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RESUMEN

El maiz, como la mayoria de los cultivos de importancia econdmica se encuentra
expuesto a las condiciones cambiantes del ambiente. Gran parte de la problematica
del cultivo es la falta de agua, debido a que el 51% de su produccion depende de
las lluvias de temporal. En este trabajo proponemos una alternativa para mitigar los
efectos negativos del estrés por sequia en Z. mays, mediante el uso de Naganishia
sp., un microorganismo promotor del crecimiento vegetal, para la preparacion
fisiologica de la planta (“priming”). El “priming” o cebado con Naganishia sp. ayuda
a las plantas a responder mejor a la condicion de estrés por sequia, a través de la
activacidn de mecanismos de respuesta al estrés como es la autofagia. La autofagia
consiste en el reciclaje y degradacion de componentes celulares danados y toxicos
que resultan de la condicion de estresante, y para la cual juega un papel importante
tanto a nivel celular como a nivel de planta completa en la tolerancia al estrés por

sequia.
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en condiciones de crecimiento control y en estrés por sequia, para las
plantas inoculadas y no inoculadas (Experimento 1),

Figura 11. Mediciones de intercambio de gases con el LI-COR 6400 a
los 14 dias de edad (previo al estrés) en la 2da y 4ta hoja (fuente y
vertedero) de plantulas inoculadas y no inoculadas con Naganishia sp.
(Experimento 2),

Figura 12. Registro fotografico del fenotipo de las plantas de Z. mays
durante el curso del tiempo del experimento (Experimento 2),

Figura 13. Determinacién de la biomasa de plantulas de Z. mays, en
condiciones de crecimiento control, para las plantas inoculadas y no
inoculadas (Experimento 2),

Figura 14. Registro fotografico del fenotipo de las plantas de Z. mays
durante el curso del tiempo del experimento (Experimento 3),

Figura 15. Mediciones de intercambio de gases con el LI-COR 6400 a
los 14 dias de edad (previo al estrés) en la 4ta hoja (vertedero) de
plantulas inoculadas y no inoculadas con Naganishia sp. en condicidon
control y de estrés por sequia (Experimento 3),

Figura 16. Mediciones de intercambio de gases con el LI-COR 6400 a
los 28 dias de edad (7d de recuperacion después del estrés) en la 4ta
hoja (vertedero) de plantulas inoculadas y no inoculadas con Naganishia
sp. en condicion control y de estrés por sequia (Experimento 3),

Figura 17. Determinacién de la biomasa de plantulas de Z. mays, en
condiciones de crecimiento control, para las plantas inoculadas y no
inoculadas (Experimento 3),
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1. INTRODUCCION

El maiz (Zea mays) es un cultivo representativo de México por su gran importancia
econdmica, social y cultural. En México, el cultivo de maiz se divide en maiz blanco
y maiz amarillo, dentro de las cuales, la produccion de maiz blanco se cubre en su
totalidad por productores nacionales, mientras que para el abasto nacional de maiz
amarillo solo se cubre el 23.95% de la demanda nacional. El cultivo de maiz requiere
una temperatura Optima de crecimiento de 18 a 24°C y una precipitacién anual de
700 a 1,300 mm (SIAP, 2017). El maiz, como la mayoria de los cultivos de
importancia econdmica se encuentra expuesto a las condiciones cambiantes del
ambiente, y a pesar de que las plantas de Zea mays (Z. mays) son cultivos de
ambientes diversos en altitud y clima (CONABIO, 2011), y que gran parte del
territorio nacional es propicio para la produccion de grano de maiz, esto no las
excluye de sufrir estrés por sequia. Gran parte de la problematica de la produccién
de maiz se debe a la falta de agua. La produccion de maiz depende en un 51.01%
de las lluvias de temporal, mientras que solo el 3.55% de la produccién es por
modalidad de riego de gravedad, el 0.19% de riego por bombeo y 45.25% de otro
tipo de riego (SIAP, 2017). Por consiguiente, la busqueda de alternativas para
mitigar los efectos de la sequia en el desarrollo y produccién de las plantas de cultivo

se vuelve necesario.

En la busqueda de alternativas para mitigar las condiciones de estrés por sequia,
se ha implementado el uso de microorganismos benéficos como cebadores 6
“priming”, que preparan fisiolégicamente a las plantas y les ayudan a responder
mejor a la condicidén de estrés (Conrath et al., 2006). La preparacion fisioldgica o
proteccion cruzada, se da a través de la biomodulacidon o activacion de procesos
celulares de respuesta (vias de senalizacion comunes a diferentes tipos de estrés),
previo a la situacion de estrés y posterior al estrés, por lo que pueden conferir
tolerancia para reducir el impacto negativo en el rendimiento de los cultivos (Schulz
et al., 1999; Vargas et al., 2014).



La cepa de Naganishia sp., utilizada en este trabajo, es una levadura psicrotolerante
y rizosférica, cuyos efectos de promocion del crecimiento incluyen un aumento la
tasa de la germinacién, y del crecimiento en etapas de desarrollo iniciales de

Solanum lycopersicum (Tapia, 2020).

La autofagia es un proceso catabodlico que contribuye en la supervivencia de las
plantas bajo condiciones de estrés abidtico. La autofagia es un mecanismo de
reciclaje de nutrientes, y de degradacion de componentes celulares dafiados bajo
diferentes tipos de estrés: la salinidad, la sequia, el estrés por frio, el estrés
oxidativo, entre otros (Vierstra, 2012; Liu y Bassham, 2012; Tsugane, 1999; Sharma
et al., 2007; An et al., 2012; Signorelli et al., 2019). A la fecha, se ha demostrado la
importancia de la autofagia para la supervivencia de plantas de interés agricola,
especificamente bajo condiciones de estrés por sequia, como es el caso de
manzana (Wang et al., 2017), tomate (Sun et al., 2018), mijo (Li et al., 2015), y
cebada (Zeng et al., 2017).

Por lo anterior, consideramos relevante el estudiar si el “priming” con Naganisha sp.
mejora las condiciones de desarrollo y/o la respuesta al estrés de plantulas de maiz,
ademas de determinar si el “priming” se relaciona con la induccién de la autofagia y

en conjunto se mejora la respuesta de las plantulas al estrés por sequia.



2. ANTECEDENTES

2.1 Zea mays como organismo de estudio

El maiz es uno de los cultivos vegetales de mayor importancia en México ya que
tiene relevancia social, cultural y econémica. El consumo de maiz per capita es de
196 kg al afio (SIAP, 2017). Sin embargo, debido a las condiciones de cambio
climatico, el estrés por sequia ha afectado el rendimiento de este cultivo. Esta
afectacion se puede dar desde establecimiento de la plantula (en edades
tempranas) hasta el llenado del grano. Por lo que para asegurar la produccion de
maiz de temporal se ha incentivado el uso de métodos transgénicos para mejorar la
variacion genética a través del desarrollo de hibridos de maiz con mayor tolerancia
a la sequia y resistencia a plagas (Fischer et al., 2014). Ademas, se han iniciado
trabajos en epigenética en el acondicionamiento de las variedades de maiz para
abordar las limitaciones de la produccion de maiz, como la sequia y el calor (Hu et
al., 2015). Sin embargo, actualmente la tecnologia de reproduccion convencional y
transgénica requieren mucho tiempo y mano de obra. Por lo que, el uso de
microorganismos como una tecnologia alternativa para mejorar la tolerancia a la

sequia emerge como una posible solucion a la falta de agua (Ahmad et al., 2016).

2.2 Estrés por sequia

La sequia es un tipo de estrés abidtico muy importantes, debido a que tiene un
impacto negativo a diferentes niveles; puede paralizar la produccién de alimentos,

agotar ambientes naturales y perturbar los mercados (FAO, 2019).

La sequia que se define como: la alteracion en las precipitaciones pluviales por un
periodo prolongado de tiempo, en relacion con la media anual de precipitacion
(NOAA, 2019). La sequia en la condicion ambiental actual es una de las principales

causas de estrés en los cultivos, generando pérdidas econdmicas a nivel mundial.

Los efectos de la sequia en las plantas dan como resultado estrés hidrico y

osmotico, inhibicion del crecimiento y cambios a nivel metabdlico. A nivel celular, el
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suministro limitado de agua incrementa la produccion de especies reactivas de
oxigeno danando particularmente: cloroplastos, mitocondrias y peroxisomas (Stone
et al., 2000; Rodriguez et al., 2004). Adicionalmente, como resultado del estrés por
sequia, las proteinas celulares sufren dafo y se acumulan en la célula, ocasionando
la alteracion de la homeostasis celular. Estas proteinas se vuelven téxicas y se hace
necesaria la activaciéon de los sistemas de degradacion para su desintoxicacion
(Vembar & Brodsky, 2008; Kamauchi et al., 2005). Usualmente, las proteinas mal
plegadas son degradadas por proteasoma, sin embargo, cuando la cantidad excede
se hace uso de otros sistemas de degradacién (Nakajima & Suzuki, 2013), por
ejemplo, la autofagia.

Por esta razén se vuelve importante la busqueda de microorganismos como una
alternativa ecoldgica que puede aumentar la eficiencia del uso del agua en los

cultivos, asi como inducir respuesta de los cultivos a la condicion de estrés.

