro de ellos la sacarosa y algunos oligosacaridos de la
familia de la rafinosa- estos son capaces de interactuar con las cabezas polares
de los fosfolipidos, reemplazando a las moléculas de agua ayudando a mantener
la integridad de la membrana durante la desecacion. Adicionalmente, un alto
contenido de carbohidratos, puede en algunos casos, llevar a la formacion del
estado vitreo en el citoplasma de las células deshidratadas, mejorando la
estabilidad estructural y minimizando la desnaturalizacién de proteinas (Crowe et
al., 1988)

Se han realizado esfuerzos en los ultimos 20 anos tratando de producir plantas
que toleren mejor a la sequia, haciendo que produzcan, altos niveles de alguno de
estos compuestos: prolina, manitol, trehalosa, sorbitol y glicina-betaina. Sin
embargo, en algunos casos, el aumento en su biosintesis produce efectos
secundarios indeseables en el fenotipo de las plantas, en general disminuye el
crecimiento de la planta o deforma el crecimiento de las hojas (Nuccio et al.,
1999), por lo que aun son necesarios mas estudios sobre el metabolismo en
general de las plantas sometidas a estrés, y sobre los factores que sustentan la
resistencia o tolerancia a este y sobre las estrategias genéticas que subyacen a

los fenotipos con tolerancia al estrés (Cushman y Bohnert, 2000).

28



Introduccion

L o BT . S Tl Sl e T T O el I O T R AT T

1.9. Metabolismo de carbono durante el estrés

El intercambio gaseoso en las hojas se afecta significativamente durante el estrés
hidrico, esta reduccién es la principal causa del decremento en la velocidad
fotosintética, ya que tanto las reacciones fotoquimicas como los intermediarios de
la fase reductiva del ciclo de Calvin permanecen inalterados (Quick et al., 1989).
La actividad de la RUBISCO, disminuye solo en condiciones de estrés severo en
maiz (<-1.2MPa). Mientras que Vassey y Sharkey (1989) observaron que la SPS
se inhibe cuando hay una reduccién del CO; disponible para la célula, pero 5h de
exposicién a 1% de CO, permite que la SPS regrese a sus valores normales de
actividad. Estos datos han mostrado que la actividad fotosintética tiene una alta
resistencia al estrés hidrico; sin embargo, el estrés es capaz de modificar la

concentracion de sus carbohidratos totales.

En cuanto a las alteraciones metabdlicas que ocurren entre los tejidos que
sintetizan sacarosa y aquellos que la demandan es muy variada. Por ejemplo, en
maiz se ha encontrado un incremento del 42% en los carbohidratos totales cuando
se expone el maiz a estrés, pero al medir el contenido de glucosa, fructosa y
sacarosa, como representantes mayoritarios de los carbohidratos solubles totales,
hay plantas que inducen el contenido de los tres carbohidratos, mientras que en
algunos casos solo aumenta la sacarosa y en otros solo las hexosas. El estrés
hidrico generalmente induce cambios en el indice hexosas/sacarosa v,
frecuentemente, este indice estd asociado con la hidrdlisis del almidén. Se ha
propuesto que este cambio en el reparto de carbono puede contribuir a regular la
osmolaridad celular, ademas de ayudar a que las estructuras celulares se

preserven a bajos contenidos de agua (Bohnert et al., 1995).

Por ejemplo, la sacarosa podria tener un papel en el reemplazo de moléculas de
agua para mantener la membrana fosfolipidica en su fase liquida cristalina y para
prevenir cambios estructurales en proteinas solubles. Sin embargo, el papel de
glucosa y fructosa en los mecanismos adaptativos es muy controversial
(Kerepesia y Galibab, 2000).
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Por otro lado, ademas de los efectos en el metabolismo celular, se ha observado
que durante el estrés hidrico la expresidn de varios tipos de genes. Un grupo de
estos genes es el que constituye a la familia de genes lea “late embryogenesis
abundant”, que primero se identificaron como genes que aparecen durante las
fases de maduracién y desecacion durante el desarrollo de las semillas (Barker et
al., 1988). Las proteinas LEA generalmente son muy hidrofilicas y su expresion se
ha propuesto que juega un papel en la proteccion y en el ajuste osmdtico.
También hay otros genes que se expresan durante el estrés hidrico como: genes
involucrados en los dos tipos de mecanismos de degradacidon de proteinas
(proteasas y ubiquitina); asi como genes potencialmente involucrados en
regulacion y sefalizacion como proteinas cinasas, proteinas nucleares y proteinas
de union a RNA (Cushman y Bohnert, 2000).

Por ejemplo, en Arabidopsis la funcion precisa de aproximadamente la mitad de
todos los genes, que predice su genoma no son conocidos, por lo que su variacion
por efecto del estrés hidrico, no se le puede adjudicar funcién. En el caso del
aumento en la expresion de los genes para las proteinas LEA es probable que
tenga que ver con el papel protector de estas proteinas sobre otros componentes

proteicos, no obstante su funcién aun se desconoce del todo.
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2. Justificacion

La capacidad de las plantas para acumular el carbono asimilado es funcion de su
capacidad fotosintética y de la capacidad de distribucion de la sacarosa entre sus
diferentes tejidos, es decir, la fuerza de demanda de un tejido (Sonnewald 1997).
Segun Boyer (1982), en la naturaleza, esta capacidad depende de la habilidad de
las plantas de mantener constante la acumulaciéon de biomasa durante periodos
de estrés. Por lo tanto, la distribucion del carbono juega un papel importante en la
integracion de las respuestas de la planta al estrés, incluyendo el mantenimiento
de la translocacion en el floema y la direccion del transporte de los carbohidratos.
Estos no provienen unicamente de la asimilacion inmediata del carbono, sino de la
movilizacion de las reservas almacenadas, como el almidon (Geiger y Servaites
1994). El estrés hidrico puede inducir alteraciones en las relaciones fuente-
demanda, cambios metabdlicos y de transporte. Si el estrés hidrico continia por
un periodo de tiempo prolongado, tendra como consecuencia la reduccion en el
crecimiento de la planta, llevando a pérdidas considerables en su desarrollo y

productividad.

A pesar de que es de suma importancia el conocimiento sobre los mecanismos
moleculares que regulan el reparto de carbohidratos, no se tiene informacién
sobre como el cambio en los niveles de los carbohidratos puede modificar
diferentes senales metabdlicas. En particular, el movimiento de carbohidratos a
través de los multiples sistemas de transporte de azucares que se encuentran
localizados en las diferentes membranas. Por todo lo anterior, el estrés hidrico se
utilizd en el presente trabajo como herramienta experimental para analizar la
expresion de los transportadores de carbohidratos cuando las concentraciones de
carbohidratos solubles se han modificado de manera fisiolégica para contender

con el estrés, en plantas de jitomate (Lycopersicon esculentum).

31



Hipotesis y Objetivos

L o BT . S Tl Sl e T T O el I O T R AT T

2.1. Hipétesis

Si durante el estrés hidrico se altera la distribuciéon de carbohidratos en tejidos
fuente y demanda, entonces, la expresidon de los transportadores de sacarosa y

hexosas cambiara en cada tipo de tejido.

2.2. Objetivo general

Determinar el efecto del estrés hidrico en plantas de jitomate sobre el crecimiento,
contenido de carbohidratos y la expresion de sus transportadores en raiz y

foliolos.

2.3. Objetivos particulares
1. Establecer un modelo reproducible de estrés hidrico en plantas de jitomate.
2. Evaluar parametros fisioldgicos de las plantas control y sometidas a estrés.

3. Determinar el contenido de diferentes carbohidratos: glucosa, fructosa,
sacarosa y almidon, en hojas y raices de plantas de jitomate control y
sometidas a estrés hidrico.

4. Determinar los perfiles de expresion de los transportadores de carbohidratos
(hexosas y sacarosa).

5. Analizar la posible relacidn entre los niveles de los transportadores de
azucares Yy los cambios en los contenidos de carbohidratos en los dos

tejidos estudiados.
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3. Materiales y métodos

3.1. Crecimiento y establecimiento de déficit hidrico

Se sembraron semillas de jitomate (Lycopersicon esculentum L. Var. Rio Grande
de la companiia Sun Seeds, Parma, CA. USA) en una mezcla 2:1 de tierra de hojas
y agrolita, luego de dos semanas de desarrollo se transplantaron 2 plantulas de
jitomate en macetas de 6 L que contenian la misma mezcla. Las plantas se
mantuvieron bajo riego y después de 81 dias de la germinacién, se inicio el
tratamiento de déficit hidrico, las plantas control se regaron a capacidad de campo
(cc, volumen necesario para saturar la tierra en la que la planta se encuentra
sembrada) y las plantas bajo estrés a 1/8 cc, manteniendo estas condiciones
durante 17 dias. Cada dos dias se colectaron los foliolos (ver Figura 6), el tallo y
las raices, los tejidos se congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido y se

almacenaron a —80°C hasta su utilizacion.

Hoja compuesta

Figura 6. Estructura de una hoja compuesta. El jitomate presenta hojas
compuestas, es decir aunque pareciera que esta formada por un grupo abundante de
hojas, estas parten de una sola yema denominada peciolo, asi que los brotes del peciolo
se denominan foliolos (Moreno, 1984).
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3.2. Determinaciéon de acumulacién de biomasa, la talla de planta y numero
de foliolos

Para conocer cual era el efecto en el peso, talla y numero de foliolos de las
plantas estresadas, se colectaron los tejidos y se les midi6 la altura, y se conté el
namero de foliolos por planta. Se pesaron los foliolos y raices, en una balanza
analitica. Parte de este material se seco en un horno a 60°C con vacio por 72 h
(Sanchez-Nieto et al., 1998). Se obtuvo el peso seco por diferencia de pesos,

entre el humedo y el seco, expresandose en porcentaje respecto al peso seco.

