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ABSTRACT  

High temperatures, flooding and drought are very highly stressful conditions for plants. 

Drought is one of the major causes of crop yield reduction, which causes substantial 

losses to the economy by increasing poverty and malnutrition. Roots are the first organ 

to detect this stress and use tropic responses to explore and direct growth to favorable 

conditions of water and nutrients. Differential root growth in response to a soil moisture 

gradient is defined as hydrotropism. Maize roots with a robust hydrotropic response (> 

40o of curvature, NVOL) can maintain root biomass production as well as grain yield under 

drought. Under this condition, it is essential to ensure the stability of cell membranes, as 

well as macromolecules inside the cell. Proteins are especially sensitive to denaturation 

and cells have a system to degrade them using the proteasome and enzymes responsible 

for protein ubiquitination (UPS). It was previously reported that during stress conditions 

the UPS system works to solve damaged protein as key to tolerance response. Another 

factor previously related to drought tolerance is trehalose content. This molecule is 

capable of maintaining an adequate solvating layer around proteins and lipids preventing 

denaturalization. The high content of this sugar has also been related to its 

osmoprotective role or signal molecule during stress. Root traits are also modified during 

stressful conditions. Root changes during the early phase of hydrotropic response has 

not been reported. In this work, we studied protein ubiquitination changes, trehalose 

content and morphological changes during the hydrotropic response of maize lines strains 

provided by the Centro Internacional de Mejoramiento de Maíz y Trigo (CIMMyT) with a 

robust and weak hydrotropic response. During hydrotropic stimulation, the UPS response 

in seedlings roots with robust hydrotropic response differs from those with weak 

hydrotropic response, suggesting an early detection of stress which might be crucial for 

conferring drought tolerance. Changes in composition and concentration of soluble 

sugars, particularly a significant accumulation of trehalose in roots with a robust 

hydrotropic response that indicates an osmoprotective role. Roots with a with a weak 

hydrotropic response (>39-10o of curvature, SNLP) maintain its growth, which suggests 

that this line is unable to detect the stressful condition or keep growing to the zone with 

higher water availability. The difference between lines might be crucial for conferring 

drought tolerance. 

Keywords: Hydrotropism, Maize, Drought stress, Ubiquitin, Trehalose, 

Morphological changes. 
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I. INTRODUCCIÓN 
La poca disponibilidad de agua en el suelo es una de las mayores causas de disminución 

en el rendimiento de los cultivos. Las raíces usan las respuestas trópicas para explorar 

eficientemente el suelo y por lo tanto dirigen el crecimiento hacia condiciones favorables 

de agua y nutrientes. El crecimiento diferencial de la raíz en respuesta a una condición 

ambiental tal como un gradiente de humedad en el suelo se define como hidrotropismo 

(Takahashi y Scott, 1991). La respuesta hidrotrópica de la raíz de plántulas de maíz 

puede clasificarse como robusta (con ángulo mayor a 40º) o débil (con ángulo de 10-39º) 

(Eapen et al., 2017), siendo las robustas capaces de mantener la producción de biomasa, 

así como la producción de grano, en condiciones de poca disponibilidad de agua en el 

suelo (Eapen et al., 2017). Bajo condiciones de estrés tales como: sequía, altas o bajas 

temperaturas, elevada salinidad, etc., resulta clave asegurar la estabilidad de las 

membranas celulares, así como de las macromoléculas en el interior celular. Las 

proteínas son especialmente sensibles a desnaturalización bajo condiciones de estrés, 

lo que resulta en la pérdida de su función. La célula cuenta con un sistema para degradar 

proteínas dañadas. En este sistema un componente fundamental es el proteasoma y las 

enzimas encargadas de la ubiquitinación de proteínas (Goldberg, 2007). Estudios 

recientes por mapeo de QTLs (Quantitative Trait Loci) identificaron genes relacionados 

con la vía de degradación del proteasoma a la respuesta hidrotrópica en plántulas de 

maíz. Entre ellos se encontraron: RPN7, subunidad reguladora del proteasoma 26S; 

TPA, enzima deubiquitinante y; E2, enzima conjugadora de ubiquitina. Ensayos 

preliminares muestran que, durante la germinación, plántulas de maíz bajo condiciones 

óptimas el patrón de ubiquitinación de proteínas es similar; sin embargo, al ser sometidas 

a reto hidrotrópico, muestran patrones de ubiquitinación distintos. Sin embargo, no se 

conoce que zonas de la raíz, son las más susceptibles a la ubiquitinación. Por otra parte, 

se desconoce el patrón de ubiquitinación en plántulas con respuesta hidrotrópica débil. 

Una respuesta común de las plantas para evitar el daño celular es la síntesis de 

osmoprotectores. La trehalosa es un disacárido no reductor formado por dos moléculas 

de glucosa. Aunque usualmente se considera un metabolito de reserva, también ha sido 

reportado como osmoprotector y como molécula protectora contra otros tipos de estrés 

ya que protege la estructura terciaria de las proteínas (Lins et al., 2004). Resultados 

reportados por Miranda y cols. (2007) en plantas Arabidopsis thaliana sobre-expresoras 

de las enzimas trehalosa sintasa y trehalosa 6 fosfatasa (TPS-TPP) en condiciones de 
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sequía, salinidad y bajas temperaturas, sugieren que la tolerancia puede deberse a que 

el metabolismo de la trehalosa juega un rol regulatorio en la expresión de genes durante 

el desarrollo y de la respuesta a condiciones ambientales. En plantas de alfalfa 

transformadas con la construcción bifuncional de las enzimas TPS-TPP bajo un promotor 

inducible por estrés, se observó un aumento en la tolerancia a la sequía (Suárez et al., 

2009). En este caso el aumento en la producción de biomasa (62%) en las líneas 

transformadas se relacionó con un incremento en la acumulación de trehalosa. Sin 

embargo, no se conoce la concentración de este azúcar en las raíces de maíz sometidas 

a reto hidrotrópico ni su posible relación con los tropismos. Finalmente, la determinación 

de trehalosa en raíces con respuesta hidrotrópica robusta y débil nos permitirá vislumbrar 

si esta azúcar juega un papel como una chaperona química de proteínas en raíces 

sometidas al reto hidrotrópico. 
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II. MARCO TEÓRICO 
2.1. Maíz 
La región mesoamericana constituye el centro de origen y diversidad de numerosas 

especies vegetales, pero una de sus contribuciones más importantes es el maíz. Este es 

la forma cultivada del género Zea y los investigadores involucrados en su estudio han 

reconocido en el teocintle su ancestro, con base en la teoría de la evolución progresiva 

del mismo (Kato et al., 2009). El género Zea pertenece a la familia Poaceae; 

particularmente este género en la región de México y Centroamérica está representado 

por cinco especies. La especie domesticada conocida es Zea mays L., su pariente 

silvestre más cercano es el teocintle de las subespecies parviglumis y mexicana (Kato et 

al., 2009). Con relación a la domesticación y diversificación del maíz existen dos teorías 

alternativas. La primera propone que tuvo un origen multicéntrico a partir de diferentes 

poblaciones de teocintle hace unos 8,000 años. La segunda es la teoría del evento único 

de domesticación (unicéntrica) que propone que las poblaciones del teocintle de la raza 

Balsas o subespecie (ssp.) parviglumis localizadas en el centro de la cuenca del Balsas 

dieron origen al maíz. 

2.1.1 Características morfológicas 
El maíz es una planta de porte robusto, hábito anual y rápido desarrollo. El tallo es simple, 

erecto, con nudos y entrenudos más o menos distantes y de longitud elevada, 

alcanzando alturas de 2 a 6 metros (Figura 1). Las hojas alargadas nacen en los nudos 

de manera alterna, se encuentran abrazadas al tallo, presentan un ancho y tamaño 

variable, la nervadura es paralelinervia, tienen borde áspero, finamente ciliado y 

ligeramente ondulado. El número de hojas depende de la variedad, la época de siembra, 

entre otros factores; aunque, usualmente está relacionado con el potencial productivo. 

 

Figura 1. Esquema de las partes de una planta de maíz (Foto tomada de 

http://www.biologia.edu.ar/botanica/tema5/5_1sexualidad.htm). 

http://www.biologia.edu.ar/botanica/tema5/5_1sexualidad.htm
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El maíz es una planta monoica con flores masculinas y femeninas separadas 

espacialmente. Las flores masculinas se encuentran como inflorescencia terminal 

estaminada y tienen forma de panícula. Las flores femeninas se sitúan a mediana altura, 

en una ramificación lateral cilíndrica envuelta por brácteas o espatas (Figura 1). Los 

estilos de cada flor sobresalen formando sedas y cada flor fecundada dará lugar a un 

grano dentro de la mazorca. Como resultado de esta separación de mazorca y panícula, 

y del fenómeno llamado protrandia en la floración, el maíz es una especie alógama (de 

polinización cruzada) y su tipo de inflorescencia ha permitido la producción de híbridos 

con alto potencial de rendimiento y amplia adaptación. El sistema radicular del maíz 

consta de raíces que se forman durante la embriogénesis y otras que se forman 

posteriores al desarrollo embrionario. El sistema que se forma durante la embriogénesis 

consiste en una raíz primaria y numerosas raíces seminales; mientras que el post-

embrionario consta de raíces adventicias y otras que emergen del periciclo. La raíz 

primaria emerge del polo basal de la semilla y es esencial durante las primeras etapas 

del desarrollo. Por su parte las raíces seminales tienen también un origen embrionario. 

El número es controlado por gran cantidad de genes y es altamente variable entre 

genotipos. Las raíces seminales junto con la raíz primaria son las determinantes del vigor 

de las plántulas. 

2.1.2 Usos 
El maíz es el cultivo más representativo de México por su importancia económica, social 

y cultural. Todas las partes de la planta son utilizadas de alguna manera y con diferentes 

propósitos. Las raíces y horcones se emplean como abono o combustible, el tallo se 

emplea en la construcción, así como en la artesanía. También ha servido como medicina 

para curar males del cuerpo y en ritos religiosos para curar el alma. Las hojas se emplean 

como envoltura de tamales, para objetos rituales o artesanales, para amarrar manojos 

de hierbas y especias. El corazón de la mazorca se usa como combustible y alimento 

para animales, como herramienta para desgranar mazorcas, pulir la madera o como 

tapón de recipientes. Actualmente en la industria se utiliza como forraje en la 

alimentación animal y en la obtención de compuestos químicos que son comercializados 

en alimentos, medicinas y cosméticos: miel de maíz, azúcar de maíz, dextrosa, almidón 

o fécula, aceite, color caramelo, dextrina, malto dextrina, ácido láctico y sorbitol. 