2.3 El uso de microorganismos benéficos para plantas cultivadas

Comunmente las plantas se han considerado organismos autonomos, cuyo
rendimiento se ha explicado a nivel gendmico y celular. Sin embargo, las plantas no
se encuentran aisladas ya que proporcionan un nicho ecoldgico unico para la
microbiota en su entorno. Dentro de esta microbiota se encuentran microorganismos
con los que las plantas pueden mantener una relacion mutualista, adquiriendo
multiples beneficios, como una mayor eficiencia fotosintética, un mejor uso de
nutrientes, agua y tolerancia al estrés abidtico y bidtico (Barrow et al., 2008). La
importancia de la microbiota radica en su uso potencial para favorecer que las
plantas sean mas tolerantes a los estreses abiodticos y promover su crecimiento bajo

estas condiciones.

A la proteccién cruzada contra diferentes estreses (ya sea de tipo biotico 6 abidtico),
resultado de la inoculacion con microorganismos, se le conoce como “priming” y se
da gracias a la activacion de vias de sefalizacion comunes en plantas, por ejemplo,

la produccion de especies reactivas de oxigeno, y ésta a su vez va desencadenando
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otras sefiales. El “priming” (preparacion la planta), es decir, el pretratamiento de la
planta, le confiere una ventaja de respuesta ante otra condicidén de estrés diferente,
debido a que algunas respuestas ya estan “encendidas” y facilita las respuestas rio

abajo.

Hasta el momento estda bien documentado que algunos microorganismos
inoculados en la rizésfera pueden tener efectos benéficos en plantas cultivadas,
como es el caso de bacterias del género Burkholderia. La inoculacion con
Burkholderia phytofirmans estimula el crecimiento de la vid y mejora su capacidad
para resistir el estrés por frio (Ait Barka et al., 2006). Asimismo, las plantas de
Capsicum annuum inoculadas con Arthrobacter sp. y Bacillus sp. toleran la
exposicion de hasta un 45 % de polietilenglicol, lo que indica que estos
microorganismos del suelo favorecen la tolerancia al estrés osmotico (Sziderics et
al., 2007).

Los microorganismos rizosféricos también mejoran la agregacion del suelo,
mejorando la disponibilidad de agua para las plantas durante los periodos secos
(Sandhya et al., 2009), e induciendo en éstas la sintesis de proteinas de choque
térmico y osmorreguladores como prolina y glicina betaina, que ayudan al
mantenimiento de la integridad de la membrana celular (Bano y Fatima 2009).

Al igual que las bacterias, organismos eucariotas como las levaduras también
poseen la capacidad de promover el crecimiento. Un ejemplo es Candida tropicalis
que produce acido indol acético (IAA), solubiliza fosfato, tiene actividad enzima
desaminasa del acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC desaminasa),
poliamidas y produce fitasa lo que genera un aumento en la biomasa radicular
(Amprayn et al., 2012).

Recientemente se aislé una cepa de levadura psicrotolerante identificada como
Naganishia sp. del volcan Xinantécatl, Nevado de Toluca, la cual se encontraba en
la rizésfera de una planta aislada en la zona (Tesis de Doctorado, Tapia, 2020). A
través del estudio de esta cepa en condiciones in vitro, se demostré que tiene un
efecto positivo sobre la germinacion de semillas de Solanum lycopersicum a 22 °C,

aumentando la tasa de germinacion y la velocidad de crecimiento de la radicula, en
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comparacion con semillas control sin inocular. Esta cepa al igual que otros
organismos descritos como promotores del crecimiento, presenta actividad de
enzimas celuloliticas carboximetilcelulosa (CMCasas), xilanasas y produccion de
IAA cuando crece a 15°C (Tapia, 2020).

2.4 El género Naganishia y su importancia

Hasta la fecha han sido pocas las especies del género Naganishia descritas. Los
microorgamismos que pertenecen a este género poseen notables adaptaciones al
medio ambiente, como es la capacidad de crecer en condiciones fluctuantes de
temperatura, ciclos de congelacién y descongelacion, bajos niveles de pH,
resistencia a dosis altas de radiacion UV, la capacidad de crecer a temperaturas por
debajo de 0°C y en ambientes con alturas superiores a los 6000 msnm (Schmidt et
al., 2017).

En la naturaleza Naganishia se encuentra formando parte de la diversidad de
comunidades fungicas encontradas en salmueras hipersalinas (Borruso et al.,

2018), y se ha aislado de suelos de la Antartida (Baeza et al., 2017).

Asimismo, algunos representantes del género Naganishia como N. liquefaciens
forman parte de la microbiota del néctar en plantas de Piscidia piscipula (Canto et
al., 2017). Actualmente se ha descrito que cepas de Naganishia adeliensis que
sintetizan un perfil variable de acidos grasos, como triacilgliceroles ricos en acidos
grasos monoinsaturados y poliinsaturados en dependencia de la temperatura, como
de las diferentes fuentes de carbono a 20° y 25°C (Filippucci et al., 2016). De
acuerdo con los antecedentes mostrados, resulta interesante determinar el papel
que puede tener Naganishia sp. en la promocién de crecimiento en distintas

especies vegetales (Tapia et al., 2019).

El uso de Naganishia sp. podria tener ventaja con respecto a otras especies debido
a su capacidad para sobrevivir en ambientes hostiles y de inducir respuestas
fisiologicas en la planta para desencadenar respuestas para la proteccion al estrés
abidtico.
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En este trabajo se plantea el uso de Naganishia sp. como “priming” en plantas de
Z. mays, con la finalidad de conferir resistencia a la condicion de estrés por sequia
mediante la activacién de la autofagia. Siendo la autofagia un proceso de suma
importancia para la supervivencia de la planta, a través del mantenimiento de la
homeostasis celular al remover componentes dafiados que son toxicos para la

célula y la planta completa (Xiong et al.,2007).

2.5 El mecanismo de autofagia

Las células poseen enzimas para descomponer una variedad de macromoléculas
que son importantes para el reciclaje de nutrientes y la eliminacién de moléculas
toxicas y dafadas. El reciclaje intracelular es esencial para el adecuado control de
los eventos celulares, ya que se eliminan los desechos celulares y se reponen los
nutrientes esenciales necesarios para el crecimiento (Dikic, 2017 y Masclaux-
Daubresse et al., 2017). Para evitar la degradacion inespecifica, las actividades
catabdlicas en células eucariotas estan estrechamente reguladas y aisladas en
complejos proteicos especializados como el proteasoma y a través de organulos
liticos como en la autofagia (Kang et al., 2018).

La autofagia o el "comerse a si mismo", es un proceso catabdlico que ayuda a las
células a mantener la proteostasis al degradar las proteinas citoplasmicas y
organulos disfuncionales (Chapin et al., 2015).

La autofagia se divide en dos tipos: la microautofagia y la macroautofagia, la primera
se da por la invaginacion del tonoplasto que envuelve porciones del citoplasma en
cuerpos autofagicos al interior de la vacuola. La caracteristica unica de la
macroautofagia (a la cual nos referiremos como autofagia) es la formacion de
autofagosomas: que son vesiculas de doble membrana que se forman de novo para
encapsular porciones del citoplasma, organulos dafiados o proteinas mal plegadas,
que se transportan a la vacuola en donde las hidrolasas degradan la membrana
interna de autofagosoma con la carga citoplasmatica. Las macromoléculas

resultantes de esta degradacidon se exportan al citoplasma a través de permeasas
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para su reciclamiento en procesos biosintéticos y para la generacion de energia. La
autofagia esencialmente es un proceso de remodelamiento y mantenimiento celular

basico en una situacion de estrés (Marshall y Vierstra, 2018).

La autofagia inicia con el ensamblaje del fagoforo que es una membrana envolvente

que se origina del reticulo endoplasmico. El fagéforo secuestra componentes
citosolicos y luego se cierra para formar el autofagosoma de doble membrana
(Marshall & Vierstra, 2018). Este proceso de degradacion que puede ser selectivo,
al degradar complejos de proteinas como ribosomas, proteasomas y agregados de
proteinas insolubles téxicos para la célula, o no selectivo, degradando contenido
citoplasmatico en masa para la movilizacion de nutrientes durante condiciones de
inanicion (ver figura 1) (Hillwig et al., 2011; Marshall et al., 2015). Las proteinas ATG
que son las encargadas de llevar a cabo el proceso autofagico (autophagy related),
responden a sefales internas y externas (Li & Vierstra, 2012; Liu & Bassham, 2012;
Feng et al., 2015).

Las proteinas ATG se clasifican tipicamente en 5 grupos jerarquicos de acuerdo a
las funciones del complejo al que pertenecen (ver figura 2) y cuyos nombres se
basan en la nomenclatura de levadura (Kang et al., 2018). El complejo ATG1 cinasa
que responde al estatus nutricional regulado por TOR y SNRK1, dos complejos
transmembranales ATG9 y ATG2/ATG18 que ayudan a elongar la membrana del
fagoforo a través del reclutamiento de lipidos, el complejo fosfatidilinositol cinasa
conformado por ATG6/VPS34/ATG14/VPS15 que promueven la nucleacion de
vesiculas, y el sistema de conjugacion ATG8/ATG12 que envuelve la carga,
expande y cierra las vesiculas y posteriormente ayuda en la fusion de los
autofagosomas con el tonoplasto de la vacuola. La estructura pre-autofagosomal
(PAS), que es el sitio de iniciacidon de la autofagia y expansion del fagéforo, se
genera mediante la formacion de complejos jerarquicos de proteinas ATG.
Posteriormente, cuando los autofagosomas estan maduros se fusionan con el
tonoplasto para liberar la vesicula interna (cuerpo autofagico) a la luz vacuolar,
donde su carga es degradada por las hidrolasas vacuolares. Los productos de la

digestién se almacenan en la vacuola o se transportan al citosol para su reutilizacion
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(ver figura 1) (Xie & Klionsky, 2007; Nakatogawa et al., 2009; Liu & Bassham, 2012;
Marshall & Vierstra, 2018).
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Figura 1. Etapas del proceso de microautofagia y macroautofagia en plantas. Abreviaturas dentro
de laimagen: A, agregados de proteinas; C, cloroplasto; M, mitocondria; P, peroxisoma; VP, proteina
vacuolar (Tomada de Marshall y Vierstra, 2018).
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Figura 2. Principales proteinas ATG conservadas entre levaduras, animales y plantas. Cinco grupos
de proteinas ATG se distinguen por colores: el complejo ATG1 cinasa (azul), el complejo PI3K
(verde), ATG9 (naranja), el complejo ATG2-ATG18 (morado) y sistema de conjugacion ATG8/12
(amarillo) (Modificada de Kang et al., 2018).