3.3. Determinacion de conductancia estomatica, % de humedad relativa,
transpiracion

Se conoce que el estrés hidrico modifica la apertura estomatal de las hojas, por lo
que, una vez iniciado el estrés hidrico y que los foliolos de las plantas alcanzaron
un diametro aproximado de 2 cm, se determinaron los niveles de conductancia
estomatica (mmol m?/s), humedad relativa (%) y transpiracion (mmol m? s”) a 7
plantas control, y 7 plantas tratamiento utilizando un porémetro (Licor Modelo LI-
1600) las mediciones se realizaron a lo largo del tratamiento siempre en el mismo

foliolo.

El procedimiento para realizar las mediciones de conductancia estomatica
consistié en introducir en la celda de lectura del porometro el foliolo presente en la
quinta hoja de la planta de jitomate, el cual se prensoé por espacio de 20 segundos,
mientras la irradiacion de la luz era alta (alrededor de 1000 quanta), se liberé el
foliolo y entonces se tomaron las lecturas, la mayoria de las mediciones se
hicieron alrededor de las 12:00 PM.

3.4. Extraccion de carbohidratos

Se determinaron los contenidos de glucosa, fructosa, sacarosa y almidén en
plantas control y sometidas a estrés, para determinar si el reparto de carbohidratos
se estaba modificando durante el estrés hidrico. Para ello se pesaron 0.2 g de

tejido y se anadié 1 mL de etanol al 80% en ebullicion, seguido por una extraccion
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con 1 mL de agua, se mezclaron ambas fracciones, el extracto se centrifugd a
velocidad maxima 14000 rpm, en una centrifuga IEC Micro-MB (Internacional
Equipment Company) por dos minutos. El sobrenadante se colocé en un tubo de
vidrio y se evaporo el disolvente en un bloque de calentamiento a 60°C. El extracto
se reconstituyo en 500uL de agua desionizada y los niveles de glucosa y fructosa

se determinaron mediante una técnica enzimatica.

El boton obtenido de la centrifugacion anterior se resuspendié en 1 mL de agua y
se calenté a 90°C durante 4 h, posteriormente, se usé para la determinacion de
almiddén. Un volumen del almidon ya gelatinizado se mezclé con 1 volumen de 14
mg/ml aminoglucosidasa de Rhizopus (Fluka, No. Catalogo 2328772) disuelta en
amortiguador de acetatos 0.2 M, pH 4.5, la mezcla se incubd toda la noche a
37°C en agitacion, después se centrifugé a 13,000 rpm durante 10 minutos
(Padilla-Chacon, 2004). El sobrenadante se usé para medir glucosa proveniente

de la hidrdlisis de almidén mediante el ensayo enzimatico.

3.5. Determinacién del contenido de glucosa, fructosa y sacarosa mediante
un método enzimatico

Se modifico el protocolo de determinacién de fructosa del kit de SIGMA (numero
de catalogo FA-20), con el propdsito de determinar no sélo las concentraciones de
fructosa, sino también las de glucosa y ademas, incrementar el numero de
determinaciones que con el kit se podian realizar. Los volumenes se redujeron 10
veces por lo que en lugar de 20 determinaciones que originalmente el kit ofrecia
ahora se pueden realizar 200 determinaciones en volumenes pequefos de 214 pl,
y que pueden leerse en un lector de ELISA. En la Figura 7, se muestra la curva

que se obtuvo con el método optimizado.
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Figura 7. Curva estandar de glucosa. Se muestra la curva de glucosa que se
produce cuando se realiza una determinacion con el método optimizado.

El fundamento para la determinacion es el siguiente: para determinar glucosa y/o
fructosa, la muestra problema (12 ul de volumen maximo) se pone en contacto con
200 pL de una mezcla enzimatica que contiene a la hexocinasa (1 U/mL) y a la
glucosa-6P deshidrogenasa (1 U/mL) (G6PDH), al dejar transcurrir la reaccioén por
20 minutos a 25°C tanto la glucosa como la fructosa se fosforilan y soélo la
Glucosa-6P es usada por la G6PDH, los productos de la reaccion de oxidacion
son 6-fosfogluconato y una cantidad equimolar de NAD" es reducida a NADH", se
lee a 340 nm, por lo que la diferencia entre el blanco y la muestra nos da un
incremento en la absorbancia a 340 nm el cual es directamente proporcional a la

concentracion de glucosa.

Después de la primera lectura, se le afnade al mismo pozo de reaccién 2 uL de la
enzima glucosa-6P isomerasa (600 U/mL), la cual cataliza la conversion de la
fructosa-6P (que no reacciond en el paso anterior) en glucosa-6P y entonces la
G6PDH ya puede usar este sustrato; se hace una segunda lectura y ahora el
incremento en absorbancia a 340 nm corresponde a la concentracion de fructosa.
Las determinaciones de fructosa y glucosa para cada muestra de los diferentes
tejidos y tiempos se realizaron por cuadruplicado, por planta en tres diferentes

lotes de plantas.
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Para la determinacion enzimatica de sacarosa utilizando este kit, primero se tiene
que realizar un primer paso que es la hidrolisis de la sacarosa, esto se logra
adicionando invertasa de levadura, para la optimizacion de la metodologia se
probaron varias condiciones como diferentes concentraciones de invertasa: 0.8,
1.1y 1.44U, y tiempo de reaccién (0.5, 1, 1.5y 2 h), para producir la hidrdlisis total
de la sacarosa. Las condiciones 6ptimas fueron incubar 1.1 U de invertasa a 37°C
por 2 h con lo que se obtenia entre un 88 y 90 % de hidrdlisis de una solucién
madre de sacarosa y el contenido de sacarosa se determiné como glucosa por el

método enzimatico ya descrito.

3.6. Obtencion de la fraccion microsomal

Para determinar si el estrés hidrico modifica la expresion de los transportadores de
sacarosa y hexosas en tejidos fuente (hojas) y demanda (raices), se obtuvieron las
fracciones microsomales de dichos tejidos, se cuantificaron las proteinas y se
determinaron los niveles de transportador de hexosas y sacarosa mediante

inmunoréplica tipo Western.

Se homogeneizaron con nitrégeno liquido 10 g de hojas y raices tanto de las
plantas control como de las plantas sometidas a estrés, se les afadié 20 mL de
amortiguador de homogeneizacién (50 mM Hepes/KOH pH 7.5, 300 mM de
Sacarosa, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF) y se molieron en mortero con arena. El
homogenizado se centrifugé a 1500 xg por 10 minutos a 4°C en la ultracentrifuga
Optima TL Beckman con rotor TLA 100.4. Se eliminé la capa de grasa que quedd
en la parte superior y se tomé con cuidado el sobrenadante. Este se centrifugé a
13000 xg por 10 minutos. En este paso se eliminaron las mitocondrias que
quedaron en el botén. Finalmente se separo el sobrenadante y se centrifugd
nuevamente, pero ahora a 100,000 xg durante 1.5 horas a 4°C para obtener la
fraccidn microsomal, de esta centrifugacién el botdén se resuspendié en 150uL del

amortiguador de homogeneizacion (Sanchez Nieto et al., 1997)
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3.7. Cuantificacion de proteinas

Se siguio el protocolo de Ghosh et al., (1988) brevemente, alicuotas de 1 ul de una
solucion estandar (0.05 hasta 1 ug/uL de albumina de suero bovino disuelto con
amortiguador de carga) y de los extractos de proteina se colocaron en papel
Whatmann 3MM, las manchas se dejaron secar y se tifieron con una solucion de
azul de Coomassie brillante R-250 0.2 % p/v, en 10 % de acido acético, 50 %
metanol, por 20 minutos. Después de secarse se determiné la cantidad de
proteina en las manchas por comparacion de las manchas de las muestras
problema con respecto a la curva de albumina 6 por comparacion mediante
densitometria de las manchas en el programa Quantity one (Fluor S-TM

Multimager Biorad).

3.8. Determinacion de los niveles del transportador de sacarosa y hexosas
mediante inmunoréplica tipo Western.

Se prepararon geles desnaturalizantes al 12 % de acrilamida segun la técnica de
Laemmli, 1970. Se cargaron los carriles con 30 ug de proteina en amortiguador de
muestra (0.35M Tris base, 5 % SDS, 0.16M DTT, 7.5 % glicerol, 0.4 % de azul de
bromofenol) por duplicado para cada tiempo, se corrieron los geles utilizando
amortiguador de corrida (0.25 M Tris base; 1.9M Gilicina, 0.5 % SDS) a 10-15 mA
hasta que el azul de bromofenol llegara al final del gel. Para visualizar las bandas
de proteinas en el gel, estos se tifieron con una solucion de Azul de Coomassie
R250 (0.125 % wil/v) disuelto en metanol 50 % (v/v) y acido acético 10 %, por 10

minutos.

Para transferir las proteinas a una membrana de fluoruro de polivilideno (PVDF),
se utilizé el amortiguador de transferencia (0.1 M NaPOQ,, pH 6.8, 0.5 % SDS, 20
% Metanol), la transferencia se llevo a cabo por 2 h a 25 V a temperatura

ambiente en una camara humeda marca Hoefer.
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Figura 8. Caricatura del transportador de sacarosa de maiz y la localizacién
de la secuencia que se uso para inmunizar a los conejos. El 1 indica la primer
asa intracelular en donde se localiza la secuencia TARWGRRPFILIGC que se uso6 para
inmunizar a los conejos (Zavala-Zendejas, 2001).

La deteccidn del transportador de sacarosa se realizé utilizando un anticuerpo que
reacciona con la secuencia TARWGRRPFILIGC que se encuentra en la primer
asa intracelular del transportador de sacarosa de maiz (Zavala-Zendejas, 2001,
Figura 8). El anticuerpo utilizado se inmoviliz6 mediante una columna de sefarosa
CNBr y se purificaron siguiendo las instrucciones del fabricante (BIOSOURCE
INTERNATIONAL, Quality Biochemicals. MA). La dilucion del anticuerpo que se
utilizo para detectar al transportador fue de 1:2000 en TTBS.