Adicionalmente se puede obtener etanol, un alcohol derivado de la fermentación del 

almidón, que se utiliza principalmente como combustible de automóviles por lo que se 

considera además un recurso energético renovable (Esteva, 2003). Su principal uso está 
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relacionado con el consumo para la alimentación humana y animal. Según los datos de 

SAGARPA la producción de maíz en grano se divide en blanco y amarillo; siendo el 

primero empleado principalmente en el consumo humano, mientras que el segundo se 

emplea en la producción pecuaria o la industria. El consumo promedio per cápita en 

México es de 196.4 Kg al año, usualmente se consume como tortillas y representa el 

20.9% del gasto total en alimentos, bebidas y tabaco de las familias mexicanas. 

2.1.3 Cultivo 
El maíz se adapta a una amplia variedad de suelos donde puede producir buenas 

cosechas, si se emplean los cultivares adecuados y técnicas de cultivo apropiadas. Los 

suelos idóneos para su cultivo son los de textura media, fértiles, bien drenados, 

profundos y con elevada capacidad de campo. El factor que más afecta la producción es 

la disponibilidad de agua, especialmente durante la época de floración, la cual es 

especialmente sensible al estrés hídrico porque de esto depende el desarrollo, 

polinización y llenado de los granos. Según el Departamento de Agricultura de Estados 

Unidos durante el año 2018 se estima una disminución del 3.31% en la producción de 

maíz a nivel mundial respecto al 2017 debido a la sequía. 

2.2. Estrés en plantas 
Las plantas se encuentran en constante interacción con factores ambientales (bióticos y 

abióticos) durante su ciclo de vida. Estos factores van a modular por tanto el crecimiento 

y desarrollo de estas e incluso su supervivencia. Cuando un factor ambiental produce 

una afectación en el desarrollo de un organismo se considera a este factor un estrés. 

Entre los factores abióticos que tienen efectos devastadores sobre las producciones 

agrícolas se encuentran: la sequía, la disponibilidad de nutrientes, la alta salinidad y las 

temperaturas extremas (Ahmad y Prasad, 2012). La sequía es el estrés más devastador; 

entre sus efectos se encuentran: a nivel celular y molecular la reducción de la tasa de 

división y expansión celular. Esta reducción en la división y expansión celular provoca 

que a nivel de organismo ocurra la reducción en el área foliar, la reducción en la 

elongación del tallo y las raíces. Por su parte a nivel fisiológico ocurren cambios en la 

conductancia estomática y como consecuencia en la concentración y absorción de 

nutrientes (Lambers et al., 2008). Debido a que las precipitaciones no alcanzan los 

niveles adecuados, actualmente más del 35% de la superficie agrícola en el mundo es 

considerada árida o semiárida (Diaz-López et al., 2012). Las regiones afectadas por 

sequía experimentan pérdidas en la productividad por encima del 50% comparadas con 

zonas no afectadas (http://www.fao.org/nr/water/issues/scarcity.html). Se estima que 

http://www.fao.org/nr/water/issues/scarcity.html
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para el año 2025, 1800 millones de personas estarán viviendo en regiones con absoluta 

escasez de agua (menos de 500 m
3
 al año per cápita), y dos tercios de la población 

mundial estarán bajo condiciones de estrés hídrico. Según estimaciones de la FAO, para 

el año 2050 la producción de alimentos debe incrementarse en un 60% para poder 

garantizar la seguridad alimentaria global y para lograrlo deberán incrementarse y 

conservarse los recursos naturales como el agua. Actualmente, las reservas de agua del 

planeta han disminuido de manera significativa debido principalmente al cambio 

climático, lo que implica la necesidad de su uso racional y óptimo.   

México es un país vulnerable a la sequía debido a que el 52% de su territorio está 

catalogado como árido o semiárido. Catorce de sus estados se consideran sitios con baja 

precipitación pluvial, lo que provoca que los periodos de sequía se presenten de manera 

recurrente. La sequía de los últimos años en México ha afectado grandes extensiones 

de tierra. En el año 2010 el director de CONAGUA señaló que la tercera parte del país 

sufría desabastecimiento de agua y para ese entonces se calculaba una pérdida de 

700,000 hectáreas. Sin embargo, los años 2011 y 2012 fueron los más secos de los 

últimos 70 años y afectaron más del 80% del territorio nacional, causando pérdidas en la 

agricultura que sobrepasaron los 16 billones de pesos (Ortega-Gausin et al., 2016). De 

esta cantidad, 9000 millones correspondieron a los cultivos perdidos de maíz y 6000 

millones a los de frijol. 

2.2.1 Efectos de la sequía 
En respuesta a condiciones de estrés abiótico se inducen cambios morfológicos, 

fisiológicos y anatómicos, desde el nivel celular y hasta a nivel del individuo (Ahmad y 

Prasad, 2012). Estos cambios conllevan un costo energético que tiene un efecto negativo 

en el crecimiento, la productividad, el perfil metabólico y el potencial nutricional. Entre los 

cambios más frecuentes se encuentran: disminución del crecimiento, de la conductancia 

estomática y de la absorción de nutrientes. 

• Disminución del crecimiento y la productividad 

El crecimiento se define como el incremento en tamaño o volumen que incluye división, 

elongación y diferenciación celular, siendo los dos primeros afectados por la presión que 

ejerce el agua sobre la membrana plasmática y la pared celular denominada: turgencia 

celular. Usualmente en condiciones de sequía disminuye el contenido relativo de agua 

en la planta y como consecuencia disminuye el volumen celular, se pierde la turgencia y 

se concentran los solutos en el interior. Esta reducción en la turgencia resulta en una 
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disminución de la expansión foliar y de la elongación de las raíces (Taiz y Zeiger, 2010). 

La disminución en el crecimiento usualmente se mide en función de la biomasa que es 

capaz de acumular una planta en un periodo de tiempo. Díaz-López y col. (2012) 

estudiaron el crecimiento de plantas de Jatropha curcas bajo condiciones de sequía y 

observaron que el peso seco de hojas, tallo y raíces disminuía gradualmente con el 

aumento en la intensidad y duración del estrés. Sin embargo, los cambios más drásticos 

en la acumulación de biomasa se observaron en las raíces. En plantas de maíz con 

diferentes tratamientos de irrigación se observó que la altura, el diámetro del tallo y el 

área foliar disminuyó considerablemente con el aumento de la sequía (Anjum et al., 

2011). Adicionalmente se observó una reducción significativa en componentes del 

rendimiento como producción de granos, tamaño del grano, número de filas en la 

mazorca e índice de cosecha (Anjum et al., 2011a). 

• Conductancia estomática 

El déficit de agua en el suelo provoca que aumente la concentración de ácido abscísico 

(ABA). Esta hormona, específicamente en las células oclusivas de los estomas provoca 

eflujo de K+ y aniones, remoción de sacarosa, entre otros, lo que disminuye la presión 

de turgencia e inducen el cierre estomático (Fujii et al., 2014). Al cerrarse los estomas se 

disminuye la tasa de transpiración para evitar la pérdida de agua. Como consecuencia, 

disminuye la tasa fotosintética y por lo tanto la tasa de crecimiento de la parte aérea. 

Consecuentemente ocurre mayor translocación de foto-asimilados hacia las raíces para 

asegurar el crecimiento de estas hacia las capas más profundas del suelo donde hay 

mayor disponibilidad de agua por lo que se  afecta la proporción raíz/parte aérea. En 

experimentos realizados con plantas de Jatropha curcas, con suspensión de riego, se 

observó que se limitaba la apertura estomática y el intercambio gaseoso debido a que la 

tasa de asimilación neta de CO2 disminuyó a medida que aumentaba el estrés por sequía 

(Diaz-López et al., 2012). En este caso la disminución se relacionó con una respuesta 

adaptativa para evitar los daños ocasionados en ambientes áridos. Kim y van Lersel en 

2011, plantearon que para asegurar la supervivencia en condiciones de poca 

disponibilidad de agua era necesario reducir el uso de agua para incrementar la 

señalización por ABA demostrando que la hipersensibilidad potencia la tolerancia a la 

sequía. Xiao y col. en 2009 transformaron plantas de arroz con la construcción 

HVA22P:LOS5 empleando un promotor inducible por deshidratación y de esta forma 

demostraron que la hipersensibilidad a ABA favorece la mayor productividad en 
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condiciones de estrés por sequía.    

• Absorción y asimilación mineral 

La sequía tiene efectos importantes en la adquisición de nutrientes en la raíz y su 

transporte hacia la parte aérea, debido a que la limitación en la disponibilidad de agua 

en el suelo resulta en una limitación en la toma de nutrientes (Rouphael et al., 2012). 

Cuando el suelo se encuentra bien abastecido de agua la planta mantiene sus estomas 

abiertos y la alta tasa de transpiración mantiene el flujo pasivo de agua y solutos de bajo 

peso molecular como iones, ácidos orgánicos, aminoácidos y azúcares por difusión y 

flujo de masa (Taiz y Zeiger, 2010). El nitrógeno es uno de los nutrientes que se requiere 

en mayor cuantía pues forma parte de numerosos componentes celulares como 

aminoácidos y ácidos nucleicos. La sequía puede disminuir la disponibilidad de nitrógeno 

y por tanto su absorción a través de las raíces debido a reducción en la mineralización 

del suelo (Rouphael et al., 2012). Kirnak et al. (2002) demostraron que los tratamientos 

de sequía en plantas de melón reducían significativamente la concentración de 

macronutrientes en las hojas, especialmente de nitrógeno. Otro de los nutrientes 

esenciales para el crecimiento vegetal es el fósforo, que forma parte de los ácidos 

nucleicos, fosfolípidos, fosfoproteínas y nucleótidos que almacenan energía. Bajo 

condiciones de estrés por sequía se afecta la formación de las semillas, se favorece la 

senescencia prematura de hojas y retraso en el inicio de la floración (Rouphael et al., 

2012). Desde el punto de vista nutricional, la disminución en la toma de fósforo afecta la 

calidad de frutas y vegetales disminuyendo su contribución a la dieta. Esta disminución 

representa una afectación en el 11% del total de fósforo requerido en la dieta humana. 

El potasio es otro macronutriente requerido para procesos fisiológicos como la 

fotosíntesis, la activación de enzimas, la síntesis de proteínas, el mantenimiento de la 

turgencia, entre otros. Bajo condiciones de sequía intensa disminuye su movilidad y se 

afecta la calidad de las frutas. Entre las afectaciones más frecuentes en tomates y 

pimientos se encuentran aumento en la acidez y el contenido de licopenos, afectación 

en el tamaño y coloración, así alteraciones en la maduración (Rouphael et al., 2012). 

Teniendo en cuenta que las frutas y vegetales contribuyen en un 35% al total de potasio 

requerido en la dieta, podemos decir que la disminución en su contenido causada por 

sequía tiene un efecto negativo desde el punto de vista nutritivo. 