2.6 Marcadores para el estudio de la autofagia

La proteina ATG8-PE es el marcador caracteristico de la autofagia. De todas las
proteinas que participan en la autofagia ATG8-PE es la unica que se asocia
especificamente con la membrana interna del autofagosoma (Klionsky et al., 2012).

Para monitorear este proceso se observa la conversion de la forma ATGS citosolica
(ATGS libre) a ATG8-PE (ATGS lipidada) mediante western blot. El peso molecular
de ATGS8-PE es mayor que ATG8 de aproximadamente 13.6 kDa. La cantidad de
ATGS8-PE correlaciona claramente con el numero de autofagosomas y por
consiguiente, un aumento en la relacién entre la ATG8-PE y la ATGS8 indica un
incremento de la autofagia en un momento dado (Slobodkin y Elazar, 2013). De la
misma manera se puede hacer uso de tinciones para la localizacion de
autofagosomas, por ejemplo, la tincion de rojo neutro que tiie compartimentos

acidos, la cual es una caracteristica de los autofagosomas.
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2.7 Los miembros ATG en Zea mays

Recientemente Li y colaboradores (2015) describieron que Z. mays contiene 18
miembros ATG de los cuales Atg2, Atg3, Atgb, Atg7, Atg9, Atg10, Atg12, Atg16L,
Atg101, ZmPI3K y Vps34 son genes unicos, mientras que Atg1, Atg4, Atgb Atgs,
Atg11, Atg13, Atg15 y Atg18 pertenecen a familias génicas, esto ultimo indica que
podria existir redundancia o subfuncionalizacion. En total, los genes ATG de Z
mays codifican para 43 proteinas ATG (ver tabla 1), que se expresan ubicuamente
y que se sobrerregulan en la senescencia, durante la descomposicion y el reciclaje;
en condiciones de inanicion, en la formacion del endospermo durante el desarrollo
de la semilla, durante la maduracién y muerte de este, lo que indica la importancia
de la autofagia en relacion con la productividad de Z. mays. El estudio de la
autofagia en la mutante de atg12, muestra la presencia de defectos en la expansion
del fagoéforo, perfiles proteicos alterados en las hojas y ademas la removilizacion de
nitrogeno a la infrutescencia se altera (Li et al., 2015).
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Tabla 1. Los genes de autofagia de Z. mays homologos, Arabidopsis y levadura (Li

et al., 2015). En verde se indican los genes ATG que pertenecen a familias génicas,

en amarillo genes unicos.

Proteinas Complejo al que Etapa de la autofagia en la que
ERIES Al ATG pertenecen participan
ZmATG1 ZmATG1a-c | Complejo ATG1 cinasa | Iniciacion y Nucleacion
ZMATG1t Funcion desconocida
Complejo . .
ZmATG2 ZmATG2 ATGOY/ATG2/ATG18 Nucleacion de la vesicula
ZmATG3 | ZmATG3 | 1298 cOnugacion | Eiongacion: Expansion del fagsforo
Via de conjugacién . L .
ZmATG4 ZmAtgda-b | ATGS Elongacion: Expansion del fagéforo
ZmATG5 | ZmATGS5 XITaGdse conjugacion | g1 gacion: Expansion del fagoforo
ZmATG6 CaATG6a-b | Complejo cinasa PI3K | Nucleacion de la vesicula
ZmATG7 ZmATG7 Xll?GdSe conjugacion Elongacion: Expansion del fagoforo
Via de coniuaacion Elongacion, reclutamiento del cargo,
ZmATGS8 ZmATG8a-e U9 maduracion y fusion con el
ATGS8
tonoplasto
Complejo Entrega de la membrana y
ZmATGI | ZmATGY | \1Go/ATG2/ATG18 | Nucleacion de la vesicula
ZmATG10 | ZmATG10 XITaGdse conjugacion Elongacion: Expansién del fagéforo
ZmATG11 |ZmATG11a-b| Complejo ATG1 cinasa | Iniciacion
ZmATG12 | ZmATG12 XITaGdse conjugacion Elongacion: Expansién del fagéforo
ZMmATG13 | ZmATG13a-f | Complejo ATG1 cinasa | Iniciacion
ZmATG16L | ZmATG16L XITaGdse conjugacion | gy, nacion: Expansion del fagoforo
. | Complejo ., ,
ZmATG18 | ZmATG18a ATGO/ATG2/ATG18 Nucleacion de la vesicula
ZmVPS15 | CaVPS15a-b | Complejo cinasa PI3K | Nucleacion de la vesicula
ZmVPS34 CaVvPS34 Xll?GdSe conjugacion Nucleacion de la vesicula
ZmATG101 | ZmATG101 | Complejo ATG1 cinasa | Iniciacion
ZmPI3K ZmPI3K | Complejo cinasa PISK | Nucleacién de la vesicula
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2.8 La autofagia y la productividad de los cultivos de interés agricola bajo
condiciones de sequia

Con base en los estudios realizados en Arabidopsis se demostro la relevancia de la
autofagia tanto en el desarrollo de la planta como en respuesta a condiciones de
estrés biotico y abidtico, factores que impactan directamente sobre el rendimiento
de los cultivos. Las condiciones de estrés ambiental como la sequia generan daino
oxidativo, estrés osmotico e hidrico. En consecuencia, el crecimiento celular
decrece, lo que lleva a la célula a conservar o movilizar sus reservas para lidiar con
el agente estresante e inducir diferentes respuestas al estrés para la supervivencia.
Un proceso importante dentro de estas respuestas es la autofagia, que apoya la
supervivencia de la célula a través de la eliminacion de estructuras celulares
dafiadas o potencialmente peligrosas y liberando los productos degradados, como
nutrientes que pueden ser reutilizados por la célula o exportados para su uso en
otras células (Scott, 2004; Neufeld, 2012). La importancia de la autofagia para el
metabolismo de las plantas y el balance energético, relaciona a este proceso con el
rendimiento de los cultivos, especialmente en condiciones subdptimas (Marshall y
Vierstra, 2018). Recientemente se describié que en manzana (Malus domestica) la
sobreexpresion de MdATG3 permitio la tolerancia a multiples tipos de estrés
abidtico, incluyendo el hidrico, a nivel celular y en toda la planta (Wang et al., 2017).

Por otro lado, Li y colaboradores (2015) demostraron que la sobreexpresion de
SIATG8a de Setaria italica en Arabidopsis, confirié tolerancia al estrés por sequia,
disminuyendo el contenido proteico de las plantas sobreexpresoras comparadas
con el tipo silvestre, lo cual indica que gracias a la autofagia hay una degradacion
proteica eficiente. Adicionalmente, la tasa de supervivencia en las sobreexpresoras
de SIATGS8a se incrementd, asi también el contenido de clorofila y de prolina.
También mostré menor contenido de malondialdehido, lo que refleja un menor
contenido de lipidos oxidados. Este estudio resulta de suma importancia debido a
que demuestra que la sobreexpresion de un gen relacionado con la autofagia puede

mejorar la resistencia a la sequia (Li et al., 2015).

20



Otro ejemplo del efecto positivo en la resistencia al estrés como consecuencia de
sobreexpresar genes ATG, se observd en plantas transgénicas de tomate que
portan el gen de Malus domestica MdATG18a, aumentando notablemente su
tolerancia a la sequia. También se incrementé la tasa de fotosintesis y la capacidad
antioxidante cuando se compararon con las de tipo silvestre. Por otra parte, el
porcentaje de proteina insoluble en proporcién a la proteina total fue menor, asi
como el contenido de proteinas oxidadas en la linea sobreexpresora. Estas
caracteristicas se atribuyeron a un mayor numero autofagosomas en la linea
sobreexpresora, que se tradujo en una mayor degradacion de proteinas oxidadas y
al alivio del estrés oxidativo (Sun et al., 2018).

Del mismo modo se demostro que diferentes genes de autofagia se sobrerregulan
en respuesta a la condicion de estrés hidrico por sequia, como es el caso de
MdATG3a y MdATG3b de Malus domestica (Wang et al., 2017). Otro ejemplo
importante es HYATG6 de cebada que se induce en respuesta a estrés por sequia
con su maxima expresion a las 8 horas de tratamiento con PEG al 20% (Zeng et al.,
2017).