Para la deteccion del transportador de hexosas se utilizd un anticuerpo que
reacciona con la secuencia LGWLPSEIFPLEIRSAC-KHL, el antigeno se disei6 a
partir del alineamiento de varias secuencias para el transportador de hexosas en

plantas (Figura 9), este anticuerpo fue producido en conejos por la compafiia
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Genescript Corporation, New Jersey, EU. El anticuerpo contra el transportador de

hexosas se utilizé en una dilucion 1:1000 por toda la noche.

El anticuerpo secundario que se utilizé fue un anti-lgG de conejo conjugado con
peroxidasa, la deteccion de las proteinas que reaccionaron con los anticuerpos
primarios se realizd6 mediante una técnica luminiscente. La membrana de PVDF
se colocd por 4 minutos en una solucién que contenia: 10 ml de Tris-HCI 100mM
pH 8.5, 17 ul de perdxido de hidrogeno 2 %, 25 uL de soluciéon A (0.35 g acido p-
cumarico en 25 ml de DMSO) y 50 ul solucién B (1.1g de luminol en 25 ml de
DMSO). Después, la membrana se coloco entre una bolsa de plastico y se elimino

el exceso de solucion luminiscente y se le coloco una pelicula fotografica encima.

Las bandas que se revelaron en las placas fotograficas se digitalizaron en un
escaner HPscanjet 3500c y se realiz6 la densitometria y el analisis de las mismas
con el programa Quantity one (Fluor S-TM Multimager Biorad). La intensidad de las
bandas detectadas con el anticuerpo se reporta en Unidades de Densidad Optica /mm2.
IE/C, corresponde al valor resultante de dividir el valor de la intensidad de la banda
detectada en el estrés a un tiempo n, entre el valor detectado de intensidad del control a

ese mismo tiempo.
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Figura 9. Alineamiento parcial de la zona consenso de los transportadores
de hexosas de plantas y péptido que se disefio para detectar al
transportador de sacarosa de la membrana plasmatica en maiz. A. Zona
consenso. B. Péptido antigénico usado para obtener los anticuerpos contra el
transportador de hexosas de la membrana plasmatica. Las zonas con sombra en negro
corresponden a una identidad del 100%, en todas las secuencias; las sombreadas en gris
indican una presencia alta del aminoacido o de uno con una polaridad semejante en las
diferentes secuencias.
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4. Resultados

4.1. Optimizacion de las condiciones para establecer el estrés hidrico en las
plantas de jitomate

Para establecer el efecto que el estrés hidrico produjo en el transporte de
carbohidratos, se crecieron plantas de jitomate en condiciones optimas de riego y
temperatura, después se disminuy¢ la cantidad de agua de riego y se muestrearon
las plantas durante diferentes tiempos, segun se indica en la Figura 10. Para
evaluar que el estrés hidrico se habia establecido en las plantas de jitomate se
registraron: el peso humedo de foliolos, raices y tallos asi como la conductancia
estomatica, la transpiracidon y la humedad relativa de los foliolos maduros (Figura
11).

Muestreo de tejidos

Siembra  Transplante /—

16 -3 0 16 1% 20

]

Inicio cléfict hidrico Déficit hidrico
1/4 capacidad 14 capacidad
de campo de campo

Figura 10. Primer esquema para el establecimiento del estrés hidrico en
plantas de jitomate. Se indican los dias de siembra de las semillas, el transplante de
las plantas a macetas de 5 L de capacidad y el inicio del déficit o estrés hidrico, el cual se
indica como dia cero, para posteriormente comenzar con la cosecha de los tejidos.

Al inicio se sometieron las plantas a estrés hidrico reduciendo la cantidad de agua
a Y2 de la cc. Como se observa no hubo un cambio en el peso humedo tanto de
foliolos, tallos y raices bajo esta condicion (Figura 11 A, B y C). Por lo que el
estrés se acentuo, disminuyendo el riego a 1/8 de la cc, encontrandose que a los

dos dias del establecimiento de esta nueva condicion de estrés se pudo observar
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una disminucion de 1.3 veces en el peso humedo en foliolos, tallos y raices y las
diferencias en pesos aumentaron conforme el periodo de estrés hidrico se hizo

mas largo (Figura 11).
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Figura 11. Efecto del estrés hidrico en el peso fresco de foliolos, tallos y
raices durante el riego a 74 de la cc y después de la reduccion a 1/8 de la cc.
Se siguio el cambio en el peso fresco de los tres diferentes tejidos, como no hubo cambios entre
las plantas estrés y las control cuando se realizé el estrés hidrico a ¥4 de la cc entonces
disminuimos el riego para obtener 1/8 de la cc. La linea separa ambos riegos.
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Adicionalmente, a las determinaciones de pesos humedos, se midieron la
conductancia estomatica, la transpiracion y la humedad relativa. Los parametros
indicaron que el riego para alcanzar %2 de la capacidad de campo no causé una
diferencia significativa entre las plantas control y las sometidas a estrés hidrico al
menos durante los primeros 15 dias del estrés, pero al regar a 1/8 de la capacidad
de campo si se observaron diferencias notorias (Tabla IV). Si se compara al
octavo dia, los foliolos de las plantas control con los foliolos de las plantas
sometidas a estrés hidrico disminuyd 1.4 veces la humedad relativa, 2.5 veces la
conductancia estomatica y 2 veces la transpiracion en los foliolos de las plantas en

estrés hidrico.

Tabla IV. Efecto del estrés hidrico en la humedad relativa, la conductancia
estomatica y la transpiraciéon. Determinaciones realizadas en 7 diferentes plantas por
tiempo, segun se detallé en materiales y métodos.

Tiempo Humedad relativa Conductancia estomatica Transpiracion
Riego de (%) (mmol m?s™) (mmol m?s™)
a Estrés | Control Estrés Control Estrés Control |Estrés
(dias)
8 117220 146+33 66.1 £ 21 1214+485 | 22+068 | 38+14
ece 9 165+ 3.3 170+ 34 141.0 £ 49 1462+516 | 56+1.1 55+19
4
15 206147 279+32 84.5+40.0 62.4 £32.8 2210 1.9+£0.8
16 33.8+53 31.3+£26 28.6£16.0 19355 077+04 | 056+0.2
B CC 24 334 +2.1 23.0+£3.8 2354 £19.0 91.9+£265 68+07 | 33%09
25 34.1+3.1 241+24 216.1+45.8 84.9£19.1 6408 | 31x07
28 429+6.0 307+£1.8 2182+ 712 80.1+£225 4609 | 20x06

Por lo anterior, se decidié que en los siguientes experimentos, el riego de las

plantas fuera a 1/8 de la capacidad de campo, siguiendo el esquema que se

muestra en la Figura 12.
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Figura 12. Esquema final para el establecimiento de estrés hidrico en plantas
de jitomate. Las plantas se dejaron crecer por un periodo de 81 dias y después se
inicio el tratamiento con déficit hidrico a 1/8 cc (dia 0) y muestreando cada dos dias.

4.2. Efecto del estrés hidrico en el fenotipo sobre las plantas de jitomate

Para monitorear el efecto del estrés hidrico en el fenotipo de las plantas de
jitomate, se tomaron datos del aspecto que presentaron las plantas durante todo el
periodo de tratamiento, para documentar los cambios en el aspecto de los foliolos

y de las raices.

Figura 13. Plantas de jitomate antes de iniciar el estrés hidrico. La fotografia
muestra el aspecto que mostraron las plantas de jitomate al inicio del tratamiento (dia 0).

Al comienzo del estrés hidrico las plantas presentaban el aspecto que se muestra
en la Figura 13, foliolos turgentes verde brillante; sin embargo, conforme avanzo el

desarrollo en condiciones de estrés hidrico éstas fueron cambiando; como se
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muestra en la (Figura 15), las plantas sometidas a déficit hidrico fueron mas
pequefas, el numero de los foliolos ya no se incrementd (Figura 16) y el color ya
no fue brillante y algunas se tornaron purpuras (posiblemente por acumulacion de
antocianinas), como se observa en las Figura 14 las raices de las plantas
sometidas a estrés hidrico también cambiaron, fueron mucho mas delgadas y con

muchas ramificaciones.

=

Figura 14. Aspecto de las raices a diferentes dias del tratamiento. Se
muestra el aspecto que presentaron las raices control y tratadas, en tres diferentes dias
de muestreo.
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Planta control Planta estresada Planta control Planta estresada

Figura 15. Aspecto de las plantas de jitomate durante todo el periodo de
tratamiento. Las plantas control presentaron hojas verde intenso y de mayor|
tamarfo que las plantas tratadas, aunque los mayores cambios se observan a partir|

del dia 7 del tratamiento.
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4.2.1. Numero de foliolos de plantas control y con déficit hidrico

Debido a que observamos que estaban ocurriendo cambios visibles en las plantas
de jitomate tratadas con déficit hidrico con respecto a las plantas control,
decidimos contar el numero de foliolos maduros y jovenes por planta, durante todo

el tratamiento.

Como se observa en la Figura 16 a partir del dia 9 de iniciado el estrés hubo una
diferencia de alrededor de dos veces en el numero de foliolos jovenes de las
plantas sometidas a estrés hidrico comparadas con las plantas control y la
diferencia se acentu6 con el tiempo, probablemente debido a que las plantas en
estrés no estaban formando mas hojas jovenes, el nimero de foliolos se mantuvo

alrededor de 40 desde el dia 5 dias y hasta los 11 dias de estrés hidrico.

120

0 Control @ Estrés
100 - .

80 -
60 -
40 -

20 -

Numero de foliolos/ planta

3 5 7 9 11 13

Duracion del tratamiento (dias)

Figura 16. Numero de foliolos jovenes en plantas de jitomate control y
sometidas a estrés hidrico. Se encontré que no hay un incremento en el nimero de
foliolos jovenes en las plantas sometidas a estrés n=24.

En contraste, no hubo diferencia entre el niumero promedio de foliolos maduros en
las plantas control y sometidos a estrés hidrico en los primeros 9 dias del
tratamiento, oscilando entre las 40 y 60 foliolos y hasta los 11 dias cuando
comenzé a notarse que las foliolos maduros de las plantas estresadas no

aumentaron en numero (Figura 17).
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Figura 17. Numero de foliolos maduros en plantas de jitomate control y
plantas sometidas a estrés hidrico. El nimero de foliolos maduros en las plantas
estresadas no cambio durante el tratamiento por lo que no se observaron diferencias en
los foliolos de las plantas control.