2.2.2 Mecanismos para evitar la sequía 
La supervivencia en ambientes hostiles involucra el desarrollo de mecanismos de 
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tolerancia o resistencia a condiciones de estrés. La tolerancia consiste en sobrevivir el 

estrés sin tener daños; mientras que la resistencia implica ajustar el ciclo de vida a los 

periodos de ausencia de estrés. Un mecanismo que permite la tolerancia a la sequía es 

la acumulación de solutos osmóticamente activos en el interior celular (Mohammad y 

Heidari, 2008). Esta acumulación permite que disminuya el potencial de agua en la planta 

con respecto al potencial de agua del suelo y por tanto facilita la toma de agua por la 

raíz. Entre los solutos que aumentan su concentración están: azúcares, ácidos 

orgánicos, aminoácidos y iones como el potasio. Estos solutos compatibles no interfieren 

en la actividad de las enzimas y adicionalmente son capaces de servir como 

osmoprotectores de membranas celulares y proteínas (Mohammad y Heidari, 2008). 

Aunque los mecanismos de ajuste osmótico han sido mejor descritos en las hojas, las 

raíces también son capaces de variar su contenido de solutos para obtener más agua 

del suelo (Díaz-López et al., 2012). 

Las raíces de la planta son el sitio primario de toma de agua y nutrientes. Estas tienen la 

capacidad de detectar y responder a cambios fisicoquímicos del suelo ajustando su 

crecimiento y sus sistemas de transporte de agua. El crecimiento, la proliferación, 

densidad y distribución de las raíces son factores claves en la respuesta de las plantas 

a la sequía (Rouphael et al., 2012). Un ejemplo de esto son las plantas de coliflor, luego 

de 50 días de sequía las raíces alcanzaron una longitud de 90 cm mientras que bajo 

condiciones de buena irrigación la longitud era de 70 cm (Rouphael et al., 2012). En 

particular las alteraciones anatómicas y morfológicas inducidas por sequía, resultan en 

modificaciones de la habilidad de exploración del suelo debido a cambios en parámetros 

como la formación de raíces laterales o cambios en la tasa y dirección del crecimiento 

de la raíz hacia condiciones favorables de agua y nutrientes (Rouphael et al., 2012).  

2.2.2.1 Acumulación de solutos osmóticamente activos 
Bajo condiciones de estrés resulta clave asegurar la estabilidad de las membranas 

celulares, así como de las macromoléculas en el interior celular. Las proteínas son 

especialmente sensibles a desnaturalización bajo condiciones de estrés, lo que resulta 

en la pérdida de su función. La síntesis de solutos compatibles tiene como función 

principal el mantenimiento de la turgencia celular y la toma de agua, aunque también se 

han relacionado con la eliminación de radicales libres o como chaperonas químicas en 

la estabilización de membranas y proteínas (Wang et al., 2003; Mohammad y Heidari, 

2008). La sobreexpresión de estos solutos en plantas transgénicas puede resultar en un 

incremento de la tolerancia al estrés (Pilon-Smits et al., 1998). Un gran número de rutas 
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de síntesis o de transporte de solutos como la prolina, la glicina-betaina y la trehalosa 

han sido blanco de modificaciones genéticas para aumentar su concentración y así 

generar resistencia (Kavi-Kishor et al., 1995; Garg et al., 2002; Khan et al., 2008). Los 

azúcares tienen un rol protector importante contra diversas condiciones estresantes ya 

que pueden actuar como moléculas señal (Sami et al., 2016). La trehalosa es un 

disacárido formado por dos moléculas de glucosa unido por enlaces 1-1 (α-D-

glucopiranosil1-1, 1-α-D-glucopiranósido), este tipo de enlace le confiere la  

característica particular de ser un azúcar no reductor Este azúcar se encuentra 

ampliamente distribuido y presenta diversas funciones, tales como carbohidrato de 

reserva, molécula de señalización y de osmoprotección en muchos organismos 

(Arguelles, 2014; Fernández et al., 2010). Esta molécula es capaz de inhibir la actividad 

de la enzima hexoquinasa y de esa forma redireccionar el metabolismo de azúcares en 

plantas (Wingler 2002; Grennan 2007). La manipulación genética de las enzimas 

involucradas en las vías de síntesis o degradación de solutos compatibles en plantas no 

siempre llevan a la acumulación de los mismo, por lo que no se pueden asociar 

únicamente con su función como osmoprotectores. Esta acumulación puede estar 

relacionada a brindar protección contra especies reactivas de oxígeno o con actividad 

como chaperonas químicas. Ha sido demostrado que la trehalosa 6 fosfato induce la 

producción de enzimas antioxidantes en presencia de metales pesados (Keunen et al., 

2013; Martins et al., 2014; Mostofa et al., 2015).  En presencia de altos niveles de 

trehalosa, plantas de arroz creciendo con metales pesados tales como el Cu2+ lograron 

disminuir la toma de este, así como regular los sistemas antioxidantes (Mostofa et al., 

2015). Haoyue y col. (2019) encontraron altos niveles de transcrito de seis genes que 

codifican para la trehalosa sintasa y la trehalosa fosfato fosfatasa en una especie de 

Viola tolerante a Cd2+. Cuando compararon con otra especie no tolerante encontraron 

menores niveles de transcrito, lo que implica que la trehalosa tiene un papel esencial en 

las diferencias fenotípicas de tolerancia a Cd2+ (Haoyue et al., 2019). Además, la 

trehalosa ha sido reportada como protector antiestrés abiótico en plantas de la 

resurrección (Selaginella lepidophylla) debido a su acumulación como soluto compatible 

(Iturriaga et al., 2009) y a su capacidad para mantener una adecuada capa de solvatación 

en las proteínas (Lins et al., 2004).   

En plantas de arroz transformadas para sobre-expresar las enzimas TPS-TPP 

involucradas en la síntesis de trehalosa se observó tolerancia a múltiples condiciones de 
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estrés (Garg et al., 2002). Un modesto incremento en los niveles de trehalosa resultó en 

una mayor capacidad fotosintética y en la simultánea disminución en el daño oxidativo, 

lo que pareciera indicar su función como osmoprotector (Garg et al., 2002). Suárez y 

cols. (2009), sobre-expresaron la construcción bifuncional de las enzimas para la síntesis 

de trehalosa de S. cerevisiae en alfalfa (Medicago sativa), bajo un promotor constitutivo 

y otro inducible por estrés. Los resultados obtenidos mostraron un aumento de biomasa 

en las líneas bajo el promotor inducible, así como una mayor tolerancia a diferentes 

condiciones de estrés abiótico como deshidratación, salinidad y bajas temperaturas, en 

comparación con las plantas silvestres. En plántulas de maíz sometidas a un tratamiento 

con polietilenglicol (PEG) se observó un aumento en la concentración de azúcares 

solubles en tallo y raíz que se relacionó con el aumento en la tolerancia (Mohammad y 

Heidari, 2008). Además, estudios en algas sometidas a condiciones de deshidratación y 

rehidratación mostraron que los niveles de transcrito de trehalosa sintasa, así como la 

actividad de esta aumentaron significativamente durante las primeras horas de 

deshidratación (1-4 h) (Fierro et al., 2017). 

2.2.2.2 Tropismos 
Las respuestas trópicas consisten en el movimiento de curvatura que se produce como 

consecuencia de un crecimiento diferencial en respuesta a un estímulo externo, ya sea 

movimiento hacia o en dirección opuesta al mismo (Taiz y Zeiger, 2010). Se han definido 

varios tipos de tropismos en plantas, entre ellos el fototropismo, el gravitropismo y el 

tigmotropismo (Figura 2). 

 

Figura 2. Esquema representativo de los diferentes tropismos descritos en plantas. (Foto tomada de 

https://revolucion.news/cienciario.mx/no-camino-pero-me-muevo-movimiento-en-plantas/).  

El crecimiento diferencial de la raíz en respuesta a un gradiente de humedad en el suelo 

se define como hidrotropismo (Takahashi y Scott, 1991). Aunque resulta difícil desligar la 

https://revolucion.news/cienciario.mx/no-camino-pero-me-muevo-movimiento-en-plantas/
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curvatura hidrotrópica de otras respuestas como las gravitrópicas, Eapen y col. en 2005 

modificaron el sistema planteado por Takahashi y Scott en 1991 con este fin. El sistema 

consiste en una cámara acrílica conteniendo una solución sobresaturada de K2CO3 en 

el fondo y dos hidroestimulantes localizados en las paredes de la cámara. Dicho sistema 

permitió estudiar la respuesta hidrotrópica en plántulas de maíz y clasificar a las mismas 

en función del ángulo de curvatura en dos categorías. Cuando el ángulo de curvatura es 

menor que 40 grados se clasifican como plántulas con respuesta hidrotrópica débil y 

cuando el ángulo es mayor que 40 grados se dice que la respuesta hidrotrópica es 

robusta (Eapen et al., 2017). Muchas plantas usan la respuesta hidrotrópica como un 

mecanismo para evitar el estrés hídrico. Experimentos de campo realizados por Eapen 

y col. con las plántulas previamente clasificadas como débiles y robustas reforzaron la 

hipótesis de que las segundas son más resistentes a condiciones de sequía. En 

condiciones de riego lateral, así como de falta de riego, las plantas con respuesta 

hidrotrópica robusta fueron capaces de mantener la producción de biomasa y granos, 

mientras que las débiles fueron afectadas (Eapen et al., 2017). Estudios recientes por 

mapeo de QTLs han identificado en plántulas de maíz con respuesta hidrotrópica robusta 

genes relacionados con la vía de degradación de proteínas mediada por el proteasoma. 

Entre estos se encuentran RPN7: subunidad reguladora del proteasoma 26S, TPA: 

enzima deubiquitinante y E2: enzima conjugadora de ubiquitina (resultados no 

publicados). 

 

2.3. Sistema para la degradación de proteínas 
Para hacer frente al estrés, las plantas activan un gran conjunto de genes que conducen 

a la acumulación de proteínas específicas asociadas al estrés como las proteínas de 

choque térmico y las de embriogénesis tardía. La disfunción de enzimas y proteínas 

ocurre durante condiciones de estrés, por lo tanto, mantenerlas en sus conformaciones 

funcionales y prevenir la agregación de proteínas resulta particularmente importante para 

la supervivencia celular (Wang et al., 2003). Se ha demostrado que algunas de estas 

actúan como chaperonas moleculares responsables de la síntesis, direccionamiento y 

maduración y en caso de no poder devolverlas a su conformación entonces favorecen 

su degradación. La célula cuenta con un sistema para degradar proteínas dañadas, el 

proteosoma (Liu et al., 2011). En este sistema un componente fundamental son las 

enzimas encargadas de la ubiquitinación de proteínas, molécula que se utiliza como 
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señal de degradación (Goldberg, 2007). La ubiquitina es una proteína pequeña 

compuesta por 76 aminoácidos. La presencia de un residuo de Glicina en el C-terminal 

resulta clave para la conjugación a otras moléculas de Ub y al sustrato (Stewart et at., 

2006). El proceso de ubiquitinación se lleva a cabo en tres etapas. Durante la primera 

etapa se activa la molécula de ubiquitina por la enzima E1. La segunda etapa es la 

transferencia de la ubiquitina activada con la consecuente formación de un intermediario 

E2-Ub y es llevado a cabo por la enzima E2 o enzima conjugadora de ubiquitina. La 

tercera etapa consiste en la transferencia de la ubiquitina desde el intermediario al 

sustrato o molécula blanco y es llevada a cabo por la E3 o Ub-ligasa (Liu et al., 2011) 

(Figura 3). 