Por lo anterior, podemos sugerir que la autofagia participa de manera importante en
la proteccion de células de la planta ante el estrés por sequia, mediante la
degradacion de productos oxidados, ya que sin esta respuesta las plantas son
incapaces de sobrevivir a dicho estreés.
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3. JUSTIFICACION

Uno de los principales problemas que afectan a la agricultura son las condiciones
climaticas cambiantes, las cuales disminuyen el rendimiento de los cultivos
generando pérdidas economicas para los agricultores. De las constantes
fluctuaciones en la precipitacion pluvial y su efecto en la agricultura surge nuestro
interés de establecer estrategias que amortiguen el impacto de la sequia en los
cultivos de interés econdmico, especificamente en Z. mays. Para contrarrestar los
efectos adversos, se propone la preparacion o cebado (“priming”) de las plantas
para que puedan responder mejor al estrés hidrico a través de inducir procesos
metabalicos relacionados a la respuesta al estrés. En este trabajo se propone el uso
de Naganishia sp. como un pretratamiento para activar el proceso de autofagia,
como un sistema catabolico que protege a la planta de diferentes tipos de estrés y
asi mejorar la tolerancia al estrés por sequia en el cultivo de Z. mays. Nuestra
investigacion puede impactar en futuras alternativas biotecnoldgicas para este

cultivo tan importante en nuestro pais.
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4. HIPOTESIS

Naganishia sp. inducira la autofagia la cual brindara proteccion a Z. mays en
condicion de estrés por sequia.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Determinar si Naganishia sp. induce la autofagia en Zea mays provocando cambios

en el crecimiento y proteccion al estrés por sequia

5.2 Objetivos especificos

e |dentificar el marcador de autofagia ATG8/ATG8-PE en plantulas de Z. mays
inoculadas y no inoculadas con Naganishia sp. en condiciones control y de

estrés por sequia.

e Determinar la promocion del crecimiento y la proteccion al estrés por sequia

por Naganishia sp. en plantulas de Z. mays.
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6. METODOLOGIA

6.1 Microorganismo de estudio y material vegetal

Para este estudio se utilizé un cultivo axénico de la levadura Naganishia sp., aislado
de la rizésfera de una planta nativa del volcan Xinaltecatl (Tapia, 2019). Esta
levadura se utiliz6 como inoculante de la variedad comercial Z. mays var. Costefo

mejorado.
6.2 Condiciones de crecimiento de Naganishia sp.

La cepa de Naganishia sp. se sembro en cajas Petri de 9 cm de diametro, con medio
agar dextrosa papa, para su almacenamiento se colocan invertidas a 7°C. Se tomo
una asada del cultivo en placa de Naganishia sp. y se inocularon 3 tubos conicos
(50 ml) con 20 ml de medio liquido comercial papa dextrosa (PDB), BD Difco™. Se
incubaron a 15°C en agitacién a 200 rpm. Para seguir el crecimiento de Naganishia
sp., se midio el crecimiento por densidad optica a 600 nm. Como control negativo o
blanco, se usé medio PDB liquido estéril. El crecimiento del cultivo se detuvo cuando
alcanzé una densidad o6ptica (D.O.) de 0.2, perteneciente a la fase exponencial de
crecimiento de Naganishia sp. Las células se lavaron para remover el medio
remanente del cultivo, para esto, se centrifugé el cultivo en tubos cénicos de 50 mli
a 3000 rpm durante 10 min. Se realizaron 3 lavados con agua estéril, decantando el
sobrenadante, la pastilla obtenida de la centrifugacion se resuspendié en 20 ml de

agua estéril, se midio la D.O. y se ajusto a 0.2.

6.3 Sistema in vitro para pruebas de promocién de crecimiento de plantulas

de Z. mays en cocultivo con con Naganishia sp.

La desinfeccion del material vegetal se realiz6 sumergiendo las semillas en
hipoclorito de sodio al 20% por 20 min y posteriormente se hicieron 6-8 enjugues
con agua estéril. Las semillas se sembraron directamente en cajas de Petri
cuadradas (12 cm x lado) con medio Murashige y Skoog (MS) 1X y agar al 1.2 %.
La inoculacidn con Naganishia sp. se realizo en la parte inferior de la caja con 200
Ml de Naganishia sp. a una D.O. de 0.2, para la condicion de tratamiento
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(+Naganishia sp.) y sin inoculacion, para la condicion control (sin inéculo). Se
analizaron 108 semillas para el tratamiento y el control. Se monitore6 la germinacion
y crecimiento diario de las plantulas de Z. mays con un escaner convencional
durante 6 dias. Las semillas se germinaron a 28°C, y con un fotoperiodo de 16 horas
de luz y 8 horas de oscuridad. Se determiné la tasa de germinacion de la siguiente
manera (Numero de semillas germinadas por dia X100 / Numero de semillas totales
germinadas al final del experimento); con la finalidad de evitar el factor viabilidad de
la semilla. Los datos obtenidos se analizaron con la prueba de Z con un intervalo de
confianza del 95 %. Con las imagenes obtenidas se midié el crecimiento a través
del programa FIJI (Schindelin et al., 2012). Los datos obtenidos se graficaron y
analizaron con el programa estadistico PRISM 6 utilizando la prueba estadistica -
Student. Las muestras se colectaron a los 6 dias del tratamiento, se congelaron con
nitrogeno liquido y se almacenaron a -70°C hasta su uso.

Para la determinacién de la promocién de la germinacion mediante “seed priming”
(cebado de la semilla), se procedi6 a la desinfeccion de las semillas de Z. mays
como se describio anteriormente. Para el control (sin inéculo), las semillas se
sumergieron en agua esteéril por 1 min. y se sembraron en medio MS 1X (sin
inoculo). Para el tratamiento (+Naganishia sp.), las semillas se sumergieron en 100
ml del cultivo lavado de Naganishia sp. a D.O. de 0.2, por 1 min y se sembraron en
el medio MS 1X. Se incubaron a 28°C con un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8
horas de oscuridad y se determind la tasa germinacion de las semillas (Numero de
semillas germinadas por dia X100 / Numero de semillas totales germinadas al final
del experimento); con la finalidad de evitar el factor viabilidad de la semilla. Se
analizaron 36 semillas para cada condicion, de tratamiento (+Naganishia sp.) y
control (sin inéculo). Los datos obtenidos se analizaron con la prueba de Z con un

intervalo de confianza del 95 %.

6.4 Identificacidon de la proteina ATG8 por la técnica de western blot

Las muestras vegetales se maceraron en morteros con nitrogeno liquido y se

colocaron 100 mg del tejido macerado en microtubos de 1.5 ml. Se adicionaron 100
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pl de solucion Cellytic Cell Lysis Reagent (Sigma-Aldrich). Se homogenizo el tejido
con un pistilo y la muestra se centrifugé a 12,000 g durante 10 min; el sobrenadante,
gue contiene la proteina total extraida, se transfiri6 a un tubo nuevo previamente
etiquetado. La proteina extraida se cuantificé con el reactivo Bradford (Bio-Rad,
Hercules, CA) y se utilizaron 20 pug para la técnica de electroforesis en gel de
poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) al 13.5%. Posteriormente las proteinas se
transfirieron a una membrana PVDF (Millipore, Bedford, MA). Para el control de
carga de las muestras proteicas, la membrana se tind con rojo de Ponceau. El
bloqueo de la membrana se realizé con 5% de leche y 0.1% de Tween20 en PBS
1X, por 1 h y después se realizaron 3 lavados con PBS 1X. Las proteinas ATG8 y
ATGB8-PE se detectaron utilizando el anticuerpo policlonal anti-ATG8 (Agrisera) de
conejo. La membrana se incubo con el anti-ATG8 (Agrisera), a 4°C, durante toda la
noche y enseguida se realizaron 3 lavados con PBS 1X con Tween al 0.2%.
Posteriormente se incub6 la membrana por 1 h, a temperatura ambiente, con el
segundo anticuerpo HRP-conjugado de cabra anti-conejo, diluido 1:10,000 (Santa
Cruz Biotechnology, California, USA). Finalmente, la membrana se lavé 3 veces por
5 minutos con PBS 1X con 0.2% de Tween. La sefial se detectd usando el kit
SuperSignal West Pico quimioluminiscente (Pierce, Rockford, Il) y se expuso ante

una placa Hyperfilm ECL (Healthcare, UK).

6.5 Sistema in vitro para generar estrés hidrico e inhibicion del flujo autofagico
en plantulas inoculadas y no inoculadas con Naganishia sp.

Como un primer acercamiento para determinar el papel de la autofagia en las
condiciones de estrés hidrico y el efecto de Naganishia sp. en esta interaccion, se
utilizé el sistema de estrés hidrico in vitro (WSM) que contiene: MS 1X, 2.5% de
glicerol y 0.5% de acido alginico. Este medio genera un gradiente de potencial
hidrico bajo (Eapen et al., 2003). Para la inhibicion del flujo autofagico se adiciono
100 uM de cloroquina al medio (+CLO), que inhibe la fusion del autofagosoma con
la vacuola evitando asi la degradacion del contenido del autofagosoma y su

posterior reciclamiento.
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Se analizé el fenotipo de las plantulas de maiz bajo las condiciones antes descritas,
sembrando semillas de Z. mays en medio WSM (condicién de estrés hidrico) y
medio MS 1X (condicion control), en ausencia (-CLO) y presencia de cloroquina
(+CLO). Se monitored el crecimiento y se tomaron fotografias para reportar el
fenotipo de las plantulas a los 6 d post-germinacion (DPG). Se realiz6 la medicion
del area total de las plantulas mediante el programa FIJI (Schindelin et al., 2012).
Los datos obtenidos se graficaron y analizaron con el programa estadistico
GraphPad PRISM 6.

6.6 Condiciones de crecimiento de las plantulas de Zea mays

Las plantas de maiz se crecieron bajo condiciones de invernadero, la temperatura
media de crecimiento fue de 25°C +/- 3°C con una humedad relativa de 70%. El

fotoperiodo de luz/oscuridad fue de acuerdo con las condiciones medioambientales.