4.2.2. Longitud de los tallos de las plantas control y con déficit hidrico

También se midi6 la longitud del tallo de las plantas control y sometidas a estrés
hidrico, para registrar cuantitativamente los cambios en la talla de las plantas

estresadas.

55
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Figura 18. Longitud del tallo de plantas control y plantas sometidas a estrés
hidrico. Los tallos de las plantas sometidas a estrés no aumentaron su tamaiio durante
el tratamiento. N=36 plantas control y 36 plantas estresadas.

Una diferencia entre las plantas control y las plantas estrés es que estas ultimas

son mas pequefas. Es a partir de los nueve dias de iniciado el estrés hidrico que
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se observé una reduccion en la tasa de crecimiento en el tamano de las plantas
estresadas, que mantuvieron una talla que oscila entre los 36 - 41 cm., mientras

que las plantas control al dia 13 presentaron 48 cm. de altura (Figura 18).

4.2.3. Efecto del estrés hidrico en el peso fresco y peso seco de la planta

Debido al claro decremento en el crecimiento de las plantas sometidas a estrés
hidrico, determinamos el peso fresco y peso seco de los foliolos jovenes,
maduros, tallos y raices tanto para plantas control como para las plantas

estresadas.

A partir de los nueve dias del establecimiento del estrés hidrico los foliolos
maduros presentaron una disminucién de alrededor de tres veces en el peso
fresco con respecto a las foliolos maduros de las plantas control (Figura 19 A).
Esta diferencia se mantuvo desde los 9 hasta los 13 dias. Mientras, los foliolos
joévenes redujeron su peso fresco alrededor de dos veces con respecto a los
foliolos jovenes control (Figura 19 B), el peso humedo de los foliolos jovenes se

mantuvo desde los 3 hasta los 13 dias de duracién del estrés hidrico.

Por otra parte, los tallos de las plantas sometidas a estrés hidrico presentaron una
disminucién a partir de los 9 dias en el peso fresco con respecto al control, esta
disminucién fue de 2.2 veces a los 11 y a los 13 dias del tratamiento. (Figura 19
C).
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Figura 19. Peso fresco de la parte area de plantas de jitomate control y
plantas sometidas a estrés hidrico por un periodo de 17 dias. Los cambios en el
peso fresco de los tejidos control y estrés fueron discretos para A) Foliolos maduros, B)
Foliolos jovenes y C) tallos. Los foliolos jévenes presentaron las mayores diferencias y en
tiempos tempranos en el peso humedo en comparacion con las hojas maduras en donde
la diferencia se establece hasta el dia 9, de igual forma ocurre con el peso de los tallos.
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Figura 20. Peso fresco de raices de plantas de jitomate control y plantas
sometidas a estrés hidrico. No hubo un cambio importante en el peso fresco de las
raices de plantas sometidas a estrés respecto a las raices provenientes del control.

Como se observa en la Figura 20 no hubo diferencias dramaticas en el peso
fresco de las raices de las plantas sometidas a estrés hidrico con respecto al
control, excepto para los dias 9 y 13; sin embargo, las raices tienden a

permanecer con un menor peso humedo que las raices de plantas control.
Por otra parte los pesos secos de foliolos y raices tanto de plantas control como

de las sometidas a estrés hidrico no presentaron cambios significativos durante los

13 dias que se monitoreo como se muestra en la Figura 21.
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Figura 21. Peso seco de diferentes tejidos de plantas de jitomate sometidas
a estrés hidrico. Peso seco de A) foliolos jovenes, B) foliolos maduros y C) raices
durante el periodo de tratamiento. Aun cuando existieron diferencias en los pesos
humedos de los diferentes tejidos no se encontraron cambios en el peso seco entre los
tejidos de las plantas control y de las sometidas a estrés.
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4.3. Efecto del estrés hidrico en la conductancia estomatica, la transpiracion
y la humedad relativa de los foliolos

Conociendo que el estrés hidrico induce un cierre parcial de los estomas para
disminuir la pérdida de agua (Keiser, 1987), se determinaron algunos parametros
que nos indicaron el estado fisiolégico de las plantas, como es la conductancia

estomatica, la humedad relativa de foliolo y la transpiracion.
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Figura 22. Efecto del estrés hidrico en los niveles de conductancia
estomatica en las plantas de jitomate. Se midi6 la conductancia estomatica a partir
del dia 5 del tratamiento, encontrandose que desde ese tiempo hubo una disminucion en
la conductancia estomatica de los foliolos de las plantas sometidas a estrés.

No se tienen datos de la conductancia estomatica antes de los cinco dias de
estrés debido a que los foliolos no median los 2 cm. de diametro necesarios para
cubrir la ventana del detector del porometro. El estrés hidrico causdé una
disminucién de 3.5 veces en los niveles de conductancia estomatica desde los
cinco dias de iniciado el estrés, teniendo una diferencia de 11 veces al dia 11
(Figura 22).

Estos resultados confirman que como respuesta al estrés hidrico hubo un cierre
parcial de estomas, lo que llevaria a la disminucion de la tasa fotosintética, por el
decremento en la toma de CO, del medio, teniendo como consecuencia la
alteracion en el metabolismo de carbono en diferentes tejidos de la planta (Keiser,
1987).
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Figura 23. Efecto del estrés hidrico en los niveles de transpiraciéon en plantas
de jitomate. Desde el dia 5 del tratamiento de estrés hidrico ya hay una disminucion en
la transpiracion que se mantiene durante el periddo de tratamiento.

Una consecuencia del cierre de estomas es la disminucion en la tasa de
transpiracion, lo anterior quedd confirmado, ya que desde el inicio del estrés
hidrico los niveles de transpiracién fueron 3 veces menores a los niveles que se
detectaron en las plantas control al dia 5 de estrés, y de 5.1 veces menos al dia 11
de estrés (Figura 23).
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Figura 24. Efecto del estrés hidrico en los niveles de humedad relativa en

plantas de jitomate. Al igual que la conductancia y la transpiracion, la humedad relativa
del area circundante a los foliolos disminuyé asi encontramos valores por debajo de los
de las plantas control durante el periodo de 5 a 11 dias en las plantas sometidas a estrés.
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La humedad relativa de la zona que circunda al foliolo disminuyd durante el
periodo del estrés hidrico, siendo notoriamente diferente a partir de los 7 dias con

respecto a las plantas control (Figura 24).

4.4. Determinacién de contenidos de glucosa, fructosa y sacarosa en foliolos

Se encontrd que las plantas sometidas a 1/8 de la capacidad de campo lograron
sobrevivir, pero la reduccion en el riego produjo un cierre parcial de estomas para
reducir la pérdida de agua, tedricamente dicho cierre resultaria en un decremento
en la toma de CO, y en una disminucién en la tasa fotosintética, teniendo como
consecuencia la alteracion en el metabolismo del carbono en diferentes tejidos de
la planta (Keiser, 1987). Para determinar si efectivamente hay un cambio en el
metabolismo de carbono se midié el contenido de algunos carbohidratos en
foliolos (tejido fuente) y en raices (tejido demanda), para posteriormente, evaluar
la posible alteracion en los contenidos de los transportadores de carbohidratos en

ambos tejidos.

En la Figura 25A se muestra que el estrés hidrico produjo un incremento en el
contenido de glucosa en los foliolos maduros a los dias 5, 11 y 13, aunque a
niveles diferentes dependiendo de la duracion del estrés. Por ejemplo, a los 5
dias, este aumento en glucosa fue de 1.9 veces, mientras que a los 13 dias el

incremento fue de casi 4 veces con respecto al control en ese dia.

Los niveles de fructosa en foliolos con déficit hidrico comenzaron a incrementarse
a los cinco dias del tratamiento de estrés (2.2 veces), este aumento se mantuvo
hasta los trece dias, pero a este tiempo la diferencia fue de 13.1 veces (Figura 25
B).

El aumento en glucosa y fructosa podria deberse a la hidrolisis de sacarosa; sin
embargo, no es el caso ya que la sacarosa también estd aumentando a los cinco y
a los trece dias, este incremento fue de alrededor de dos veces (Figura 25C). La

acumulacion de sacarosa es un proceso que puede deberse a una o varias de las
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siguientes posibilidades: 1) a una sintesis incrementada de sacarosa, 2) a una

disminucion en su hidrdlisis, o bien, 3) 6 un deficiente transporte.

A 6000
. 5000 - O Control
o E Tratamiento
o 2 4000 -
8 o
S © 3000 A
oL
@ 2000 -
)
-
0
3 5 7 9 11 13
6000
B 5000
'S 4000
]
© =
@ = 3000
ERC
28 2000
2
2 1000
0
3 5 7 9 11 13
C 6000
5000 -
f§‘ 4000 -
T O
[/ =
© o 3000
82
é 2 2000 |
-
0
3 5 7 9 11 13

Duracion del tratamiento (dias)

Figura 25. Efecto del estrés hidrico en los niveles de los carbohidratos
solubles en foliolos de plantas de jitomate, control y sometidas a estrés.
Niveles de carbohidratos en foliolos de plantas control y sometidas a estrés hidrico. A)
Contenido de glucosa, B) fructosa y C) sacarosa. Se observa que la sacarosa se acumulo
desde los 3 dias del tratamiento, también se modifico el contenido de fructosa pero a
partir del dia 3 y la glucosa no cambio durante el tratamiento de estrés.
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4.5. Determinacién de contenidos de glucosa, fructosa y sacarosa en raices.

En cuanto al efecto del estrés hidrico en los contenidos de carbohidratos de un
tejido demanda como las raices, se encontr6 que desde el dia 3 hubo un
contenido incrementado de glucosa y se mantuvo a lo largo del estrés, la
diferencia entre los niveles de glucosa en las raices en estrés hidrico y las control
se encuentra en un intervalo de 2.2-3 veces (Figura 26A). Este incremento en

glucosa aparecié dos dias antes que al observado en los foliolos.