 

Figura 3. Esquema representativo de la vía ubiquitina-proteasoma para la degradación de proteínas 

(tomado de Gomes, 2013). 

La modificación covalente de adición de ubiquitina es dependiente de ATP (Smalle et al., 

2003). El número de moléculas de ubiquitina, así como la topología de la cadena poli-

ubiquitinada determina su función particular. La cadena de ubiquitina se forma por unión 

covalente de la ubiquitina en residuos de glicina o lisina en las posiciones 6, 11, 27, 29, 

33, 48 y 63; lo que está conservado entre especies. Los polímeros de ubiquitina 

compuestos por más de cuatro moléculas generalmente son degradados por el 

proteasoma 26S, mientras que las proteínas mono-ubiquitinadas generalmente alteran 

su actividad y transporte (Yu et al., 2016).  

El proteasoma 26S es un complejo multimérico de aproximadamente 2.4 MDa formado 
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por un centro con actividad proteasa (20S) de una masa molecular aproximada de 750 

kDa y de forma cilíndrica, cubierto en uno o sus dos extremos por una partícula 

reguladora (19S) con una masa aproximada de 700 kDa (Yang et al., 2004; 

Konstantinova et al., 2008; Murata et al., 2009; Tanaka, 2009). El centro catalítico 20S 

está formado por cuatro anillos de siete subunidades cada uno; siendo los dos exteriores 

subunidades alfa y los internos conformados por unidades beta. Las subunidades beta 

son las que tienen actividad hidrolítica tipo caspasa, tripsina y quimiotripsina. Estas 

actividades aseguran cortes en el extremo C-terminal de aminoácidos ácidos, básicos e 

hidrofóbicos respectivamente. Dicha actividad se debe a las subunidades β1, β2 y β5 

(Moreno, 2009; Kish-Trier y Hill, 2013).  

La partícula reguladora (19S) asiste en el reconocimiento de los sustratos ubiquitinados, 

el desplegamiento de la proteína blanco, la remoción de Ub y la apertura de las 

subunidades alfa para la entrada del polipéptido al poro catalítico (Yang et al., 2004; 

Palma et al. 2002). La partícula reguladora 19S está formada por al menos 17 

subunidades que debido a su actividad ATPasa se conocen como Rpt (regulatory particle 

of triple-ATPase) y otras Rpn (regulatory particle non-ATPase) por la ausencia de 

actividad (Moreno, 2009). Dentro de las subunidades del 19S, Rpn 11 es una 

metaloproteasa involucrada en la liberación de la marca de ubiquitina por el extremo 

proximal. Rpn 6 por su parte, es esencial para el correcto ensamblaje de la “tapa” pero 

su efecto una vez ensamblado el proteasoma es pequeño. Las subunidades Rpt del 1 al 

6 interactúan directamente con los anillos externos del 20S y son necesarias para 

desplegar el sustrato e introducir las proteínas. Mientras que las Rpn 1, 2, 10 y 13 

funcionan para el anclaje y reconocimiento de la cadena de ubiquitina.  
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Figura 4. Esquema representativo de los componentes del proteasoma 26S (tomado de Murata et al., 

2009). 

El proteasoma en su conformación 26S es capaz de degradar proteínas que han sido 

previamente marcadas con ubiquitina y que antes de entrar al centro catalítico son des-

plegadas de su estructura nativa. Puede encontrarse flanqueado por una o dos partículas 

reguladoras 19S (19S-20S-19S o 19S-20S). Existen otros complejos reguladores involu-

crados en la degradación de proteínas no ubiquitinadas, los que han sido identificados 

en mamíferos como PA28 (también conocido como 11S) y PA200 y en levadura Blm10 

(análogo de PA200) (Aritzabal et al., 2019). Las proteínas intrínsecamente desordenadas 

o las proteínas oxidadas por su parte pueden internalizarse en el centro catalítico y ser 

degradadas por el proteasoma en su conformación 20S (Davies, 2001; Tanaka, 2009). 

Las evidencias obtenidas sugieren que el tipo de complejo regulatorio o su ausencia, 

determina el tipo de sustrato que será degradado, la actividad del centro catalítico y los 

oligopéptidos que se obtengan de la degradación. La capacidad de ensamblaje y desen-

samblaje del proteasoma 26S, así como los complejos regulatorios diferentes al 19S, en 

un contexto fisiológico determinado responden a las necesidades catalíticas celulares 

(Aritzabal et al., 2019). Es por ello que resulta interesante conocer cuales conformacio-

nes del proteasoma se encuentran presentes durante la respuesta hidrotrópica. Estudios 

en algas tolerantes a deshidratación sometidas a condiciones de deshidratación y rehi-

dratación mostraron que los niveles de ubiquitina aumentaron después de dos horas de 

deshidratación alcanzando valores máximos a las cuatro horas (Fierro, 2017) y fueron 

considerados uno de los factores involucrados en conferir tolerancia. Experimentos con 
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mutantes de la enzima E3 ligasa en Arabidopsis thaliana sometidas a déficit hídrico du-

rante 15 días y luego reabastecidas, exhibieron una alta tasa de supervivencia compa-

radas con el tipo silvestre (46.1% y 10.9%, respectivamente); además, éstas son hiper-

sensibles a ABA y tolerantes a sequía (Liu et al., 2011). Estudios de transcriptómica y 

proteómica en varias especies, muestran que el sistema ubiquitina-proteasoma puede 

ser activado adicionalmente por metales pesados como Cd2+, Cu2+, Hg2+ y Pb2+. Un ejem-

plo de esto fue la fuerte estimulación de genes de poliubiquitinación en frijol y arroz por 

altas concentraciones de Hg y bajas concentraciones de Cd (Oono et al., 2016). El aná-

lisis del transcriptoma en dos especies de Viola, una planta tolerante hiperacumuladora 

de Cd2+ y la otra no tolerante, mostraron que los niveles de transcrito de genes de la vía 

de degradación mediada por el proteasoma en tallos y raíces eran mayores en la especie 

tolerante, lo que sugiere que la tolerancia a metales puede estar mediada por la degra-

dación de proteínas anormales (Haoyue et al., 2019). 

2.4. Cambios morfológicos en la raíz asociados a estrés. 
Las plantas han desarrollado una serie de estrategias evolutivas para lidiar con 

situaciones de estrés como la modificación en la expresión de acuaporinas para modificar 

la conductancia estomática, la pérdida de hojas para limitar la transpiración, el ajuste 

osmótico, entre otros. Uno de los cambios morfológicos que suceden en la raíz como 

consecuencia del estrés causado por inundación, es la formación de aerénquima por 

muerte celular o lisis de las células corticales. El aerénquima favorece el intercambio de 

gases y por tanto la supervivencia de los cultivos ante estas condiciones. Sin embargo, 

la formación de aerénquima no resulta una respuesta exclusiva a condiciones de 

inundación sino también  a condiciones de sequía. La formación de aerénquima reduce 

la tasa respiratoria y aumenta la sobrevivencia como consecuencia de la reducción en el 

costo metabólico. Esto se debe a que la reducción en el costo metabólico permite el 

crecimiento de la raíz y la toma de agua en suelos secos. La reducción en el costo 

metabólico no está ligada únicamente a la formación de aerénquima sino también a la 

disminución en el número de filas de células corticales o al incremento en la talla de estas 

(Gao y Linch, 2016) así como a la disminución en la densidad de raíces laterales. La 

importancia de balancear el costo metabólico es esencial y para ello, las raíces han 

generado diferentes adaptaciones para una mayor y más eficiente adquisición de 

nutrientes, para fomentar la fotosíntesis y optimizar la producción de grano. Esto se debe 

a que el costo metabólico de la exploración del suelo por parte del sistema radicular 

puede alcanzar aproximadamente el 50% de la ganancia fotosintética diaria (Lambers et 
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al., 2002). 

La formación de aerénquima cortical en la raíz (RCA) permite un aumento del crecimiento 

hasta del 70% bajo condiciones deficientes de fosforo y agua y por tanto favorece que 

las raíces exploren y absorban eficazmente los nutrientes y agua del suelo (Zhu et al. 

2010, Postma y Lynch, 2011). Por otro lado, el aumento en la talla de las células corticales 

se ha asociado a la reducción de la tasa respiratoria y por tanto al enraizamiento, lo que 

permite una captura efectiva del agua y los nutrientes del suelo en zonas más profundas 

(Lynch, 2015). De igual forma la reducción en el número de filas de células corticales 

constituye un rasgo adaptativo para tolerar la sequía y mantener la producción de grano 

bajo estrés hídrico (Chimungu et al., 2014). Zhu y colaboradores (2010) reportaron que 

en condiciones de estrés por sequía en líneas de maíz susceptibles se inducía la 

formación de aerénquima en raíces seminales y nodales de 5 y 8 semanas de edad 

respectivamente. 
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III. JUSTIFICACIÓN 
Los cambios climáticos que suceden de manera drástica como incremento en la 

temperatura del planeta, en las precipitaciones, y la sequía, entre otros factores, 

constituyen situaciones estresantes para las plantas. Estas condiciones, 

específicamente la sequía, son factores limitantes en la producción agrícola lo que 

provoca pérdidas cuantiosas. El estudio de líneas de maíz con respuesta hidrotrópica 

robusta empleando técnicas de genética y bioquímica podría ayudar a dilucidar los 

mecanismos que permiten la tolerancia y por tanto buscar estrategias que ayuden a 

aumentar la tolerancia en otros cultivos. Dentro de las moléculas descritas que permiten  

tolerancia a condiciones adversas son los osmoprotectores como la trehalosa, un 

disacárido que ayuda en la contención del estrés debido a su capacidad de proteger las 

membranas y proteínas. Considerando su papel como protector, en el presente trabajo 

compararemos la concentración del disacárido en plantas con respuesta débil y robusta 

durante el reto hidrotrópico.   

Otro de los sistemas que se activan en respuesta a estrés es el sistema ubiquitina-

proteasoma. En respuesta a condiciones estresantes ha sido descrito que las enzimas y 

proteínas pueden perder su función y acumularse como agregados que pueden afectar 

negativamente la supervivencia celular. La respuesta fenotípica de robustez o debilidad 

en plántulas de maíz podría tener como base el funcionamiento diferencial del sistema 

de degradación de proteínas mediado por el proteasoma, aunque no se conoce con 

exactitud si ocurre nivel de expresión o actividad. El posterior análisis de los genes 

involucrados en esta respuesta podría brindar alternativas para mejorar la resistencia en 

plantas de interés económico. Teniendo en cuenta su relación con la tolerancia al estrés 

en el presente trabajo también cuantificaremos las proteínas ubiquitinadas y la subunidad 

reguladora del proteasoma en plántulas de maíz con respuesta hidrotrópica débil y 

robusta.   
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IV. HIPÓTESIS 
Las raíces de plántulas de maíz con respuesta hidrotrópica robusta acumulan mayores 

concentraciones de trehalosa y presentan menor cantidad de proteínas ubiquitinadas que 

aquellas con respuesta hidrotrópica débil. 