6.7 Sistema de crecimiento en almacigos y sustrato para pruebas de estrés

por sequia en plantas de Z. mays pretratadas con Naganishia sp.
Se llevaron a cabo 3 experimentos (exp.) en diferentes temporadas estacionales:

A) Experimento 1: Febrero-Marzo 2019 (Sequia de 7d).
Condiciones de crecimiento
= Temperatura promedio: 25.6°C - 25.8°C
= Humedad relativa: 39% - 47%
» Luz/oscuridad: 12h/12h
= Duracién del estrés: 7 d sin irrigacion y posteriormente se reinicio el
riego normal

= n=14 plantas

B) Experimento 2: Julio-Agosto 2019 (Sequia de 9d).

Condiciones de crecimiento
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= Temperatura promedio: 24°C
= Humedad relativa: 67% - 68%
= Luz/oscuridad: 13h/11h

= n=20 plantas

C) Experimento 3: Agosto-Septiembre 2019 (Sequia de 7d).
= Temperatura promedio: 24°C - 24.8°C
» Humedad relativa: 67% - 73%
» Luz/oscuridad: 12h/12h
= n=20 plantas

La desinfeccion del material vegetal se realizé sumergiendo las semillas de Z. mays
en hipoclorito de sodio al 20%, por 5 min y posteriormente se hicieron 6-8 enjugues
con agua estéril. En una charola previamente esterilizada, se coloco papel estéril y
se humedecié con agua estéril, se colocaron las semillas dejando espacio entre
ellas y la charola se cubrio con papel aluminio. La charola se coloco en el cuarto de
crecimiento a 28°C por 3 dias. Posteriormente, en almacigos con pozos cuadrados
de 6.5 cm de lado, se coloco sustrato esteéril (composicion: vermiculita, agrolita y
tierra, 25%:15%:60%) para la siembra de las plantulas de 3 dias de edad. Para el
tratamiento (+Naganishia sp.) se inocularon las plantas con 1 ml de Naganishia sp.
suspendida en agua a una D.O. de 0.2. A las plantas sin tratamiento (sin in6culo)
se les adicion6é 1 ml de agua estéril. Las plantas se mantuvieron en condiciones
normales de crecimiento hasta los 12 d (Exp.1) y 14 d (Exp. 2 y 3) de edad. Para el
caso de las plantas en estrés por sequia se detuvo la irrigacién por 7 d (Exp. 1y 3)
y 9d (Exp. 2), mientras que las plantas control se continuaron irrigando de manera
normal a lo largo del experimento. Posteriormente, para las plantas en estrés por
sequia se reinici6 el riego durante 7 d (Exp. 1y 3) y 13 d (Exp. 2) para analizar su

recuperacion.

Se registro el crecimiento de las plantas a través de fotografias, y se midieron
parametros fisiologicos en la hoja con el LI-COR 6400. Al dia 26 (Exp. 1), 28 (Exp.
3) y 36 (Exp. 2) de edad, se colectd material vegetal separando la raiz y la parte

28



aérea para la determinacion del peso fresco (inmediatamente después de la
colecta), peso turgente (las plantas se colocaron en flotacion por 8h, se escurrieron
y se pesaron) y peso seco (el material se colocd en una estufa a 70°C por 64 h).
Con los datos anteriores se determind el contenido relativo de agua (RWC), como
describié Turner (1981) y se colectdé material vegetal en condiciones previas al
estrés para pruebas de western blot. Los datos obtenidos se graficaron y analizaron
con el programa estadistico GraphPad PRISM 6.

6.8 Mediciones de biomasa verde a partir del registro fotografico

Este analisis se llevo a cabo con el registro fotografico en lote de cada uno de los
experimentos. Se utilizé la aplicacién Canopeo: que es una herramienta para medir
cubierta verde. La aplicacion reconoce la biomasa verde marcandola con pixeles
blancos y excluye con pixeles negros del fondo de la imagen, mide los pixeles
blancos en la fotografia, arrojando el porcentaje de cobertura total de estos pixeles
en la imagen. Los datos obtenidos se graficaron y se determinaron las diferencias

de biomasa entre tratamientos.

6.9 Mediciones del intercambio de gases con el LI-COR 6400

Las mediciones de intercambio de gases se llevaron a cabo por la mafana, entre
las 10 y 12 PM, en la segunda (Exp. 2) y cuarta (Exp. 2 y 3) hoja de plantulas de
maiz de 14 (Exp. 2y 3), y 28 (Exp. 3) dias de edad. Para las mediciones con el LI-
COR 6400 se fijaron las condiciones de 25°C de temperatura de la hoja, 1000 mmol
de fotones m? s y 400 mmol de mol' de CO; para inducir la fotosintesis en la hoja.
Se determiné la tasa fotosintética, la conductancia estomatica, la tasa de
transpiraciéon y se calculé el uso eficiente del agua instantaneo (WUE; tasa

fotosintética / tasa de transpiracion) (Tambussi et al., 2007).
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7. RESULTADOS

7.1 Naganishia sp. induce la autofagia en Z. mays in vitro

Para definir si Naganishia sp. induce la autofagia en plantas de Z. mays, se llevo a
cabo el analisis por western blot para la identificacion de la proteina ATG8 y ATG8-
PE las cuales son el indicativo del estatus general del proceso de autofagia en el
organismo. Para este estudio se colectaron 6 plantulas completas de Z. mays (6
DPG) en condicion control y tratamiento con Naganishia sp. Los resultados
mostraron que en Z. mays la cantidad de proteina ATG8-PE, es decir, la cantidad
de proteina ATGS lipidada es mayor en la condicidén de tratamiento (relacién ATG8-
PE/ATG8=1.03), indicando que Naganishia sp. indujo la autofagia (figura 3). Esta
induccion de la autofagia podria estar relacionada al mayor crecimiento de raices
laterales (figura 5).
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ATG8-PE/ATGS8
(unidades arbitrarias)

Zea mays
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ATG8 ~ 13.6kDa

ATG8-PE/ATG8
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Figura 3. Lipidacion de ATG8 dependiente de Naganishia sp. Niveles de ATG8 y ATG8-PE en
plantulas de Z. mays. Las plantulas se crecieron en medio MS 1X sin inéculo e inoculado con
Naganishia sp. por 6 dias. Control (sin in6culo); Tratamiento con Naganishia sp. (+Naganishia sp.).
A) Se realizé un analisis de SDS-PAGE e inmunoblot. Cada carril se cargdé con 20 ug de proteina.
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Imagen superior: Film de deteccion de la sefial. Imagen inferior: Membrana tefiida con rojo de
Ponceau como control de carga B) Cuantificacion de la proporcion de ATG8/ATG8-PE

7.2 Naganishia sp. induce la autofagia en Z. mays en el sistema experimental

de crecimiento en almacigo

Previamente demostramos que Naganishia sp. induce la autofagia en plantulas de
Z. mays in vitro. Sin embargo, para demostrar que nuestro sistema experimental de
crecimiento en almacigo y la inoculacién de Naganishia sp. era capaz de inducir la
autofagia. Se determino por analisis de western blot el estatus del proceso de
autofagia en plantas de 9 dias de edad bajo condiciones normales de crecimiento

(sin estrés) en condiciones de invernadero en almacigo.

Se determind la acumulacién de la proteina ATG8-PE que nos indica la lipidacion
de la proteina ATG8 como resultado de la activacion de la autofagia. Encontramos
que para las plantas inoculadas y crecidas en sustrato se presentd una mayor
acumulacion de la proteina ATG8-PE en la raiz y la parte aérea, lo cual sugiere que
la inoculacion con Naganishia sp. indujo autofagia (ver figura 4).
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Zea mays
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Figura 4. Determinacion de la lipidacion de ATG8 dependiente de Naganishia sp. en raiz y parte
aérea de plantulas de Z. mays de 9 dias de edad. La inoculacion de las plantas se llevo a cabo a los
3 dias de edad para el tratamiento con indculo (+Naganishia sp.) y sin indculo, para la condicion
control. Las plantas se crecieron en almacigos bajo condiciones de crecimiento normal en
invernadero (descritas en la metodologia). A) Se realizé un analisis de SDS-PAGE e inmunoblot.
Cada carril se cargoé con 20 ug de proteina. Imagen superior: Film de deteccion de la sefial. Imagen
inferior: membrana tefiida con Ponceau como control de carga B) Cuantificacion de la proporcion de
ATG8/ATG8-PE
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7.3 Efecto de la inoculacion con Naganishia sp. en el crecimiento de

plantulas de Z. mays in vitro

Para determinar el papel de Naganishia sp. como microorganismo promotor del
crecimiento en Z. mays, se determind la tasa de germinacién usando a Naganishia

sp. como inoculante y como cebador de la semilla (“seed priming”).

De acuerdo con los datos obtenidos se determindé que Naganishia sp. no favorecio
la tasa de germinacion de Z. mays cuando se usa como inoculante en el medio de
cultivo, ya que no hubo diferencia significativa entre tratamientos. Por el contrario,
para el caso del “seed priming” a pesar de no encontrar diferencias significativas
encontramos que al dia 1 (ver tabla 2), las semillas con “seed priming” presentaron

un porcentaje mayor de germinacion que las semillas control (sin in6culo).