Por otra parte los niveles de fructosa permanecieron constantes desde el dia 3 y
durante los tiempos de estrés indicados, pero siempre por arriba de las plantas
control, alrededor de 2-2.6 veces incrementada la fructosa. Al comparar estos
datos con los de los foliolos, ademas de que se observo el incremento desde el

dia 3, el incremento en fructosa fue discreto (Figura 26B).

En cuanto al contenido de sacarosa en las raices se observd que, contrario a lo
que ocurrio en foliolos, las raices no acumularon sacarosa, excepto por los dias

11 en donde hubo un discreto aumento de sacarosa (Figura 26C).

En resumen, observamos que el metabolismo en foliolos y raices fue diferente
durante el estrés, los tres azucares solubles ensayados en los foliolos aumentaron
a partir del dia 5, aunque este aumento no fue sostenido para la glucosa, mientras
que en las raices lo hacen desde el dia 3 y solo la glucosa y fructosa aumentaron.
La acumulacion de ambas hexosas en las raices fue menor que en los foliolos,
esto es el incremento en hexosas se encontré en el intervalo de 1.5 a 3.5,

mientras que en foliolos fue de 1.5 a 5.6 veces.
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Figura 26. Efecto del estrés hidrico en los niveles de carbohidratos solubles
en raices de plantas de jitomate. Contenidos de carbohidratos en las raices. A)
Contenidos de glucosa, B) fructosa y C) sacarosa. La glucosa fue el carbohidrato que
principalmente aumento por efecto del estrés hidrico, si bien sacarosa de manera
transitoria también aumento en los dias 3, 5, 11y 13.
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4.6. Determinacién de contenidos de almidén en foliolos y raices

Dado que se observd un aumento en los niveles de hexosas durante el estrés
hidrico en los foliolos y raices con respecto a los tejidos control, se explord si el

almidon era la fuente de estos cambios estuvieran ocurriendo.
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Figura 27. Niveles de almidén en foliolos y raices de plantas de jitomate
sometidas a estrés hidrico. A) Contenidos de almidén que se encontraron en los
foliolos, B) Contenidos de almiddn que se encontraron en las raices.

Durante el estrés los niveles de almidon se redujeron en los foliolos, aun cuando la

mayor diferencia se encontré al inicio del estrés, dia 3 con una diferencia de 2.1
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veces sin embargo se observo un comportamiento similar a las plantas control

durante el periodo de tratamiento (Figura 27 A).

Es probable que la disminucién que observamos de este carbohidrato se traduzca
en un incremento en los azucares solubles, la sacarosa es el principal producto de
la fotosintesis en las hojas verdes, en donde las triosas fosfato sintetizadas en el
cloroplasto, son exportadas al citosol para la produccibn de hexosas vy
subsecuentemente para la produccion de sacarosa. La sacarosa es el metabolito
principal utilizado en el transporte a larga distancia en la mayoria de las plantas y
en algunas otras como zanahoria, cafia de azucar etc., y se considera un

compuesto de reserva (Buchanan et al., 2000).

En las raices se observé un menor contenido de almidon; el cual oscilo entre 600
ug glucosa/g y 1200 ug glucosal/g de tejido fresco durante todo el periodo de
estrés con respecto a los contenidos en los foliolos que llegan a ser de casi 3900
ug glucosa/g y 5000 ug glucosa/g de tejido fresco (Figura 27 B). Los contenidos de
almidoén en las raices de las plantas sometidas a estrés hidrico esta ligeramente

por arriba de los contenidos de las plantas control.
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4.7. Efecto del estrés hidrico en los niveles de expresion de los
transportadores de sacarosa y hexosas en hojas maduras

Debido a que se ha propuesto que los carbohidratos pueden modificar la
expresion de sus transportadores, se decidié medir si durante el estrés hidrico, los
niveles de estos habian cambiado. Se obtuvieron las fracciones microsomales de
hojas y raices y se separaron las proteinas en un gel de poliacrilamida SDS y se
tineron las proteinas con azul de Comassie, 6 bien se transfirieron a una
membrana de PVDF, para detectar en ella al transportador de sacarosa 6 hexosas

usando los anticuerpos especificos.

Se logré detectar una banda de 58 kDa con el anticuerpo contra el transportador
de sacarosa (Figura 28A). El analisis de la expresion de cada uno de los
transportadores se hizo por la densitometria de la banda que se observé en la
inmunoréplica tipo Western, y se expresé en unidades de densidad dptica /mm? de
area (UDO/mm?). En las hojas control se observo una expresion del transportador
de sacarosa ligeramente cambiante durante el periodo de trece dias (Figura 28B),
la intensidad de la banda detectada es similar a los 3 y 5 dias, después aumenta
1.7 veces al dia 7 y se mantiene en ese valor a los 9 dias, posteriormente la

cantidad de transportador regreso al valor detectado a los 13 dias.

El patrén del transportador de sacarosa en las hojas de las plantas sometidas a
estrés presentd un patrén diferente al del control, disminuyendo la cantidad de
transportador conforme paso el tiempo de tratamiento del dia 3 al 7, para

mantenerse mas o menos constante hasta el dia 13 (Figura 28B).

Al comparar la intensidad de la banda detectada con el anticuerpo del
transportador de sacarosa, entre las obtenidas de las hojas control y las bandas
obtenidas a todos los tiempos en las hojas sometidas a estrés hidrico,
encontramos que no hay coincidencia entre las intensidades detectadas en el
control con las estresadas (Figura 28B). La cantidad de transportador de sacarosa

en las plantas en las hojas control es mayor en las plantas sometidas a estrés a
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los dias 3 y 5. Pero, al dia 7 y 9 disminuy6 llegando a ser 2.4 y 2 veces menos

transportador respectivamente.

A
Transzortador 3 3 7 9 13 Tratamiento
e rs
sacarosa - + B + - + B + B + (dias)
58 kDa
- N’ TS ' comm——— ——
D 8 | ° —u— Control
] —eo— Estrés
7 —
5 6
S
©
& o~ 57
8 £
° g 4 ° .~ ™
g 8 >< ><.
© D
2 = 34
w -
& n .
= 2 \ e
]
15 o
T T T T T T T T T T 1
2 4 6 8 10 12
Duracion del tratamiento (dias)
Indice E/C 3.5 4.6 0.4 0.46 1.65

Figura 28. Efecto del estrés hidrico en la expresién del transportador de
sacarosa en las fracciones microsomales de hojas durante 13 dias de
tratamiento de estrés hidrico. A) Inmunorréplica tipo Western de las fracciones
microsomales de las hojas de plantas de jitomate, se detectd al transportador de sacarosa
segun se describié en materiales y métodos. (-) control (+) tratamiento de estrés hidrico.
B) Curva comparativa de la expresién del transportador de sacarosa en hojas de plantas
control y plantas sometidas a estrés hidrico, durante el periodo de tratamiento, La
intensidad de la banda detectada con el anticuerpo se reporta en Unidades de Densidad
Optica /mm?. Diferencias mayores de 2 veces entre ambos perfiles densitométricos se
encontraron a los 3 y 5 dias de tratamiento, aumentos que ocurrieron en las hojas de las
plantas sometidas a estrés.
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Respecto al transportador de hexosas, el anticuerpo especifico logré detectar una
banda de 60 kDa (Figura 29A). En las hojas de las plantas control se observé un
aumento gradual en la cantidad de transportador de hexosas conforme paso el
tiempo del tratamiento, finalizando al dia 13 con 2.6 veces mas transportador que
al dia 3 (Figura 29B). Por el contrario, las hojas de plantas sometidas a estrés,
mostraron un perfil cambiante de transportador durante los 13 dias muestreados,
observandose una cantidad alta de transportador a los dias 3 y 5 dias,
disminuyendo al séptimo dia (2.6 veces menor con respecto al dia 3), y
posteriormente se volvié a incrementar el contenido de transportador. En el indice
E/C se observa que las mayores diferencias entre ambos lotes de hojas, se
presentaron en los dias 3 y 5, con 3 y 2.2 veces de aumento en las plantas

sometidas a estrés (Figura 29B).
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Figura 29. Efecto del estrés hidrico en la expresion del transportador de
hexosas en las fracciones microsomales de hojas durante diferentes
tiempos de estrés hidrico. A) Inmunoréplica tipo Western de las fracciones
microsomales de hojas de plantas de jitomate, se detect6é al transportador de hexosas
segun se describié en materiales y métodos. (-) control (+) tratamiento con estrés hidrico
B) Curva comparativa de expresion del transportador de hexosas en hojas de plantas
control y plantas sometidas al estrés hidrico durante el tratamiento. La intensidad de la
banda detectada con el anticuerpo se reporta en Unidades de Densidad Optica /mm?.
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4.8. Efecto del estrés hidrico en los niveles de expresion de los
transportadores de sacarosa y hexosas en raices

El fraccionamiento electroforético de las fracciones microsomales de las raices
permitié resolver bandas de reaccion al anticuerpo sin deformaciones (Figura
30A). La curva de expresiéon del transportador de sacarosa en las raices de las
plantas control fue bifasica, del dia 3 y al dia 7 aumento 19 veces, después
disminuy6 la cantidad de transportador encontrandose a los 13 dias un valor
similar al del dia 3. (Figura 30B). En contraste, las raices de las plantas sometidas
a estrés presentaron un patrén oscilante de su transportador de sacarosa, con un
maximo a los 5 dias, para posteriormente disminuir a los 7 dias a un valor 10.6
veces menor que el encontrado al dia 3, aumentando gradualmente en los dias 9
y 13 (Figura 30B).