 

V. OBJETIVOS  
 

5.1 OBJETIVO GENERAL 
Determinar el papel del proteasoma y de la acumulación de trehalosa en la respuesta 

hidrotrópica de la raíz del maíz. 

5.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Cuantificar los niveles de trehalosa en plántulas de maíz con respuesta 

hidrotrópica débil y robusta. 

• Analizar y cuantificar proteínas ubiquitinadas, las subunidades reguladoras del 

proteasoma y la región 20S. 

• Evaluar cambios morfológicos asociados a la respuesta hidrotrópica.  
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VI. MATERIALES Y MÉTODOS 
6.1 Esquema de trabajo: 

 

6.2 Material Vegetal: 

Se emplearon semillas de las líneas NVOL46 y SNLP17 proporcionadas por el CIMMYT 

(Centro Internacional de Mejoramiento de Maíz y Trigo). Estas fueron previamente 

clasificadas en función de la respuesta hidrotrópica como robusta y débil 

respectivamente (resultados no publicados). Las semillas se esterilizaron durante tres 

minutos con una solución de hipoclorito de sodio al 15% (v/v). Posteriormente se 

enjuagaron tres veces con agua destilada estéril, un minuto cada enjuague. Las semillas 

se pusieron a germinar (imbibición) en charolas conteniendo papeles toalla humedecidos 

con 200 mL de agua destilada estéril. Se incubaron en un cuarto de cultivo por 3 d con 

las charolas en un ángulo de inclinación entre 25 y 30 grados, en condiciones de 

oscuridad y una temperatura de 26 ± 2 grados. 

6.3 Ensayo hidrotrópico: 
Luego de tres días de incubación se tomaron las semillas germinadas con una longitud 

de raíz primaria entre tres y cinco centímetros y se colocaron en reto hidrotrópico. Se 

emplearon esponjas florales previamente humedecidas con agua destilada que se 

colocaron dentro de una caja acrílica a una altura de seis cm. Las plántulas se colocaron 

en la esponja empleando alfileres de forma tal que el ápice de la raíz coincida con el 

borde de esta. Se emplearon dos condiciones: i) 200 mL de solución saturada de K3CO2 

en el fondo de la caja para crear un gradiente de humedad y ii) 400 mL de agua destilada 
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en el fondo de la caja como control (Eapen et al., 2005). Se sometieron al reto durante 

periodos de 6, 12 y 24 h. Adicionalmente se tomaron semillas al momento de la 

germinación como tiempo cero. Transcurrido ese tiempo se colectó la raíz completa y por 

fragmentos (10 fragmentos), siendo el primer fragmento de 1 cm correspondiente a la 

zona apical y el fragmento siguiente también de 1 cm, correspondiente a la zona de 

elongación. Las muestras se almacenaron en frío (-80º) para su posterior análisis. 

6.3 Extracción de proteínas para ensayo de ubiquitinación: 

La extracción de proteínas totales para los ensayos de ubiquitinación se realizó tomando 

una muestra de todo el órgano en las diferentes condiciones, para el ensayo en raíz 

completa, replicado 8 veces. Por otra parte, para el ensayo por fragmentos se tomaron 

10 segmentos de cada zona de la raíz. El protocolo de extracción empleado fue el 

siguiente: 

 

1-Agregar 400 mL de buffer de extracción Laemmli 1X y homogenizar con pistilo 

(Martinez-García et al., 1999). 

2-Incubar durante 10 min a 95º en un thermomixer. 

3-Centrifugar durante 30 min a 14000 rpm y recuperar el sobrenadante. 

4-Precipitar las proteínas del sobrenadante en una mezcla de Metanol-Cloroformo 

(480/160 v/v) y agua (640 mL) (Wessel y Flügge, 1984). 

5-Añadir 300 µL de metanol, centrifugar durante 10 min a 14000 rpm y desechar el 

sobrenadante. 

6-Secar el precipitado durante 30 min 

7-Resuspender el precipitado de proteínas en 50 µL de buffer de extracción e incubar a 

95 grados por 10 min. 

Una vez extraídas las proteínas se cuantificaron por colorimetría para validar que la 

extracción fue exitosa. Se empleó el método de Bradford (Tsaffrir y  Selinger, 1996) y los 

ensayos se realizaron por triplicado. La absorbancia se medió a 595 nm de longitud de 

onda. 

Posteriormente se verificó por electroforesis SDS-PAGE el 15% que las proteínas no se 

hubieran degradado y se tiñó el gel con Coomasie blue (Laemmli, 1970). Una vez 

verificada la integridad, se realizó la transferencia a una membrana de nitrocelulosa 

empleando un buffer de lavado de Western blot (25 mM Tris, 192 mM glicina, 20% 

isopropanol) durante 60 min a 360 mA. Finalmente, esta membrana se tiñó con rojo 

https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0003269796901712#!


32 

 

Ponceau (0.2% p/v Ponceau S en 5% (v/v) ácido acético) durante 5 min para validar la 

transferencia y luego de desteñirla aplicar solución fijadora durante 1 h.  

Para realizar la detección con anticuerpos, la membrana se bloqueó durante 1 h para 

posteriormente aplicar el anticuerpo primario por una hora a 4C. Luego se lavó la 

membrana con buffer TBST para eliminar el exceso de anticuerpo primario y se incubó 

con el anticuerpo secundario correspondiente acoplado a peroxidasa (Tabla 1). 

Finalmente, se reveló la membrana utilizando sustrato concentrado y un tiempo de 

exposición de 5 min en un equipo QUIMI 4.2. Para la detección del 20S, Rpn10 y Rpn 1 

se siguió el protocolo anteriormente descrito pero el revelado se realizó con el sustrato 

diluido 1:5, 1:10, 1:10 respectivamente. Una vez obtenidas las imágenes mediante 

ImageJ se cuantificó la presencia de las proteínas de interés.   

Tabla 1. Anticuerpos primarios y secundarios empleados. 
Anticuerpos Primarios (1:10000) Anticuerpo Secundario (1:5000) 

Mouse-anti-Ubiquitin antibody (Cat. Sc-
9133, Santa Cruz Biotechnology) 

HRP-goat-anti-mouse IgG (H+L) (Cat. 12-
349, Zymed) 

Rabbit-anti-20S antibody       HRP-goat-anti-rabbit IgG (H+L) 

Rabbit-anti-Rpn10 antibody  

Rabbit-anti-Rpn1 antibody (Cat. 98865) 

6.4 Cuantificación del contenido de trehalosa en raíces 
Para la extracción de trehalosa en raíz completa se emplearon 200 mg de tejido fresco 

de raíz (correspondientes a 5 individuos) que se maceraron en nitrógeno líquido y se 

resuspendieron en 1 mL de Etanol 80% (v/v). Posteriormente se incubaron a 80°C 

durante 5 min y se centrifugaron a 14000 rpm para eliminar los restos celulares. El 

sobrenadante se secó en un Savant y posteriormente se resuspendió en 250 µL de agua 

estéril grado HPLC y se filtró empleando filtros de nylon de 0.2 µm (Vázquez-Ortiz y 

Valenzuela-Soto, 2006). Las muestras se analizaron empleando una columna Supelcosil 

LC-NH2 (Sigma Aldrich) con una fase móvil de acetonitrilo:agua (80:20 v/v) y un flujo de 

1mL/min. Se realizó un estándar a 5 mg/mL de los azúcares: Glucosa, Fructosa, 

Sacarosa, Maltosa, Galactosa, Trehalosa, Arabinosa y Manosa. Para la construcción de 

la curva de calibración se tomaron 3, 6, 9 y 12 µL de volumen de esta mezcla. Las 

determinaciones se realizaron por triplicado empleando un volumen de inyección de 10 

µL. El precipitado obtenido de la extracción se secó a 40º durante 24 h y se determinó el 

peso seco. Para la cuantificación de azúcares por fragmentos se emplearon igualmente 

200 mg de tejido fresco correspondientes a las diferentes zonas de la raíz de una 

aproximado entre 30 y 40 individuos.  
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6.5 Análisis histológico de las raíces  
Para el análisis histológico, se colectaron raíces y se cortaron en dos secciones de un 

centímetro cada una, correspondientes al ápice y la zona de elongación. Cada sección 

se cortó completamente de forma transversal y se fijó durante 48 h en refrigeración en 

una solución de Etanol: Ácido Acético (1:1 v/v). Una vez fijadas las muestras se tiñeron 

con azul de Toluidina al 0.05% (p:v), que presenta gran afinidad por los componentes 

ácidos, durante 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se lavaron para eliminar 

el exceso de colorante con agua destilada abundante (Parker et al., 1982). Todas las 

muestras se montaron en un portaobjetos y se observaron al microscopio con un 

aumento de 4x. Se tomaron fotografías de cada corte y posteriormente se analizaron 

empleando el programa RootScan (versión 2.4). De todos los parámetros obtenidos se 

tomaron en cuenta solamente ocho que previamente han sido relacionados con 

condiciones estresantes por sequía o deshidratación: 

• Área sección transversal 

• Área cortical total 

• No. de filas de células corticales 

• Área estela  

• Área xilema  

• Área estela/Área total  

• Área estela/Área cortical 

De los parámetros inicialmente seleccionados se descartó el área del xilema del análisis 

por mostrar valores idénticos en ambas líneas.   

 

6.6 Análisis estadístico 
Los resultados obtenidos fueron transferidos a una base de datos de Excel y 

posteriormente calculadas las medias y desviaciones estándares correspondientes. El 

análisis estadístico se realizó en el programa R (versión 3.6.1) y las gráficas se 

construyeron con el programa Excel. Se comprobó en todos los casos la normalidad y 

homogeneidad de varianza para determinar si los análisis serían paramétricos o no. Para 

las comparaciones entre líneas se empleó una prueba t de Student y para las 

comparaciones múltiples se emplearon ANOVA. En todos los casos se tuvo en cuenta 

un nivel de significancia mayor a 0.05.  
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VII. RESULTADOS Y DISCUSIÓN  
Las semillas de las dos líneas analizadas tienen porcentajes elevados de germinación 

(NVOL: 69.4% y SNLP: 90%). La línea débil (≤39º), mostró tiempos medios de 

germinación mayores que NVOL (4 y 3 d, respectivamente) (Figura 5). Esto pudo deberse 

al hecho de que el almacenamiento de las semillas durante tiempos prolongados provoca 

disminución del vigor, así como retraso en la germinación (Simic et al., 2007). 