Al mismo tiempo, se realizaron las mediciones de la longitud de la raiz principal a lo
largo del tiempo (por 96 h) para el control (sin in6culo) y con tratamiento
(+Naganishia sp.). En el analisis del crecimiento de la raiz principal se determino
que tanto la condicion control como el tratamiento es similar al no encontrarse
diferencias significativas (figura 6). Por otro lado, también se cuantifico el numero
de raices seminales escutelares y de raices de la corona; encontrando que no hay
cambios significativos en el numero de raices entre tratamientos (figura 7).
Previamente Tapia (2020), demostré que Naganishia sp. sintetiza |AA. La
biosintesis de |IAA por Naganishia sp. puede inducir un cambio en la arquitectura de
la raiz, lo que explicaria la mayor abundancia de raices laterales en las plantas

inoculadas (ver figura 5).
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Tabla 2. Tasa de germinacion de semillas de Z. mays, crecidas en medio MS control

(sin indculo) e inoculado con Naganishia sp. (+Naganishia sp.) y usando a

Naganishia sp. como “seed priming”.

o Inoculacion
Sin inéculo +Naganishia sp.
DPG
Numero de Numero de
semillas Porcentaje semillas Porcentaje
1 9/108 9.7 8/108 8.2
2 89/108 96.7 89/108 91.7
3 91/108 98.9 94/108 96.9
4 92/108 100 97/108 100
n=92 n=97

Sin indculo Seed p rfm’f’g
con Naganishia sp.
DPG - ;
Numero de Numero de
semillas Porcentaje semillas Porcentaje
1 1/36 3.3 5/36 14.7
2 29/36 96.6 30/36 88.2
3 29/36 96.6 34/36 100
4 30/36 100 34/36 100
n=30 n=34

En la tabla se presentan los datos del monitoreo de germinacién diario: el numero de semillas y la
tasa de germinacion para el uso de Naganishia sp. como inoculante y en “seed priming”. *Diferencias
significativas se calcularon con la prueba de Z con un intervalo de confianza del 95%.



Sin inéculo +Naganishia sp.

Figura 5. Fotografia representativa de las plantulas de Z. mays (6 DPG) en medio control (sin
indculo) e inoculado (+Naganishia sp.).
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Figura 6. Representacion grafica del crecimiento de la raiz principal de plantulas de Z. mays crecidas
en medio MS sin inéculo (control) e inoculado con Naganishia sp. (+ Naganishia sp.) bajo condiciones
de crecimiento normal durante 96 h.
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Figura 7. Fenotipo de las raices de Z. mays en los tratamientos: con inéculo (+Naganishia sp.) y sin
indculo (Sin indculo). A) Representacion grafica de la longitud de la raiz principal de plantulas de Z.
mays a los 6 DPG in vitro. B) Representacion grafica del nimero de raices de la corona y raices
seminales escutelares de plantulas de Z. mays a los 6 DPG. n=9 y n=30 respectivamente.
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7.4 Efecto de la inhibicién del flujo autofagico con cloroquina en plantulas de
Z. mays inoculadas y no inoculadas con Naganishia sp. en condiciones
control y de estrés hidrico.

Como una primera aproximacion para determinar el papel de la autofagia, la
condicion del estrés hidrico y la inoculacion con Naganishia sp. se utilizo el sistema
in vitro WSM (descrito en la metodologia) y el inhibidor del flujo autofagico
cloroquina. Las plantulas se sometieron a condiciones control y de estrés hidrico,
sin inocular (sin indculo) e inoculadas con Naganishia sp. (+Naganishia sp.) en
presencia (+CLO) o ausencia de cloroquina (-CLO). Se analiz6 el fenotipo de las
plantulas a los 6 DPG mediante la medicion del area de las plantulas. Observamos
que bajo la condicion control (sin estrés hidrico) tanto en presencia (+CLO) como la
ausencia de cloroquina (-CLO) en plantas inoculadas y sin inocular no mostraron
cambios en el crecimiento, lo que indicd que la inhibicion del flujo autofagico y la
presencia de Naganishia sp. no tiene un efecto en el crecimiento de las plantulas
(ver figura 8 Ay B). Para el caso de la condicion de estrés hidrico, se observo una
disminucion del crecimiento general tanto de la raiz como de la parte aérea de todas
las plantulas en todos los tratamientos, cuando se comparé con la condicién control.
Lo anterior, podria sugerir que se requiera de una mayor concentracion de
cloroquina in vitro (Ravanan et al., 2017) o el uso de otro inhibidor de la autofagia.
Del mismo modo, la ausencia de efecto por la inoculacion con Naganishia sp. se
podria atribuir a la condicion de crecimiento in vitro generada, por la presencia de
cloroquina y el sistema WSM, que pudieron interferir en los mecanismos directos e
indirectos de promocién de crecimiento Naganishia sp.
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Figura 8. Figura comparativa de plantulas de 6 DPG inoculadas (+Naganishia sp.) y no inoculadas
(sin inéculo) crecidas bajo condiciones de crecimiento control y de estrés por sequia, en presencia
(+CLO) o ausencia (-CLO) de cloroquina (inhibidor del flujo autofagico). A) Fotografia de las plantulas
analizadas B) Representacion grafica del area de las plantulas de Z. mays en los diferentes
tratamientos n=4 plantas.

7.5 El efecto de Naganishia sp. en condiciones de estrés por sequia en
plantulas de Z. mays

Con el fin de determinar si Naganishia sp. participa en la proteccién de las plantulas
de Z. mays en condicidn de estrés por sequia, se llevaron a cabo experimentos con
plantas de Z. mays expuestas a sequia con o sin la inoculacion de Naganishia sp.
En este estudio se realizaron 3 experimentos en diferentes temporadas del afio y
se analizaron de manera independiente. El analisis consistio en el monitoreo y
registro fotografico de los cambios morfologicos y la medicion de parametros
fisioloégicos de las plantulas de Z. mays en la condicion control y de estrés por

sequia. Se enlistan a continuacion.
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A) Experimento 1: Febrero-Marzo 2019 (Sequia de 7d; ver figura 9),
B) Experimento 2: Julio-Agosto 2019 (Sequia de 9d; ver figura 12),
C) Experimento 3: Agosto-Septiembre 2019 (Sequia de 7d; ver figura 14).

7.6 Naganishia sp. incrementa la biomasa total fresca y seca de la parte aérea
bajo condiciones de crecimiento control (Experimento 1).

Para comprender el efecto de la inoculacion de Naganishia sp. y la sequia en
plantulas de Z. mays, plantulas de 12d (dias) de edad (inoculadas o sin inocular) se
sometieron a una condicion de restriccion hidrica por 7d, y posteriormente se inicié
la recuperacion de las plantulas mediante el riego normal por 7 dias mas. A partir
de este experimento se observo que, durante las condiciones de crecimiento control,
las plantas inoculadas con Naganishia sp. (+Naganishia sp.) presentaron una
tendencia al incremento de biomasa total fresca y seca de la parte aérea, en
comparacion con las plantas no inoculadas (sin in6culo), en condicion control. En la
condicion de estrés por sequia las plantas control y bajo tratamiento de sequia
presentaron un fenotipo de marchitamiento similar, y sin diferencias entre la
biomasa de raiz y de la parte aérea (ver figura 9). Finalmente, a los 26d de edad,
se determiné el contenido relativo de agua (RWC) de las raices y la parte aérea en
las diferentes condiciones (ver figura 10). Se encontré que las plantas inoculadas y
sometidas a estrés por sequia tuvieron un mayor contenido relativo de agua, lo cual

es indicativo de una mayor capacidad de los tejidos para retener agua.
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Figura 9. Registro fotografico del fenotipo de las plantas de Z. mays durante el curso del tiempo
(Experimento 1). Las barras azules indican una escala de 10 cm para todas las fotografias. A la
izquierda se muestra la barra del tiempo que indica la edad de la planta en dias (d) y los sucesos del
experimento. Abajo se muestran las graficas del analisis de cubierta verde (determinacion biomasa
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verde / follaje) determinado con Canopeo (Patrignani y Ochsner, 2015) de cada condicién. n=14
plantas por condicion.
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Figura 10. Determinacion de la biomasa total de plantulas de Z. mays, en condiciones de crecimiento
control y en estrés por sequia, para las plantas inoculadas y no inoculadas. (Experimento 1) El
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analisis se realiz6 mediante la determinacion del peso fresco, seco y el RWC de la raiz y parte aérea
total de plantulas de Z. mays de 26 dias de edad, en condiciones de crecimiento control y de estres
por sequia, inoculadas con Naganishia sp. (+Naganishia sp.) y no inoculadas (SIN INOCULO). n=14
plantas por tratamiento.

7.7 Naganishia sp. incrementa la tasa de supervivencia de las plantulas de Z.

mays bajo condiciones de estrés por sequia severa (Experimento 2).