Al comparar las dos curvas de expresion de transportador de sacarosa en las
raices control y las raices de las plantas sometidas a estrés hidrico, se observé
que el estrés produjo un aumento en el transportador de sacarosa a los dias 3,5y
13, encontrandose la mayor diferencia (14 veces) al dia 3. Pero también hubo un
decremento en el nivel de transportador en las raices de las plantas sometidas a

estrés, al dia 7 de 14 veces.
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Figura 30. Efecto del estrés hidrico en la expresién del transportador de
sacarosa en las fracciones de raices durante diferentes tiempos de estrés
hidrico. A) Inmunoréplica tipo Western de las fracciones microsomales de raices de
plantas de jitomate, se detectd al transportador de sacarosa segun se describid en
materiales y métodos. (-) control (+) tratamiento con estrés hidrico. B) Curva comparativa
de la expresion del transportador de sacarosa en raices de plantas control y plantas
sometidas a estrés hidrico durante el tratamiento. La intensidad de la banda detectada
con el anticuerpo se reporta en Unidades de Densidad Optica /mm? La cantidad de
transportador detectada con el anticuerpo en el control fue diferente a la detectada en las
plantas sometidas a estrés, excepto en el dia 9 donde la diferencia es menor a 1 vez.

67



Resultados

L o BT . S Tl Sl e T T O el I O T R AT T

La expresion del transportador de hexosas en las raices de las plantas control, se
mantuvo mas o menos constante, con excepcion del dia 7 donde aumento 3.7

veces respecto al dia 3 (Figura 31B).

Las raices de las plantas sometidas a estrés tuvieron un comportamiento diferente
al de las raices control, presentando una curva bifasica, iniciando con un valor alto
de transportador que gradualmente disminuyd, llegando a ser 10 veces menor al
dia 7, para posteriormente aumentar y al dia 13 regresar a un valor similar al

observado al dia 3.
Al comparar ambas curvas, la expresiéon del transportador de hexosas durante el

estrés fue alta a los dias 3 y 5, disminuydé a los 7 dias y continué en valores

menores que en las plantas control al dia 9 (Figura 31B).
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Figura 31. Efecto del estrés hidrico en la expresién del transportador de
hexosas en las fracciones de raices durante diferentes tiempos de estrés
hidrico. A) Inmunoréplica tipo Western de las fracciones microsomales de raices de
plantas de jitomate, se detectdé al transportador de hexosas segun se describido en
materiales y métodos. (-) control (+) tratamiento con estrés hidrico. B) Curva comparativa
de la expresion del transportador de hexosas en raices de plantas control y raices de las
plantas estresadas, durante el tratamiento. La intensidad de la banda detectada con el
anticuerpo se reporta en Unidades de Densidad Optica /mm? A los dias 5 y 7 del
tratamiento, en las raices de las plantas control se encontraron diferencias en la cantidad
de transportador detectada con el anticuerpo respecto a lo que se observo en las raices
estrés, a los 5 dias 3 veces mayor y a los 7 dias 7.5 veces menos control.
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5. Discusion

5.1. Efectos fisioldgicos del estrés hidrico

Los factores ambientales adversos como el déficit de agua, impuesto a través de
la sequia, la alta salinidad o temperaturas extremas, limitan la productividad de los
cultivos. Es ampliamente aceptado que se modifica el crecimiento del tallo, el
aspecto de las hojas y también el de las raices. (Bohnert et al., 1995; Bray 1993).
Se ha documentado el dano producido, que comienza con sefales que se dan en
las raices, y que reducen la divisidn celular, y el crecimiento de las hojas, a través
de la sintesis y movilizacion de acido abscisico, citocininas, cambios del pH, iones,

aminoacidos, entre otros (Davies y Zhang, 1991).

En este estudio el tratamiento de riego reducido a 1/8 de la capacidad de campo,
produjo los efectos conocidos del estrés hidrico en las plantas de jitomate,
reduccién en el crecimiento, mayor numero de raices secundarias y disminucion

en la transpiracion debida a la reduccion de la conductancia estomatica.

Generalmente, se ha encontrado que aun cuando se llega a reducir la
conductancia estomatica en las hojas de plantas sometidas a déficit hidrico, su
potencial hidrico es similar al de las hojas de plantas bien hidratadas (Davies y
Zhang, 1991; Gowing et al., 1990; Sobeih et al., 2004). En este trabajo se encontro
que en efecto, el tratamiento de estrés hidrico redujo la conductancia estomatica y
la transpiracion de las hojas, pero no modificé el peso humedo de las hojas y los
tallos hasta los 9 dias de haber iniciado el tratamiento de estrés. El fenotipo en
general se encontré modificado, es decir, se redujo la talla de las plantas, las hojas
presentaban una coloracién menos intensa, verde opaca, en algunas ocasiones
purpura y sin un aumento aparente en el numero de hojas jovenes; signos
posibles de envejecimiento foliar o maduracion prematura de las hojas jovenes. Se
conoce que el incremento en ABA, ademas de inducir el cierre estomatal, esta

relacionado con el proceso de senescencia de las hojas, junto con las citocininas o
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etileno (Nooden et al., 1997). Por ejemplo, Yang y colaboradores (2002)
observaron que existia una relacidn inversa entre la concentracion de ABA y la de
las citocininas en los exudados de raices y hojas de arroz sometidas a déficit
hidrico, y que el aumento en ABA y la reduccién en la concentracion de las

citocininas elevaba la senescencia foliar.

Adicionalmente, otro de los efectos fisiologicos observados en las plantas de
jitomate sometidas a déficit hidrico fue que, acompafado a la reduccion del
crecimiento aéreo de la planta, se incrementd el numero de raices secundarias,
aun cuando el peso total de la raiz no fue diferente al de las raices control.
Presumiblemente, la aparicion de raices secundarias se debe a que la planta,
durante el déficit hidrico, antepone su crecimiento sobre el de la raiz primaria.
Otros reportes también han encontrado que las plantas sobreviven a bajo
potencial de agua, sacrificando el crecimiento aéreo sobre la raiz, probablemente
porque se mantiene la busqueda de agua para su supervivencia (Westgate y
Boyer, 1985; Wu y Crosgrove, 2000; Walter y Schurr, 2005). Si bien ésta no es
una respuesta unica del estrés por agua, ya que también se ha encontrado el
cambio morfologico de las raices cuando la disponibilidad de nutrientes ha

disminuido en la vecindad de la rizosfera (Walter y Schurr, 2005).

El acelerado crecimiento de las raices secundarias durante el estrés hidrico
también es un efecto probable del incremento en la concentracion en ABA (Bray,
1993; Bray, 2001; Davies y Zhang, 1991), aunque también se ha sugerido que es
el causante de la inhibicién del crecimiento del tallo. Se ha encontrado que ABA
es un promotor del crecimiento de diferentes tejidos en diferentes especies
vegetales que fueron expuestas a diferentes condiciones de estrés, por lo que el
efecto inhibidor en el crecimiento del tallo durante el estrés es una tema
controversial (Barrero et al, 2005). Por ejemplo, algunos autores como Sharp y
LeNoble, 2002 han propuesto a ABA como un inhibidor de crecimiento bajo

condiciones de estrés, pero un promotor de crecimiento en ausencia de este. A la
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fecha aun se desconoce el papel del ABA en el estrés hidrico y también en su

papel promotor de crecimiento cuando no hay estrés.

5.2. Alteraciones en el contenido de carbohidratos en las plantas sujetas a
estrés hidrico

El cierre parcial de los estomas promovido por el estrés hidrico produce una
reduccion en la fijacion de CO, (Kaiser, 1987) y se establecen relaciones entre los
tejidos fuente y los tejidos demanda diferentes a las normales (Pelleschi et al.,
1997). El tejido fuente tiene que modificar su metabolismo para conservar su papel
donador de sacarosa hacia los tejidos demanda, aunque dependiendo de la
situacion de estrés, el reparto se vera modificado no sélo porque la disponibilidad
de CO; se reduce, sino también porque se realiza el ajuste a la situacion de bajo
contenido de agua, generalmente a través de la biosintesis de compuestos
osmoticos, de modificar la entrada de iones a la célula, de realizar un balance
metabdlico, como mantener el indice de adenilatos y por supuesto a la sintesis de
proteinas necesarias para contender con el estrés (Bohnert et al, 1995; Bohnert y
Sheveleva, 1998).

Si bien se han documentado los efectos adversos del estrés hidrico en el
crecimiento de la planta, principalmente en la reduccion en la talla de la planta y la
acumulaciéon de peso seco (Bray, 2001; Kaiser, 1987; Pelleschi et al., 1997).
Recientemente se ha pretendido utilizar al estrés hidrico, como una estrategia
para adelantar el proceso de movilizacién de nutrientes de los tejidos vegetativos
hacia los granos, con la finalidad de que en un menor tiempo el grano comience y
alcance su concentraciéon normal de almidon, y se reduzcan los costos de riego y
cuidado de las plantas (Yang et al., 2002, Zinselmier et al., 1999). Por lo que
estudios en los que se abordan los cambios que el estrés hidrico produce en la
acumulaciéon o movilizaciéon de carbohidratos, son importantes para mejorar la

produccion agricola.
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En el presente trabajo se analiz6 el reparto de carbono durante el estrés hidrico, al
medir tanto los contenidos de carbohidratos solubles y el almidén, asi como la
abundancia de los transportadores de carbohidratos en sus membranas

plasmaticas.

Con relacion a los contenidos de carbohidratos, se encontré que en el tejido
fuente, las hojas maduras incrementaron la fructosa y la sacarosa, el primero a
partir del dia 7 y el segundo desde el dia 3, manteniéndose altas concentraciones
hasta los 13 dias. EI aumento en la sintesis de sacarosa puede deberse a un
incremento en la actividad de la sacarosa fosfato sintetasa, enzima que
generalmente aumenta por estrés por agua. Yang y colaboradores (2002)
demostraron que en arroz sometido a estrés hidrico se induce la actividad de la
SPS, tanto en tallo como en hojas y que esta actividad correlaciona con la
acumulacion de sacarosa en los tallos, actividad que concuerda con el papel
conocido de la SPS en la re-sintesis de la sacarosa. El significado del incremento
en la actividad de la SPS bajo estrés hidrico no es para que la planta acumule el
disacarido en respuesta a estrés, sino mas bien para sostener la respuesta
asimilatoria de los flujos de carbono entre los tejidos fuente y demanda (Yang et
al., 2002).