 

Figura 5. Porcentajes de germinación de las líneas robusta (A) y débil (B) después de 3 d a 26 º C en la 
oscuridad.  

7.1 Cuantificación de proteínas ubiquitinadas, subunidades reguladoras del 
proteasoma y centro catalítico.  
Una parte de las semillas germinadas se colectaron y el resto se colocaron en el sistema 

para inducir en el reto hidrotrópico por 6, 12 y 24 h. Luego de esos tiempos se cortaron 

las raíces con una navaja y se extrajeron proteínas totales que fueron posteriormente 

cuantificadas (Tabla 2). 

Tabla 2. Determinación de la concentración de proteínas totales (µg/µL) extraídas de raíces de ambas 
líneas después de la germinación, 6 h, 12 h y 24 h en condiciones control (H2O) y reto hidrotrópico 
(solución de K2CO3). 

Robusta  
Germinación 6 h Control 6 h K2CO3 12 h Control 12 h K2CO3 24 h Control 24 h K2CO3 
13.59 28.26 25.12 24.09 21.85 27.01 29.38 

30.92 31.01 30.88 20.90 20.56 26.15 30.19 

31.14 26.62 22.06 21.63 17.85 34.24 26.41 

30.75 20.30 25.85 24.90 23.23 35.61 29.20 

40.26 26.49 32.73 25.29 27.70 32.99 31.74 

28.90 28.77 31.87 20.84 25.16 26.67 28.86 

30.92 28.82 30.11 16.77 23.01 36.86 32.09 

34.49 20.60 29.46 28.17 20.65 30.58 29.12 

Débil 
Germinación 6 h Control 6 h K2CO3 12 h Control 12 h K2CO3 24 h Control 24 h K2CO3 
17.89 16.43 19.40 22.32 19.14 28.77 24.95 

16.39 9.59 22.80 21.81 23.83 20.17 17.98 

16.00 19.87 25.51 19.01 21.94 21.42 22.24 

14.54 19.14 19.35 23.10 20.47 25.20 25.43 

16.04 18.92 18.97 21.08 22.58 30.45 20.69 

10.88 19.23 14.75 20.47 16.34 22.24 22.28 

13.55 17.25 13.42 18.80 16.90 20.13 18.28 

22.80 22.54 19.05 18.49 20.26 19.05 19.40 
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Una vez que fue determinada la concentración de proteínas, se verificó el patrón de 

proteínas totales entre líneas y en los tratamientos. Posteriormente se transfirieron las 

muestras a una la membrana de nitrocelulosa. Se pudo observar que el patrón general 

de proteínas totales se mantiene y que existen pocas variaciones entre las dos líneas y 

tratamientos (reto hidrotrópico con solución de K2CO3 y condición control con agua) 

(Figura 7). Las ligeras diferencias observadas pueden ser atribuidas a variaciones 

individuales intrínsecas. 

      

Figura 6. Patrón de proteínas totales extraídas de raíces completas 3 d después de la imbibición de las 
semillas de la línea con respuesta hidrotrópica robusta (NVOL) y débil (SNLP). (A): Gel SDS-PAGE  y (B): 
membrana de nitrocelulosa teñida con rojo Ponceau. Cada carril corresponde a una raíz completa. PPM: 
Precision Plus Protein Dual Color Standards (Bio-Rad Laboratories). Se cargaron 10µg/µL de proteínas 
totales. 

 

 

Figura 7. Patrón de proteínas totales extraídas de raíces completas de la línea con respuesta hidrotrópica 

A B 
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robusta (NVOL) (A-F) y débil (SNLP) (G-L) ) expuestas a reto hidrotrópico (solución de K2CO3) por 6 h (A, 

B, G y H), 12 h (C, D, I, J) y 24 h (E, F, K, L). Cada carril corresponde a una raíz completa. PPM: Precision 
Plus Protein Dual Color Standards (Bio-Rad Laboratories). Se cargaron 10µg/µL de proteínas totales. 
 

Se llevaron a cabo ensayos de inmunodetección utilizando anticuerpos contra ubiquitina 

para las muestras de ambas líneas 3 días después de la imbibición (Figura 8). Es posible 

apreciar que ambas líneas presentan patrones similares con un gran número de 

proteínas poli-ubiquitinadas. Eso sugiere que durante la germinación no existen 

diferencias apreciables entre ellas.  

 

Figura 8. Perfil de proteínas ubiquitinadas en la raíz completa de las líneas con respuesta hidrotrópica 
robusta (NVOL) y débil (SNLP) después de 3 d de la imbibición de la semilla (NVOL carriles 1-8) (SNLP 
carriles 9-16). 

El ensayo de Western-blot luego de 6 h de reto hidrotrópico mostró diferencias entre 

ambas líneas, siendo NVOL el que presenta mayor grado de ubiquitinación a este tiempo. 

Sin embargo, no existen diferencias en el patrón de ubiquitinación de las plántulas de la 

misma línea en condiciones control (con agua) respecto a la condición con K2CO3 (Figura 

9). Es posible apreciar que, en comparación con los datos observados en raíces a 3 d de 

la imbibición, desaparecen algunas proteínas altamente poli-ubiquitinadas en ambas 

líneas, por lo que si se observan cambios quizás se debe a la manipulación de las 

plántulas al someterlas a los tratamientos (reto hidrotrópico o control). 
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Figura 9. Perfil de proteínas ubiquitinadas en la raíz completa de las líneas con respuesta hidrotrópica 
robusta (A) y débil (B) después de 6 h en condiciones control (agua) y en reto hidrotrópico (solución de 
K2CO3). 

Luego de 12 horas de reto los cambios más apreciables se observaron en SNLP donde 

aparecen proteínas con un alto grado de ubiquitinación que estaban ausentes a las 6 h. 

No obstante, no se observan diferencias entre aquellas sometidas a reto o en 

condiciones control (Figura 10). 

 

 

Figura 10. Perfil de proteínas ubiquitinadas en la raíz completa de las líneas con respuesta hidrotrópica 
robusta (A) y débil (B) después de 12 h en condiciones control (agua) y en reto hidrotrópico (solución de 
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K2CO3). 

 
 

Los ensayos de Western-blot realizados después de 24 h mostraron que el aumento en 

el tiempo de exposición al reto hidrotrópico causa una disminución en la cantidad de 

complejos de poli-ubiquitina (Figura 11), esta diferencia se reafirma con los controles de 

cargas de la membrana teñida con Ponceau (Figura 7). Esto sugiere que el sistema para 

la degradación de proteínas mediado por el proteasoma 26S podría activarse como 

consecuencia de un aumento en los tiempos de exposición al estrés. Sin embargo, no 

se detectan diferencias entre ambas condiciones (agua y solución de K2CO3). 

 

 

Figura 11. Perfil de proteínas ubiquitinadas en la raíz completa de las líneas con respuesta hidrotrópica 
robusta (A) y débil (B) después de 24 h en condiciones control (agua) y en reto hidrotrópico (solución de 
K2CO3). 

 

La ausencia de diferencias entre condiciones fisiológicas puede deberse al hecho de que 

se tomó la raíz completa para la extracción de proteínas totales y no secciones 

correspondientes a diferentes zonas. Por esta razón se procedió a realizar los ensayos 

dividiendo la raíz en secciones correspondientes al ápice/cofia (1. primer centímetro de 

raíz) y zona de elongación (2. segundo centímetro). De igual forma se cuantificaron las 

proteínas totales y se realizaron la electroforesis y transferencia a membrana (Tabla 3 y 

Figura 12). 
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Tabla 3. Determinación de la concentración de proteínas totales (µg/µL) extraídas de fragmentos de raíces de 
ambas líneas después de la germinación, 6 h, 12 h y 24 h en condiciones control (H2O) y reto hidrotrópico 
(solución de K2CO3). 

Robusta 

Zona Germinación 6 h Control 6 h K2CO3 12 h Control 12 h K2CO3 24 h Control 24 h K2CO3 

Ápice  45.94 29.94 42.54 40.09 42.97 29.76 36.73 

Elongación 28.00 21.76 21.29 20.22 22.84 18.28 16.73 

Débil 

Zona Germinación  6 h Control 6 h K2CO3 12 h Control 12 h K2CO3 24 h Control 24 h K2CO3 

Ápice  29.16 39.53 28.47 33.25 35.91 32.73 30.75 

Elongación 18.67 21.72 17.08 19.53 20.60 16.82 17.94 

 

 

Figura 12. Patrón de proteínas totales extraídas de fragmentos de raíz de la línea con respuesta 
hidrotrópica robusta (A y B) y débil (C y D) después de la germinación, 6 h, 12 h y 24 h en reto hidrotrópico 
(solución de K2CO3) (1: ápice, 2: zona de elongación, G: germinación, C: Control, R: reto hidrotrópico). (A 

y C): Gel SDS-PAGE  y (B y D): membrana de nitrocelulosa teñida con rojo Ponceau. PPM: Precision Plus 
Protein Dual Color Standards (Bio-Rad Laboratories). Se cargaron 10µg/µL de proteínas totales. 
 

El ensayo de Western blot utilizando segmentos de distintas partes de la raíz muestra 

diferencias entre condiciones experimentales que al analizar la raíz completa no eran 

apreciables (Figura 13). Ambas líneas mostraron ubiquitinación dependiente del 

fragmento; siendo el fragmento correspondiente al ápice (1) mayoritariamente 

ubiquitinado en complejos de alto peso molecular mientras que el fragmento 
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correspondiente a la zona de elongación (2) ubiquitinado en proteínas de alto y mediano 

peso molecular. En el caso de la línea robusta (Figura 13A) los cambios más 

contrastantes entre condiciones experimentales se dan luego de 6 h de exposición a 

K2CO3 mostrando que la zona de elongación presenta mayor grado de ubiquitinación que 

el ápice, contrario a lo que sucede en agua. 

 

Figura 13. Perfil de proteínas ubiquitinadas en fragmentos de raíces de la línea con respuesta hidrotrópica 
robusta (A) y débil (B) después de la germinación, 6 h, 12 h y 24 h en reto hidrotrópico (solución de K2CO3) 

(1: Ápice, 2: Zona de Elongación, G: germinación, C: Control, R: reto hidrotrópico). 

Luego de 12 h de exposición el fragmento 2 presenta igualmente mayor grado de 

ubiquitinación y en el fragmento correspondiente al ápice se observan complejos de 

ubiquitina de alto peso molecular que no eran evidentes después de 6 h. Tras 24 h las 

diferencias entre condiciones ambientales no son tan apreciables. En todos los casos se 

observa una banda entre 37 y 25 KDa. En el caso de la línea débil (Figura 13B), contrario 

de lo que sucede con la robusta a 6 h de exposición, se pudo observar que en presencia 

de K2CO3 las proteínas del ápice se ubiquitinan preferencialmente, mientras que a 12 y 

24 h de exposición se pudo observar un patrón similar al descrito anteriormente para la 

robusta. En el caso de la línea débil solo se observa la banda entre 37 y 25 KDa para el 

fragmento correspondiente al ápice después de 6 h de reto.  