Para conocer el estado fisiologico de las plantas inoculadas y no inoculadas bajo
condiciones de crecimiento normal a los 14d, es decir, previo al estrés, se llevaron
a cabo mediciones del intercambio de gases en la segunda (2%) y cuarta (4%) hoja
de las plantulas de maiz (hojas fuente y vertedero, respectivamente), lo anterior nos
permitié determinar si hay un efecto de “priming” (preparacion fisiologica) resultado
de la inoculacién temprana (3d) con Naganishia sp. De acuerdo con los datos
obtenidos, se determind que la inoculacion incrementa la tasa fotosintética y la
conductancia estomatica en la segunda hoja, mientras que el uso eficiente de agua
es similar para la condicién sin indculo e inoculada. Para el caso de la 4% hoja, no
se encontraron diferencias en ninguno de los parametros mencionados. Con lo
anterior, podemos concluir que la inoculacidn podria tener un efecto en la tasa
fotosintética y la conductancia estomatica en las plantas pretratadas con Naganishia
sp. en la segunda hoja, considerada como tejido fuente (ver figura 11).
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Figura 11. Mediciones de intercambio de gases con el LI-COR 6400 a los 14 dias de edad (previo
al estrés), en la 2da y 4ta hoja (fuente y vertedero), de plantulas inoculadas y no inoculadas con
Naganishia sp. (Experimento 2). A) Grafica de la tasa fotosintética, B) Grafica de la conductancia
estomatica, C) Grafica del uso eficiente de agua (WUE). n=3 plantas por condicion, 2% y 4@ hoja por
planta.
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Para investigar el efecto de Naganishia sp. en condiciones severas de estrés por
sequia, y dado que la variedad de maiz utilizada en este estudio no es susceptible
al estrés por sequia, se decidid incrementar el numero de dias sin irrigacién, de 7 a
9 dias, y analizar la presencia de cambios en el fenotipo de las plantas sometidas a
la inoculacion con Naganishia sp. (figura 12). Las plantulas en condicion control se
mantuvieron en irrigacion a lo largo del experimento, mientras que las plantas
sometidas a la condicion de estrés por sequia se dejaron de irrigar durante 9 dias y
posteriormente se retomo el riego para analizar su recuperacion (13 dias de riego).
De acuerdo con el registro fenotipico, observamos que el incremento en la duracion
de la sequia tuvo un efecto drastico para la supervivencia de las plantas,
encontrando que las plantas inoculadas presentaron una tasa de supervivencia del

25%, mientras que para las plantas no inoculadas fue del 5% (Ver tabla 3).
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Figura 12. Registro fotografico del fenotipo de las plantas de Z. mays (Experimento 2) durante el
curso del tiempo del experimento. Las barras azules indican la escala de 10 cm para todas las
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fotografias. A la izquierda se muestra la barra del tiempo en el que se indica la edad de la planta en
dias (d) y los sucesos del experimento. Abajo se muestra el analisis de cubierta verde (determinacion
biomasa verde/ follaje) determinado con Canopeo (Patrignani y Ochsner, 2015) de cada condicion.
n=20 plantas por condicion.

Tabla 3. Tasa de supervivencia a los 36 d de edad de plantulas de Z. mays en los
diferentes tratamientos del experimento (Experimento 2).

L Numero plantas Porcentaje de
Condicion , . :
vivas supervivencia
Control sin in6culo 20/20 100%
Control +Naganishia sp. 20/20 100%
Sequia sin indculo 1/20 5%
Sequia +Naganishia sp. 5/20 25%

7.8 Naganishia sp. incrementa la biomasa fresca de la raiz en condiciones de

crecimiento control (Experimento 2)

En continuacién con el analisis fenotipico de las plantas crecidas en condicién
control, en los tratamientos inoculado (+Naganishia sp.) y no inoculado (sin indculo),
cuya tasa de supervivencia fue de 100%, se prosiguié con la determinacién del peso
fresco, peso seco y contenido relativo de agua (RWC) (ver figura 13). Los datos
obtenidos indicaron que existe un incremento significativo en la biomasa de las
raices inoculadas con Naganishia sp., o cual puede estar relacionado con el cambio
en la arquitectura radicular al producir mas raices laterales. Por el contrario, no se
observaron cambios en el peso seco y contenido relativo de agua de la raiz y la

parte aérea (figura 13).
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Figura 13. Determinacion de la biomasa de plantulas de Z. mays, en condiciones de crecimiento
control, para las plantas inoculadas y no inoculadas (Experimento 2). El andlisis se realizé mediante
la determinacién del peso fresco, seco y el RWC de raiz y la parte aérea total de plantulas de Z
mays de 36 dias de edad n=20 plantas por tratamiento. *Diferencia significativa al nivel de P<0.05.
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7.9 El “priming” con Naganishia sp. disminuye la conductancia estomatica e
incrementa el uso eficiente de agua bajo condiciones de crecimiento control

(Experimento 3)

Finalmente, para determinar el estatus fisiologico, asi como el fenotipo de las
plantulas inoculadas y no inoculadas con Naganishia sp. antes (14d) y después de
la recuperacién al estrés por sequia (28d), se analizaron los parametros del
intercambio de gases en estos dos tiempos. De acuerdo con los datos obtenidos de
las mediciones con el LI-COR 6400, se encontré que las plantas inoculadas de 14d
(que no se han sometido al estrés) tienen una menor conductancia estomatica y un
uso eficiente de agua mayor, en comparacion con las plantas no inoculadas. Sin
embargo, para el caso de la eficiencia fotosintética las plantas no inoculadas
superan a las inoculadas con Naganishia sp. a los 14d de edad (ver figura 15).

Por otro lado, en cuanto al estado fisiolégico de las plantas después de recuperacion
al estrés (7 dias de irrigacion normal), se evidencié que tanto en condicion normal
como en condicion de sequia, la eficiencia fotosintética asi como la conductancia
estomatica de las plantas inoculadas como las no inoculadas, fue similar. Ademas,
para el caso de uso eficiente de agua (WUE) las plantas inoculadas (28d) en
condicion control, presentaron un decremento en este parametro cuando se les

comparo con las plantas no inoculadas (Ver figura 16).

Adicionalmente para determinar diferencias fenotipicas entre tratamientos, se
realiz6 el registro fotografico de las plantas a lo largo del experimento (ver figura 14)
y se determinaron rasgos morfolégicos como el peso fresco, peso seco y contenido
relativo de agua (RWC) de las plantulas en los diferentes tratamientos (figura 17).
Como se observa en las graficas (ver figura 17), es claro como la condicion de estrés
por sequia tiene un efecto en la reduccidon de biomasa, hablando de peso fresco y
seco, tanto en la raiz como en la parte aérea y en las tratamientos inoculados y no
inoculados, los cuales no se presentaron cambios. Asimismo, el peso fresco y seco
fue similar en condicion control para las plantas inoculadas y no inoculadas. En
cambio, en cuanto al RWC, observamos que la raiz en condicion control sin indculo,

presenté una mayor acumulacion de agua en este tejido.
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Figura 14. Registro fotografico del fenotipo de plantas de Z. mays (Experimento 3) durante el curso
del tiempo del experimento. A la izquierda se muestra la barra del tiempo en el que se indica la edad
de la planta en dias (d) y los sucesos del experimento. Abajo se muestra el analisis de cubierta verde
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(determinacién biomasa verde/ follaje) determinado con Canopeo (Patrignani y Ochsner, 2015) de
cada condicion. n=20 plantas por condicion.

3 Sinindculo
+Naganishia sp.

1

EFICIENCIA FOTOSINTETICA
(pmol CO, m2 s 1)

Control Sequia

015 o
& Sinindculo

+Naganishia sp.
0.10+

ok *

0.051 1 1

CONDUCTANCIA ESTOMATICA
(mol H,O m2 s)

Control Sequia

g

B Sinindculo
+Naganishia sp.

:

g

:

g

o
b

USO EFICIENTE DE AGUA (WUE)
(pmol CO, mmol H,O™ ")

Control Sequia

Figura 15. Mediciones de intercambio de gases con el LI-COR 6400 a los 14 dias de edad (previo
al estrés) en la 4ta hoja (vertedero) de plantulas inoculadas y no inoculadas con Naganishia sp. en
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condicion control y de estrés por sequia (Experimento 3). A) Grafica de la tasa fotosintética, B)
Grafica de la conductancia estomatica y C) Grafica del uso eficiente de agua (WUE). *Diferencias
significativas al nivel de P<0.05.
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Figura 16. Mediciones de intercambio de gases con el LI-COR 6400 a los 28 dias de edad (7d de
recuperacion después del estrés) en la 4% hoja (vertedero) de plantulas inoculadas y no inoculadas

con Naganishia sp. en condicion control y de estrés por sequia (Experimento 3). A) Grafica de la tasa
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fotosintética, B) Grafica de la conductancia estomatica, C) Grafica del uso eficiente de agua (WUE).

*Diferencias significativas al nivel de P<0.05.
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Figura 17. Determinacién de la biomasa de plantulas de Z. mays, en condiciones de crecimiento
control, para las plantas inoculadas y no inoculadas (Experimento 3). El andlisis se realizé6 mediante
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la determinacién del peso fresco, seco y el RWC de raiz y la parte aérea total de plantulas de Z
mays de 36 dias de edad. n=20 plantas por tratamiento. *Diferencias significativas al nivel de P<0.05.
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8. DISCUSION

Una de las alternativas para mitigar el impacto del estrés hidrico por sequia es el
uso de microrganismos promotores del crecimiento vegetal, los cuales confieren
multiples beneficios a las plantas. Se ha demostrado que las experiencias con
estimulos de tipo bidtico o “priming” puede mejorar la tolerancia a la sequia en las
plantas a través de la activacién de vias de sefializacion comunes (Vargas et al.,
2014). De igual forma, en este proyecto fue de nuestro interés el determinar si
Naganishia sp. podia biomodular la activacién de la autofagia en Z. mays y asi

mejorar la respuesta de la planta a estrés por sequia.

De acuerdo con los resultados obtenidos mediante western blot para el analisis de
ATG8/ATGS8-PE para determinar la actividad de la autofagia, encontramos que,
tanto en condicion de crecimiento in vitro como en almacigo de plantas de Z. mays
inoculadas con Naganishia sp., la acumulacion de ATG8-PE mostré un incremento.
Por lo anterior, podemos sugerir una posible regulacion de la autofagia en las
plantas de Z. mays como resultado de la inoculacion con Naganishia sp. Hasta la
fecha se ha demostrado que la autofagia es indispensable para la supervivencia de
las plantas en condiciones de estrés por sequia (Wang et al., 2017; Zeng et al.,
2017; Sun et al., 2018), por lo que la induccion de autofagia previa a la condicion
estresante puede ser de ventaja para la planta, ya que al inducirse, la planta podria
responder mas rapido a la acumulacion de agregados proteicos y organulos
dafiados, resultado de la condicion de estrés (Nakajima & Suzuki, 2013; Luo et al.,
2017).