El incremento en la concentracién de fructosa durante el estrés es discreto y
puede deberse a la hidrdlisis incrementada de sacarosa. Por otro lado, existido un
aumento oscilante de la glucosa, a los dias 3, 5, 11 y 13, que se puede explicar
por el incremento en la hidrdlisis del almidén en conjunto con el de sacarosa, ya
que se observo que las hojas provenientes de plantas en déficit hidrico redujeron
su contenido de almidén entre 1 a 2.5 veces y aunque no se observa una
reduccién en el contenido de sacarosa, si es probable que se este hidrolizando.
Las plantas que sobreexpresan a la SPS en tomate produjeron la elevacion en el
contenido de sacarosa con una disminucion en la sintesis de almidon en las hojas,
lo que sugiere que el carbono fijado se canaliza preferentemente a la formacién

del disacarido (Worrell, 1991). Es probable entonces que la actividad de la SPS
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aumente durante el estrés hidrico en las plantas de jitomate y conlleve a un
incremento en el contenido de sacarosa y a la disminucion en la concentracién de
almidon. En papa, se ha observado que en respuesta al déficit hidrico la
acumulacion de sacarosa mediada por la SPS y que, de manera paralela al
incremento en su actividad, hay una reduccion de 3PGA, ambos producen la
inhibicion de la actividad de la ADP-glucosa pirofosforilasa con la consecuente
reduccion en el contenido de almidon (Geingenberg et al., 1997).
Como se menciono anteriormente, el incremento de fructosa y glucosa podria
ocurrir de la degradacion de sacarosa; en la célula vegetal se presentan dos
enzimas que pueden utilizar sacarosa, la sacarosa sintetasa o las invertasas.
Resultados en nuestro laboratorio demostraron que la actividad de la invertasa
vacuolar es menor en las plantas estresadas (resultados Cuellar de la Serna F), lo
que sugiere que esta enzima no colabora en la produccion de glucosa, al menos
en la vacuola. Sin embargo, si se encontré que la actividad de la invertasa de la
pared celular de la hoja aumentoé (1 a 6 veces comparado con las hojas de plantas
control), lo cual explicaria el incremento en el contenido de fructosa y glucosa en

las hojas.

El aumento constante y sostenido de la fructosa y que no es paralelo al perfil del
contenido de glucosa, podria explicarse primero asumiendo que ambas hexosas
son recuperadas para el metabolismo en la célula de las hojas y que una vez en el
citosol, la velocidad de uso sea diferente, ya que se conoce que las células
presentan mayor capacidad para utilizar la glucosa que la fructosa. Por ejemplo, la
Km de las hexocinasas de plantas para glucosa se encuentran en el intervalo
micromolar (30-100 pM), mientras que la Km para fructosa se encuentran en el
rango milimolar (2.5 a 26 mM; Dai et al., 2000; Dai et al., 2002; Guglielminetti et
al., 2000; Martinez-Barajas et al., 1998).

En las raices el estrés hidrico aument6 tanto el contenido de glucosa como de

fructosa, el primero desde el dia 3 y el segundo a partir del dia 5 del tratamiento

de déficit hidrico. Y, contrario a lo observado en las hojas, el aumento en el
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contenido de sacarosa no fue sostenido sino oscilante, aumento a los dias 3, 5,
11 y 13 y el de almidon se mantuvo siempre por arriba de los valores de las

plantas bien hidratadas, entre 2 y 2.5 veces.

Es posible que las raices se encuentren creciendo gracias a que el tejido fuente
les sigue proporcionando compuestos carbonados en forma de sacarosa, y las
invertasas de pared celular y/o las intracelulares se encuentran activas
produciendo tanto glucosa como fructosa. Nuestros resultados preliminares
muestran que las invertasas de la pared celular se encuentran incrementadas a
todos los tiempos del tratamiento pero sobre todo entre el dia 1y 7 (19.8 a 70.7
nmolGlu min'mg™ al dia 1y de 8.2 a 45.5 nmolGlu min"'mg™" al dia 7; Cuellar-de
la Serna F, 2006 no publicados), esto favoreceria que ambas hexosas sean
canalizadas hacia el catabolismo de la célula demanda para sustentar su
crecimiento. Otro posible papel de las hexosas en la célula seria el de favorecer la
proteccion de las estructuras celulares ya que el potencial hidrico en las raices
esta disminuyendo por efecto del estrés. El aumento en el contenido de almidén
podria derivarse de un abastecimiento aumentado de hexosas y sacarosa a este
tejido y que le permita de manera transitoria almacenar almidén para continuar su

crecimiento.

Actualmente se reconoce que los carbohidratos no soélo son sustratos para el
crecimiento de los tejidos demanda, sino también pueden regular la expresion de
una variedad de genes. Se ha encontrado que la expresion de los genes que
codifican enzimas especificas de tejido demanda como la sacarosa sintetasa, la
sintetasa unida a los granulos de almidén y la invertasa extracelular, se
incrementan ya sea por glucosa o sacarosa (Nguyen-Quoc y Foyer, 2001).
Adicionalmente se ha encontrado que al aumentar la actividad de la invertasa
vacuolar y por tanto llevar a un aumento en el contenido de hexosas, se produce
una co-induccion del transportador de hexosas y de las propias invertasas, hecho
que se ha postulado como necesario para aumentar la toma de hexosas por las
células demandas (Conde et al., 2006, Roitsch et al, 1995, Roitsch, 2004)
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Se ha sugerido, que las hexosas producto de la actividad de las invertasas
favorecen la division celular y la expansion, mientras que la sacarosa favorece la
diferenciacion y maduracion (Koch, 2004). Por lo que es probable que las
invertasas tengan un papel importante en la movilizaciéon de carbono en las raices
durante el estrés hidrico, al aumentar el contenido de hexosas en ese tejido.
Mientras que la sacarosa fosfato sintetasa al incrementar el contenido de sacarosa
en las hojas favoreceria la diferenciacién y maduracion del tejido durante el estrés
hidrico. Sin embargo, hay que reconocer que la afectacion que el estrés hidrico
produce en los contenidos de carbono en ambos tejidos, es seguramente

multifactorial y que nuestra sugerencia es simplista aunque probable.

5.3. El transporte de carbohidratos durante el estrés hidrico y su relacién
con el contenido de carbohidratos.

Los transportadores de carbohidratos son proteinas que pueden ser reguladas por
las concentraciones de sus sustratos, lo anterior ha sido ampliamente
documentado para el transportador de sacarosa y poco en el transportador de
hexosas, aunque las concentraciones de carbohidratos y el tipo modifica la
expresion de manera diferente dependiendo de la isoforma y la especie de planta

que se haya examinado (Delrot et al., 2000; Lalonde et al., 1999).

Durante el estrés hidrico la reduccién en la capacidad de fijacién de CO, y por
tanto en la capacidad del tejido fuente de sintetizar sacarosa o glucosa, podria
alterar los contenidos de las proteinas transportadoras en las membranas
celulares de los diferentes tejidos de la planta. Examinamos el patron de expresion
de los transportadores de sacarosa y hexosas durante el estrés hidrico tanto en
hojas como en las raices y encontramos diferencias en ambos transportadores y

en los dos tejidos examinados.

Hemos considerado como diferente aquellos valores 2 veces distintos en la

expresion de ambos transportadores. Encontramos que el estrés hidrico produjo
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aumentos en el transportador de sacarosa y hexosas en las hojas a los dias 3y 5,
y disminucion en el transportador de sacarosa a los dias 7 y 9, mientras que para
el transportador de hexosas el decremento se presento solo al dia 7 (Figura 32).
En la célula fuente durante el estrés hubo un aumento en la concentracion de
glucosa, sacarosa y fructosa. Sacarosa y glucosa se encuentran altos a los dias 3
y 5 del tratamiento, mientras que fructosa aumenta hasta el dia 7 (Figura 32).
Entonces el aumento en la cantidad del transportador de sacarosa en las hojas
podria ser una respuesta al incremento en el contenido tanto de glucosa como de
sacarosa o por el aumento de solo uno de ellos. La disminucién posterior (dia 7)

de ambos transportadores coincide con el incremento de sacarosa.

— Increment[::
Disminucion
Fructosa —,
Glucosa T— —
Sacarosa .|
Almidén
T hexosas T—
T sacarosa —
3 5 7 9 13
Tiempo de tratamiento (dias)

Figura 32. Efecto del estrés hidrico sobre el reparto de carbohidratos en las
hojas de jitomate. Se resume de manera cualitativa el efecto que tuvo el tratamiento de
estrés hidrico en los dos componentes del reparto de carbohidratos, es decir, el contenido
de carbohidratos y los niveles de sus transportadores. Como se indica la linea negra
representa incremento, la linea gris representa disminucién y la ausencia de linea
representa un valor similar al nivel de cualquiera de los parametros indicados en relacién
al encontrado en las hojas control, sin contar el dia 11 en donde no se determinaron los
niveles de los dos transportadores.
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Existen evidencias a favor de que ambos carbohidratos pueden llevar a un
aumento en la expresidon tanto del transportador de sacarosa como el
transportador de hexosas, por ejemplo la transcripcion del gene para el
transportador de hexosas en células en suspension de uva se incrementa, al
colocar en el cultivo 58 mM de cualquiera de los dos carbohidratos, encontrandose
el nivel maximo de transcrito para el transportador de hexosas a las 24 h de
incubacion con glucosa y a las 48 h de incubacion con sacarosa (Atassanova et
al., 2003). En embriones de arroz incubados con 100 mM de glucosa o sacarosa
se induce el incremento en la transcripcién del gene para el transportador de
sacarosa OsSUT1, a partir de las 72 h, aunque el nivel de expresion es mayor

cuando se incuba con glucosa que con sacarosa (Matsukura et al., 2000).