Una vez obtenidos los patrones de ubiquitinación era necesario analizar la presencia el 

centro catalítico de proteasoma para verificar si efectivamente el sistema para la 

degradación de proteínas mediado por el proteasoma se estaba activando como 

consecuencia de los tiempos de exposición. El ensayo mostró que para ambas líneas el 
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fragmento correspondiente al ápice muestra mayor activación del 20S que la zona de 

elongación, siendo estas diferencias más marcadas en los primeros tiempos 

(germinación y 6 h). Adicionalmente, el aumento en los tiempos de exposición 

efectivamente provoca mayor activación ya que a partir de 12 h no se observan 

diferencias entre fragmentos; sin embargo, para la línea débil existe mayor activación 

que para la robusta (Figura 14).  

 

Figura 14. Perfil de subunidades α del centro catalítico del proteasoma 20S en fragmentos de raíces de la 
línea con respuesta hidrotrópica robusta (A) y débil (B) después de la germinación, 6 h, 12 h y 24 h en reto 
hidrotrópico (solución de K2CO3) (1: Ápice, 2: Zona de Elongación, G: germinación, C: Control, R: reto 

hidrotrópico). 

El hecho de que en la línea robusta no existan diferencias después de 24 h de reto con 

respecto a las 12 h pudiera indicar que el mecanismo de degradación de proteínas 

mediado por el 20S no es necesario ya que las plántulas están evitando el estrés debido 

a la eficiente curvatura de la raíz hacia condiciones de disponibilidad de agua. Por su 

parte, la incapacidad de la línea débil para curvar sus raíces provoca la constante 

exposición a condiciones estresantes y por tanto el aparente daño a las macromoléculas 

como proteínas y su marcaje para degradación por el 20S. Se ha demostrado que en 

plantas de Arabidopsis thaliana sometidas a estrés por patógenos elicitores ocurre una 

acumulación rápida del 20S, específicamente de las subunidades β1, α3 y α6 (Suty et 

al., 2003). Sin embargo, cuando son sometidas a 150 mM de NaCl los análisis de 

microarreglos mostraron una regulación negativa de la expresión del 20S y el 19S, 

aunque positiva de enzimas tipo E3 y de 7 de los 8 genes de síntesis de trehalosa (Jiang 

y Deyholos; 2006). 
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Luego de obtener los perfiles de proteínas ubiquitinadas y de la expresión de 

subunidades del centro catalítico del proteasoma, consideramos analizar si el sistema 

para la degradación que estaba interviniendo durante la respuesta hidrotrópica era el 

26S. Por esa razón se evaluaron algunas subunidades de la partícula reguladora 19S 

tales como Rpn10 y Rpn1 involucradas en la captura de sustratos ubiquitinados.  

Se pudo observar que para la subunidad Rpn10 existen diferencias entre líneas, que son 

más fuertes después de 6 h y 24 h en reto hidrotrópico (Figura 15). Aunque desde el 

momento de la germinación se observa una señal más fuerte para la línea robusta, 

ambas líneas muestran mayor señal de Rpn10 en el fragmento correspondiente al ápice. 

No obstante, después de 6 h este patrón cambia para la línea robusta sometida a reto 

hidrotrópico donde se observa mayor intensidad de la señal en la zona de elongación 

(Figura 15A). Esto pudiera ser indicativo de una detección temprana de la señal de estrés 

y por tanto de un alto en el crecimiento y mayor protección de la zona de elongación. Por 

su parte la línea débil (SNLP) no muestra cambios en comparación al control después 

de 6 h, lo que puede sugerir una detección tardía de la condición de estrés (Figura 15B). 

Después de 12 h la línea débil sigue manteniendo un comportamiento similar al control, 

mientras que la robusta mantiene marcadas diferencias entre condiciones y fragmentos. 

Después de 24 h de reto hidrotrópico la señal prácticamente desaparece en la línea 

robusta mientras que en la línea débil se hace más intensa, especialmente el fragmento 

correspondiente al ápice probablemente como resultado de una detección tardía de la 

condición de estrés y de daño en la zona de detección de la señal.  

 

Figura 15. Perfil de la subunidad Rpn10 del complejo 19S en fragmentos de raíces de la línea con 
respuesta hidrotrópica robusta (A) y débil (B) después de la germinación, 6 h, 12 h y 24 h en reto 
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hidrotrópico (solución de K2CO3) (1: ápice, 2: zona de elongación, G: germinación, C: Control, R: reto 

hidrotrópico). 

Adicionalmente, se analizó el perfil de la subunidad Rpn1 también involucrada en la 

captura de sustratos ubiquitinados. En este caso la mayor intensidad de la señal se 

observó en la línea robusta en comparación con la débil; sin embargo, en ambos casos 

se verificó un patrón de alternancia de señales donde la mayor intensidad se presentó 

en el fragmento correspondiente a la zona de elongación (Figura 16), aunque después 

de 24 h de reto hidrotrópico en la línea robusta dicha señal disminuyó (Figura 16A). El 

cambio en la señal de Rpn1 observada en la zona de elongación de la línea robusta a 

los dos diferentes tiempos analizados (6 y 24 h) podría deberse a que después de 6 h de 

reto hidrotrópico los procesos de captura de proteínas ubiquitinadas son más 

importantes, ya que a podrían participar activamente en los procesos de adaptación al 

estrés junto con el desarrollo de la curvatura hidrotrópica. Cabe mencionar, que en la 

mayoría de las líneas Drough Tolerant Maize for Africa (DTMA), la curvatura hidrotrópica 

se observa por lo general después de 6 h de hidroestimulación. Además, para clasificar 

la respuesta en robusta o débil decidimos tomar la curvatura después de 24 h de reto 

hidrotrópico, ya que algunas líneas débiles se tardaban entre 8-24 h en alcanzar la 

curvatura final. De ahí que después de 12 h, tanto en condiciones control como de reto 

hidrotrópico, los niveles de Rpn1 son similares, lo que pudiera reflejar que la raíz 

hidroestimulada de la línea NVOL ya se adaptó a las condiciones de estrés y fue 

competente para desarrollar una curvatura robusta. Dicho patrón no se observa después 

de 6 h de reto en la línea SNLP con respuesta hidrotrópica débil. 

 

Figura 16. Perfil de la subunidad Rpn1 del complejo 19S en fragmentos de raíces de la línea con respuesta 
hidrotrópica robusta (A) y débil (B) después de la germinación, 6 h, 12 h y 24 h en reto hidrotrópico (solución 
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de K2CO3) (1: ápice, 2: zona de elongación, G: germinación, C: Control, R: reto hidrotrópico). 

Con el objetivo de conocer cuál sistema para la degradación estaba funcionando durante 

la respuesta hidrotrópica y adicionalmente si existían diferencias teniendo en cuenta la 

zona de la raíz, se cuantificó la señal obtenida por Western blot empleando el programa 

Image J (Figuras 17 y 18). 

 

Figura 17. Análisis semicuantitativo por densitometría de las subunidades α del proteasoma 20S y las 
subunidades Rpn1 y Rpn10 del complejo 19S  en fragmentos de raíces de la línea robusta después de la 
germinación, 6 h, 12 h y 24 h en reto hidrotrópico (solución de K2CO3) 1:(Ápice) 2: (Elongación). 

Figura 18. Análisis semicuantitativo por densitometría de las subunidades α del proteasoma 20S y las 
subunidades Rpn1 y Rpn10 del complejo 19S  en fragmentos de raíces de la línea débil después de la 

germinación, 6 h, 12 h y 24 h en reto hidrotrópico (solución de K2CO3) 1:(Ápice) 2: (Elongación). 

Para conocer con certeza si existe un acoplamiento del 26S en cada una de las zonas 
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de la raíz sería necesario realizar electroforesis nativas. Sin embargo, este análisis nos 

permitió saber qué sistema se encontraba activado y si preferentemente estaba 

ocurriendo bajo las condiciones impuestas, la degradación de proteínas ubiquitinadas o 

de proteínas oxidadas. Aparentemente en ambas líneas la conformación 26S es la que 

se encuentra presente y por tanto pudiera sugerir la degradación de proteínas marcadas 

con ubiquitina. Esta conformación pudiera estar constituida por una o dos subunidades 

19S en los extremos.  

7.2 Cuantificación de azúcares 
La cuantificación de azúcares se realizó empleando HPLC y los tiempos de retención de 

los diferentes azúcares fueron los mostrados en la Figura 19 (der); a partir de estos se 

identificaron los que estaban presentes en las muestras.  

 

Figura 19. Perfil cromatográfico del estándar empleado para la cuantificación de azúcares por HPLC (izq.) 
y tiempos de retención obtenidos para cada uno (der).  
 

Adicionalmente se analizaron los valores de peso seco de las muestras de raíz completa 

(Figura 20) y por fragmentos (Figura 21) y los valores de concentración de azúcares se 

expresaron en función de estos.  
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Figura 20. Cambios en la biomasa de raíces de la línea robusta (NVOL) y débil (SNLP) después de 
germinación, 6 h, 12 h y 24 h en condiciones control (agua) y reto hidrotrópico (solución de K2CO3). Las 

barras representan la media y la desviación estándar (n=3). 

 

Figura 21. Cambios en la biomasa de fragmentos de raíces de la línea robusta (NVOL) y débil (SNLP) 
después de 6 h, 12 h y 24 h en reto hidrotrópico (solución de K2CO3) (1: ápice, 2: zona de elongación, G: 

germinación, C: Control, R: reto hidrotrópico). 

El análisis de estos datos nos permitió observar que el aumento en los tiempos de 

exposición provoca la deshidratación de los tejidos siendo más fuerte esta respuesta en 

la línea débil (Figura 20). Al analizar los fragmentos independientes pudimos notar que 

el aporte más significativo a esta variación era del ápice de la raíz (Figura 21) 

probablemente porque esta es la zona de percepción del estrés. 

El contenido de azúcares entre líneas varía no solamente en concentración sino en 

composición debido a que en la línea con una respuesta débil no fue posible detectar 

fructosa en ninguno de los tiempos analizados. Adicionalmente, el contenido de 

arabinosa y maltosa mostraron comportamientos inversos siendo que para ambos 

azúcares la concentración en la línea robusta disminuye mientras que para la débil 

aumenta (Tablas 4 y 5).  
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Tabla 4. Determinación de la concentración de azúcares solubles (µg/mg peso seco) extraídos de raíces de NVOL 

después de la germinación, 6 h, 12 h y 24 h en condiciones control (H2O) y reto hidrotrópico (solución de K2CO3). 