La limitada disponibilidad de agua durante el estrés por sequia se caracteriza por
una reduccion del potencial hidrico de los tejidos de la planta, lo que lleva a cambios
morfolégicos y fisiologicos, por ejemplo, cambios en la tasa de crecimiento,
acumulacion de ABA, asi como cambios en la conductancia estomatica, la actividad
fotosintética y la transpiracion (Pirasteh-Anosheh et al. 2016). Las respuestas de la

planta a la sequia dependen de la severidad del estrés, el genotipo de la planta y la
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incidencia del estrés en la etapa de desarrollo de la planta (Neumann, 2002).
Aunado a lo anterior, la interaccion con microorganismos promotores del
crecimiento también favorece cambios fisioldégicos y morfolégicos que podrian
ayudar no sélo a modular el crecimiento sino a proteger a las plantas del estrés
mediante mecanismos directos e indirectos que involucran la produccion de
fitohormonas, metabolitos secundarios y enzimas (Goswami et al., 2016). Sin
embargo, los microorganismos promotores del crecimiento vegetal poseen cierta
especificidad, es decir, los efectos de promocion de crecimiento y proteccion al
estrés se ven reflejados cuando la planta es capaz de proveer componentes para
sustentar al inoculante. Para los microorganismos rizosféricos, la composicién de
los exudados de la raiz es primordial para la interaccion planta-microorganismo para
favorecer la produccion de reguladores de crecimiento y metabolitos secundarios
(Zhang et al., 2015). Por esta razon resulto relevante determinar el efecto de
Naganishia sp. tanto en la promocion del crecimiento como para la proteccion al

estrés por sequia en Z. mays.

De acuerdo con los resultados obtenidos en experimentos in vitro, determinamos
que Naganishia sp. no mejora la tasa de germinacién en Z. mays, cuando se utiliza
como “seed priming” e inoculante del medio; en contraste a lo reportado
previamente para Solanum lycopersicum, en el que usando a Naganishia sp. como
inoculante se obtuvo una tasa de germinacion mejorada (Tapia et al., 2020). No
obstante, para el caso de Z. mays podriamos sugerir el analisis de la velocidad de
germinacion, debido a que se observé una sutil diferencia para 1 DPG, con este
dato se podria esclarecer si Naganishia sp. tiene un efecto en la germinacion. De
manera interesante, se pudo observar que las plantas inoculadas in vitro con
Naganishia sp. presentaron alteraciones en la arquitectura de la raiz, es decir, una
mayor cantidad de raices laterales (figura 5) y una ligera disminucién en el numero
de raices escutelares y de la corona (figura 7). Lo anterior podria ser resultado de
la alteracidon del balance de auxinas en la planta, debido a que Naganishia sp.
produce IAA (acido indolacético). En la literatura existen antecedentes de
microorganismos que producen IAA, como es el caso de Pseudomonas putida que

tiene efecto en las plantas de canola y “mug bean”, generando cambios en la
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estructura de la raiz (Patten& Glick, 2002), lo cual es consistente con los resultados
obtenidos en este trabajo.

Para el caso de plantas crecidas en almacigos en condicion de invernadero, se
analizaron 3 experimentos con diferente estacionalidad (es decir en diferentes
temporadas del afio). Para el primer experimento (Febrero-Marzo) encontramos que
la inoculacion con Naganishia sp. mostro un efecto en la promocion del crecimiento
de la parte aérea de plantulas de Z. mays. Este efecto se observé unicamente en
las plantulas inoculadas con Naganishia sp. de 26 dias de edad que crecieron bajo
condiciones 6ptimas de riego, las cuales incrementaron su biomasa total fresca y
seca de la raiz y de la parte aérea. Por lo tanto, el efecto promotor de crecimiento
de Naganishia sp. en la raiz y la parte aérea se observo so6lo en condiciones de
crecimiento sin estrés. Con lo anterior se concluy6 que Naganishia sp. no promueve
el crecimiento de las plantas en condicion de estrés por sequia, por lo menos en

esta etapa de la plantula.

De manera interesante, al analizar el contenido relativo de agua de las raices y parte
aérea de las plantas inoculadas con Naganishia sp. que se sometieron a estrés por
sequia, éste fue mayor en el tejido foliar y radicular, demostrando que Naganishia
sp. después de la recuperacion al estrés (26d), podria favorecer la tolerancia al
estrés por sequia en plantas de Z. mays (figura 9), como un mecanismo indirecto
de proteccion a estrés abiotico (Goswami et al., 2016).

Con la finalidad de analizar el efecto de la inoculacion en sequia severa en plantulas
de Z. mays, se impuso una condicion de estrés de 9d sin riego y su posterior
recuperacion. Previamente al tratamiento de estrés se evaluaron aspectos
fisiologicos (plantas de 14d) en la 2da y 4ta hoja, para determinar posibles
diferencias entre las plantas inoculadas y las no inoculadas. Se reconoce que las
funciones entre las hojas evaluadas (22 y 4?) son diferentes, la 22 hoja se considera
tejido fuente, mientras que la 4® se funciona como vertedero de nutrientes.
Demostramos que las plantas inoculadas tienen un incremento en la tasa
fotosintética y la conductancia estomatica en la 22 hoja, mientras que el uso eficiente

de agua es similar para la condicidn sin in6culo e inoculada. Para la 42 hoja, no se
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encontraron diferencias en ninguno de los parametros mencionados (figura 11).
Finalmente, se determind que la inoculacién puede incrementar la supervivencia de
las plantas en condicion de sequia severa en un 25%, comparada con las no
inoculadas que fue de 5%. Lo anterior podria ser resultado del “priming” con
Naganishia sp. que mejor6 la eficiencia fotosintética y por consiguiente provocé una
mayor cantidad de fotoasimilados que podrian tener un papel en la tolerancia a la

sequia.

En el experimento numero 3 se analizo el estado fisiologico de las plantas en la
condicion previa y posterior al estrés por sequia (figura 15y 16). En este estudio se
decidié analizar unicamente la 42 hoja (vertedero), debido a que la 22 hoja muere y
limita las mediciones posteriores a los 14d.

El estatus fisioldgico de las plantas previo a la condicion de estrés senala que la
inoculacion con Naganishia sp. provoco un decremento en la tasa fotosintética, en
la conductancia estomatica e incremento el uso eficiente de agua. Lo anterior podria
sugerir el papel de Naganishia sp. en la regulacion de los niveles de hormonas
vegetales, como es el acido abscisico (ABA) que es esencial para el cierre de
estomas como primera respuesta de la planta a la escasez de agua para minimizar
la pérdida de ésta durante la transpiracion (Ahmad et al., 2016). Este resultado
concuerda con lo reportado por Porcel y colaboradores (2014), en el que determinan
que Bacillus megaterium una rizobacteria promotora del crecimiento vegetal, regula
los niveles de hormonas como ABA y etileno en su actividad promotora del
crecimiento. Por otro lado, para el caso del uso eficiente de agua (WUE), este rasgo
resulta importante en suelos con baja disponibilidad de agua, ya que, ser mas
eficiente indica que el agua asimilada puede ser eficientemente consumida para
asimilar carbono, para producir biomasa o rendimiento del grano, que son

parametros cruciales para la produccion agricola (Tambussi et al., 2007).

Seguidamente, se analizo el estatus fisioldgico de las plantas después de un periodo
de recuperacion al estrés con riego optimo (7d), en el que se encontré que la
eficiencia fotosintética fue similar tanto en condicion control como la condicion de

sequia (sin cambios significativos). Ademas, se observdé que la conductancia
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estomatica se mantuvo baja aun después de la recuperacion, en la condicién control
y sequia de plantas inoculadas con Naganishia sp (figura 16). Para el caso de las
plantas sin indculo; la conductancia estomatica disminuyd en condiciones control y
sequia (28d), comparado con la medicidn de la conductancia estomatica de las
plantas previo al estrés por sequia (14d). De acuerdo con estos resultados,
sugerimos que Naganishia sp. podria modular la conductancia estomatica como un
mecanismo indirecto para mejorar la respuesta a la sequia (adaptaciones

fisiologicas).
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9. CONCLUSION

Se demostré que Naganishia sp. es capaz de promover el crecimiento vegetal y
favorecer el uso eficiente de agua en plantas de Z. mays en condiciones optimas de

crecimiento en invernadero.

El “priming” con Naganishia sp. demostré el mantenimiento de niveles bajos para la
conductancia estomatica, tanto en la condicion control como en la recuperacién al

estrés por sequia.

Se determind que la inoculacion con Naganishia sp. incrementa la tasa de

supervivencia en condicion de estrés por sequia.

Se demostro la induccion de la autofagia por Naganishia sp. tanto en el sistema in

vitro como en el de almacigos.

Por lo anterior, sugerimos que Naganishia sp. puede funcionar como cebador 6
‘priming” de Z. mays para contrarrestar el estrés hidrico inducido por la sequia y en

consecuencia, asegurar la supervivencia de la planta.
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10.PERSPECTIVAS

e El uso de mutantes de autofagia para tener un mejor acercamiento del papel
de la autofagia cuando Z. mays interactua con Naganishia sp., en condicion
normal y de estrés por sequia.

e Analizar la expresion de genes de autofagia en la interaccidn de Z. mays con

Naganishia sp., en condicion normal y de estrés por sequia.
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