En nuestro laboratorio, hemos encontrado que la imbibicion del tejido embrionario
de maiz en 100 mM glucosa, es capaz de inducir la transcripcion y traduccion del
unico transportador de sacarosa descrito en esta planta, ZMSUT1, y la sacarosa
no tiene ningun efecto en su expresion al menos a las 24 horas del tratamiento

(Greaves-Fernandez, 2001; Ramirez-Verdejo, 2007).

Un ejemplo en contra de que los transportadores de sacarosa se regulan por
sacarosa in vivo, lo podemos encontrar en las mutantes de Arabidopsis thaliana
que no expresan al transportador tipo 2 de sacarosa en las membranas
plasmaticas de las hojas. Las plantas mutantes experimentan cambios importantes
tanto en el contenido de sacarosa como en la expresion de genes involucrados en
el metabolismo de carbono y en el metabolismo secundario. En esta mutante se
incrementa la concentracion de sacarosa, disminuye la expresion de la
sedoheptulosa 1,7 bifosfatasa, enzima clave en el ciclo de Calvin para la
produccion de hexosas, disminuyen también la UDPG pirofosforilasa, la fructosa
1,6 bifosfatasa, el translocador de triosas fosfato y aumenta la expresion de la
sacarosa fosfato sintetasa y también la de la sacarosa sintetasa, llevando a una
disminucién en el contenido de almiddn, sin embargo las otras isoformas de los

transportadores de sacarosa presentes en las hojas no cambian, aun cuando el
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contenido de carbohidratos y el metabolismo del tejido fuente se haya modificado
(Lloyd y Zakhleniuk, 2004).

La modulacion de la expresion de los transportadores de sacarosa por
carbohidratos, que se han reportado en haba (VFSUT1; Weber et al., 1997) y en
betabel (BvSUT1; Chiou y Bush, 1998; Vaughn et al., 2002), muestran un efecto
supresor. VISUT1 se expresa en el embrion en desarrollo de las semillas de haba
y su nivel de transcrito disminuye por el tratamiento con una concentracion alta de
sacarosa o0 glucosa (150mM) y también a concentraciones bajas de ambos
carbohidratos (10mM). Mientras que BvSUT1 principalmente se expresa en la hoja
madura de betabel y se reprime con la imbibicion del tejido en 100mM de

Sacarosa, pero no por glucosa.

Es dificil dar una explicacion inequivoca sobre la regulacion de los transportadores
de carbohidratos, ya que en la literatura se encuentran evidencias de que la
regulacion de la transcripcion de los transportadores por carbohidratos puede ser
insensible, reprimida o estimulada. Algunas de las causas podrian ser la existencia
de multiples isoformas para los transportadores en las membranas de plantas,
cada una con una funcién particular en cada estadio del desarrollo y
probablemente en cada érgano de la planta. El contenido de sacarosa en la hoja,
en el apoplasto y en el floema puede también estar continuamente cambiando y

esto llevar a variaciones en los niveles de los transportadores.

Adicionalmente, no se debe descartar que ademas de una regulacion
transcripcional, puede ocurrir la modificacién post-traduccional. Por ejemplo, la
localizacion del transportador de sacarosa en los elementos amorfos de la savia,
células sin nucleo, involucra la transferencia de los transcritos para el
transportador a través de los plasmodesmata, los que conectan a la célula
acompanante con las células del elemento amorfo de la savia (Kihn et al., 1997).
Ademas, se ha planteado la posibilidad de la regulacidon covalente de la proteina,

ya sea por fosforilaciéon (Roblin et al., 1998; Vaughn et al., 2002) o bien por las
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variaciones en el indice de aminoacidos en la forma de sulfuro o formando

puentes disulfuro (Delrot et al., 2001).

Por lo anterior, es dificil establecer la exacta causal de las variaciones en los
niveles de transportadores. Reconocemos que aun cuando encontramos que el
estrés hidrico produce cambios en la expresion de los transportadores de hexosas
y sacarosa en las hojas, los niveles de una proteina durante el estrés pueden estar
regulados por un cambio general en el metabolismo de carbono (carbohidratos y
aminoacidos), y en las pozas de compuestos de alta energia como el ATP, y estos
podrian ocasionar cambios en la transcripcidon de muchos genes y producir una
modificacion generalizada y no especifica de la expresion de cualquiera de los dos
transportadores. Sin embargo, la posibilidad de que los carbohidratos regulen a

ambos transportadores in vivo es plausible.
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m (ncremento

Disminucion
Fructosa e EE—
Glucosa e EE—
Sacarosa E— E—
Almidén T —
T hexosas — —
T sacarosa r— —
3 5 T 9 13

Tiempao de tratamiento {dias)

Figura 33. Efecto del estrés hidrico sobre el reparto de carbohidratos en las
raices de jitomate. Se resume de manera cualitativa el efecto que tuvo el tratamiento
de estrés hidrico en las raices en el contenido de carbohidratos y los niveles de sus
transportadores. Como se indica la linea negra representa incremento, la linea gris
representa disminucion y la ausencia de linea representa un valor similar en el nivel de
cualquiera de los parametros indicados en relacion al encontrado en las hojas control, sin
contar el dia 11 en donde no se determinaron los niveles de los dos transportadores.

En las raices el panorama es similar, el estrés hidrico produjo un aumento en los
niveles de ambos transportadores de carbohidratos a los dias 3, 5 y 13 dias,
aunque el incremento fue mayor para el transportador de sacarosa que para el de
hexosas. Ademas, se encontré una disminuciéon entre 10-14 veces en ambos

transportadores a los 7 dias del estrés.

Si comparamos los cambios en los niveles de transportadores con las alteraciones
en los contenidos de los carbohidratos, encontramos que coincide que cuando hay
aumento en el contenido de glucosa y sacarosa, hay aumento en los niveles de

ambos transportadores, dias 3, 5 y 13 (Figura 33). Y cuando sélo se presenta el
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aumento en sacarosa hay una disminucidn en los niveles de ambos

transportadores al dia 7 y en menor grado en el dia 9.

Asi tanto en hojas como en raices encontramos que existe incremento en la
expresion del transportador cuando han aumentado en conjunto glucosa y
sacarosa (dias 3 y 5), mientras que hay una reduccién cuando soélo sacarosa se
encuentra presente (dia 7). Para apoyar el efecto en la modificacién de la
expresion de ambos transportadores por carbohidratos necesitamos mas
evidencias, como es la exposicion de las raices o las hojas aisladas a
concentraciones diferentes de sacarosa y glucosa, en mezcla o separados, y
determinar si en sus membranas se presentan mas transportadores de sacarosa o

hexosas, ya sea determinando el nivel de transcritos o de la proteina.

Para confirmar los resultados obtenidos también seria deseable detectar a los
transportadores de carbohidratos no s6lo en extractos membranales de raices de
plantas sino también en las diferentes zonas de la raiz, mediante improntas del
tejido o mediante inmunohistoquimica, esto apoyaria a que el tejido ha cambiado
su perfil temporal y tejido especifico de expresion del transportador, para

adaptarse al crecimiento acelerado de las raices secundarias.

Adicionalmente, se hace necesario detectar los niveles de RNAm para los
transportadores de sacarosa y hexosas, para confirmar o descartar mediante otra
técnica de que realmente existe la regulacion de la expresidon de los
transportadores en las raices y en las hojas de plantas sometidas a estrés hidrico.
Una multitud de transportadores de carbohidratos presentan localizaciéon en una
misma membrana celular, en el caso del transportador de hexosas de jitomate se
han reportado tres y dos de ellos se expresan exclusivamente en la raiz, LeHT1y
LHT3 (Gear et al., 2000), mientras que para el transportador de sacarosa solo se
ha encontrado a LeSUT1 en las raices de jitomate (Lalonde et al.,, 2004), estos

serian los candidatos a buscar, para determinar los cambios de expresién de los
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RNAm para los transportadores de carbohidratos en las membranas plasmaticas
de plantas sometidas a estrés hidrico.
Al realizar otros experimentos que involucren el estrés hidrico se pueden
considerar tiempos mas prolongados en el tratamiento del estrés o un cambio en
la intensidad del mismo, y determinar si la tendencia de que hay una modificacién
en el contenido de glucosa o sacarosa, se refleja en un cambio en el contenido del

transportador.

El estrés hidrico modifica la expresion de los transportadores de carbohidratos
tanto en hojas y raices, una de las posibilidades es que sea en respuesta a la
alteracion que se encontré en los contenidos de carbohidratos, sin embargo es
necesario como ya se describio realizar un analisis cuidadoso de que

efectivamente son los carbohidratos los que estan participando en esta regulacion.
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6. Conclusiones

1. El estrés hidrico produce un incremento de sacarosa desde el dia 3 hasta el
dia 13 del tratamiento de estrés. La fructosa aumentd a partir del dia 7 y se
mantuvo hasta el dia 13, mientras que la sacarosa aumento a los dias 3, 5,
11 y 13. Al contrario del almidén que disminuyo en las hojas sometidas al
tratamiento de estrés desde el dia 3 hasta el 13.

2. En las raices de las plantas que fueron sometidas a estrés acumularon
glucosa, fructosa y almidon a todos los tiempos del tratamiento. Mientras
que la sacarosa se incremento a los dias 3, 5, 11y 13.

3. Aumento el contenido del transportador de hexosas y del transportador de
sacarosas en las hojas de las plantas sometidas a estrés hidrico, en los
tiempos iniciales del tratamiento, 3 y 5 dias. Decremento al dia 7 en ambos
transportadores. Disminucion del transportador de sacarosa al dia 9.

4. En las raices aumento el contenido de ambos transportadores a los dias 3,
5y 9, mientras que disminuyeron al dia 7. S6lo se mantuvo bajo el nivel del
transportador de sacarosa al dia 9.

5. El reparto de carbohidratos entendido como el contenido de carbohidratos y
los niveles de transportador si se modificaron por efecto del estrés hidrico.

6. La causal de cambio del contenido de transportadores no es unica. Pero
observamos que el aumento de glucosa y sacarosa coincide con el
aumento en ambos transportadores de carbohidratos y el aumento de solo
sacarosa, coincide con un decremento en ambos transportadores de

carbohidratos en los dos tejidos examinados.
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