Azúcares Germinación Control 6h K2CO3 6h Control 12h K2CO3 12h Control 24h K2CO3 24h 

Arabinosa 9.01 0.29 5.67 0.44 0.45 0.43 0.59 

Fructosa 0.16 0.11 0.00 0.00 0.00 0.00 1.86 

Sacarosa 2.35 3.30 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

Maltosa 28.02 15.74 0.75 0.58 0.64 0.65 0.69 

 

Tabla 5. Determinación de la concentración de azúcares solubles (µg/mg peso seco) extraídos de raíces de SNLP 

después de la germinación, 6 h, 12 h y 24 h en condiciones control (H2O) y reto hidrotrópico (solución de K2CO3). 

Azúcares Germinación Control 6h K2CO3 6h Control 12h K2CO3 12 h Control 24h K2CO3 24 h 

Arabinosa 0.69 0.83 0.88 0.77 1.01 1.99 2.16 

Sacarosa 0.16 0.00 0.16 0.00 0.00 0.00 0.19 

Maltosa 0.87 0.78 0.83 0.74 1.07 0.77 0.68 

 

Al analizar la concentración de trehalosa pudimos observar que la condición de reto 

hidrotrópico favorece el aumento en la concentración de este azúcar para ambas líneas. 

Sin embargo, los valores más altos se encontraron en la línea con una respuesta robusta 

(NVOL) que después de 24 h mostró un aumento de 10 veces en la concentración (Figura 

22). 

 

Figura 22. Comparación de los niveles de concentración de trehalosa en raíces con respuesta hidrotrópica 
robusta (NVOL) y débil (SNLP) después de la germinación, 6 h, 12 h y 24 h en condiciones control (agua) 
y reto hidrotrópico (solución de K2CO3). Las barras representan la media y la desviación estándar (n=3) (* 

p<0.05, ** p<0.01). 
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Este resultado indica que si existe una relación entre la respuesta hidrotrópica y la 

concentración de trehalosa que puede estar involucrada en la capacidad de conferir 

tolerancia a condiciones de gradiente de humedad y de sequía. Si comparamos los 

valores obtenidos en nuestras líneas con los reportados en plantas de resurrección como 

S. lepidophylla se podría decir que son bastante discretos; no obstante, teniendo en 

cuenta la poca abundancia de este azúcar en otras plantas cultivadas podemos afirmar 

que la trehalosa favorece la tolerancia. Al compararlos con otras especies de plantas 

tolerantes como Sporobolus atrovirens podemos notar que nuestros valores son tres 

veces mayores que los reportados por Iturriaga et al. 2000 (3.18 µg/mg DW). Velázquez-

Márquez et al. (2015) estudiaron los niveles de este azúcar en líneas de maíz tolerantes 

a condiciones extremas de sequía (30 µmol/g FW en -1,5 MPa de potencial hídrico en el 

suelo) y obtuvieron un aumento de tres grados de magnitud respecto al valor inicial. En 

este caso los valores obtenidos aumentaron 8 veces respecto al momento de la 

germinación y tres veces respecto al control para ese tiempo (24 h).  

 

Tabla 6. Determinación de la concentración de azúcares solubles (µg/mg peso seco) extraídos de 
fragmentos de raíces de NVOL luego de 6 h, 12 h y 24 h en condiciones de reto hidrotrópico (solución 
de K2CO3) (1: Ápice y 2: Zona de Elongación). 

 Azúcares 1 6h K2CO3  2 6h K2CO3 1 12h K2CO3 2 12h K2CO3 1 24h K2CO3 2 24h K2CO3 

Arabinosa 0.78 0.30 0.33 0.11 0.15 0.00 

Fructosa 0.00 0.00 0.00 8.18 16.01 7.86 

Manosa 0.00 0.00 0.10 0.00 0.00 0.00 

Glucosa 0.00 0.00 0.00 29.35 33.34 27.11 

Sacarosa 0.00 0.00 0.00 1.46 9.15 3.41 

Maltosa 0.00 0.00 0.00 0.71 1.69 0.78 

Tabla 7.  Determinación de la concentración de azúcares solubles (µg/mg peso seco) extraídos de 
fragmentos de raíces de SNLP después de 6 h, 12 h y 24 h en condiciones de reto hidrotrópico (solución 
de K2CO3) (1: Ápice y 2: Zona de Elongación). 

 Azúcares 1 6h K2CO3  2 6h K2CO3 1 12h K2CO3 2 12h K2CO3 1 24h K2CO3 2 24h K2CO3 

Arabinosa 0.00 0.00 0.00 0.00 0.15 0.09 

Fructosa 15.57 6.09 10.35 2.35 8.39 3.15 

Manosa 0.00 0.00 0.00 0.99 0.00 0.00 

Glucosa 30.99 22.16 24.95 14.04 20.70 14.90 

Sacarosa 0.70 0.60 8.67 2.56 11.61 3.93 

Maltosa 1.31 0.72 1.32 0.64 1.46 0.55 
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Al observar los valores de concentración de azúcares por fragmentos observamos que 

el ápice, el cual está involucrado en la percepción de la señal, acumula mayor cantidad 

de azúcares en comparación con el fragmento 2 (zona de elongación) en la línea con 

una respuesta débil (Tabla 7), mientras que para la línea con respuesta robusta esto se 

observa hasta las 6 y 24 h, aunque no a las 12 h de exposición al reto hidrotrópico (Tabla 

6). Estos cambios en la concentración pudieran estar relacionados con una respuesta de 

crecimiento que favorece la curvatura hacia las zonas de mayor gradiente de humedad.  

 

 
Figura 23. Comparación de los niveles de concentración de trehalosa en fragmentos de raíces con 
respuesta hidrotrópica robusta (NVOL) y débil (SNLP) después de 6 h, 12 h y 24 h en condiciones de reto 
hidrotrópico (solución de K2CO3).  

Si analizamos los niveles de trehalosa por fragmentos podemos observar que igualmente 

el fragmento involucrado en la percepción presenta niveles mayores de concentración 

de trehalosa que los de la zona de elongación lo que podría apuntar que la función de 

este azúcar es la de osmoprotector durante el reto hidrotrópico. La mayor concentración 

en la línea con una respuesta débil podría deberse a la manipulación mayor de estas 

muestras en comparación a cuando se trata la raíz completa. Sin embargo, este análisis 

debería repetirse con el fin de validar los resultados obtenidos.  
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7.3 Cambios morfológicos  

Al observar los datos obtenidos de las variables inicialmente evaluadas, se decidió 

descartar el área del xilema ya que los valores eran exactamente iguales entre líneas, 

tratamiento y tiempos. Con relación al aerénquima, no se observó en ninguna de las 

líneas ni en ningún tiempo evaluado. La formación de aerénquima ha sido previamente 

relacionada con condiciones de estrés. Especialmente, bajo condiciones de estrés por 

sequia se induce la muerte celular programada de las células corticales como mecanismo 

para disminuir el costo metabólico. Ensayos previos habían descrito que en líneas con 

respuesta hidrotrópica robusta el porcentaje de formación de aerénquima en raíces 

coronarias era mucho mayor que en líneas con respuesta hidrotrópica débil (Resultados 

no publicados). Por esta razón esperábamos encontrar resultados similares durante 

nuestros experimentos; sin embargo, no se observó formación de aerénquima en 

ninguna de las condiciones evaluadas. Esto puede deberse al hecho de que los 

fragmentos evaluados, así como el tiempo fenológico de nuestras plántulas era 

insuficiente para la formación de aerénquima. Según Leite y cols. (2017) en caña de 

azúcar bajo condiciones de estrés por sequía la formación de aerénquima ocurre 5 cm 

después de la cofia de la raíz. Yamauchi y colaboradores (2020) demostraron que en 

arroz la formación de aerénquima es dependiente de la edad de la planta y de la distancia 

desde la cofia ya que ocurre después de 24 h y a 20 mm del ápice de la raíz.  

El análisis morfológico mostró un comportamiento contrastante entre ambas líneas 

(Figuras 24 y 25). Fue posible observar que después de 24 h de hidroestimulación la 

línea con una respuesta débil muestra una afectación severa del crecimiento (Figura 25), 

mientras que en la línea robusta se observa un aumento del mismo respecto al control 

posiblemente como consecuencia de una adecuación a condiciones estresantes (Figura 

24).  
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Figura 24. Análisis morfológico de raíces de línea robusta (NVOL) después de 6 h, 12 h y 24 h en 
condiciones control (agua) y reto hidrotrópico (solución de K2CO3) que muestra la ausencia de diferencias 
significativas entre la condición control y reto después de 6 h y el aumento del área total, el área de la 
estela y el área de la corteza en las raíces sometidas a reto hidrotrópico después de 24 h en comparación 
con el corte transversal de una planta crecida en condiciones control. C:(agua) R:(solución de K2CO3) 

1:(Ápice) 2: (Elongación).  

 

 

 

Figura 25. Análisis morfológico de raíces de línea débil (SNLP) después de 6 h, 12 h y 24 h en condiciones 
control (agua) y reto hidrotrópico (solución de K2CO3) que muestra la ausencia de diferencias significativas 
entre la condición control y reto después de 6 h, el aumento del área total, el área de la estela y el área de 
la corteza en las raíces sometidas a reto hidrotrópico después de 12 h y la disminución significativa del 
área total, el área de la estela y el área de la corteza en las raíces sometidas a reto hidrotrópico después 
de 24 h en comparación con el corte transversal de una planta crecida en condiciones control. C:(agua) 
R:(solución de K2CO3) 1:(Ápice) 2: (Elongación). 

El análisis estadistico del area total de la raíz mostró que en la línea robusta se observan 

diferencias significativas entre tejidos después 12 h de hidroestimulación, las cuales son 

más contrastantes para el control que para el reto (Figura 26A). Después de 24 h de 

hidroestimulación, se mantienen las diferencias entre tejidos, aunque en este caso solo 

para el reto con mayor afectación para el ápice. Adicionalmente, se hacen evidentes 
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diferencias entre tratamientos con una disminución significativa del área total en 

condiciones control para ambas zonas de la raíz (Figura 26A). Por su parte en la línea 

débil después de 6 h, existen diferencias en la zona del ápice sometida a condiciones de 

reto hidrotrópico donde se observó un aumento en el área total. Estas diferencias se 

acentuaron después de 12 h de reto y se extendieron además a la zona de elongación. 

Sin embargo, después de 24 h para ambas zonas de la raíz se observaron diferencias 

altamentente significativas entre los tratamientos, aunque esta vez con una disminución 

del área total de las plántulas sometidas a reto respecto al control (Figura 26B). El 

comportamiento anteriormente descrito para el área total se mantiene para el área de la 

corteza en ambas líneas (Figura 27).  

Figura 26. Comparación del área total en fragmentos de raíces con respuesta robusta (A) y débil (B) 
después de 6 h, 12 h y 24 h en condiciones control (agua) y reto hidrotrópico (solución de K2CO3). Las 
barras representan la media y la desviación estándar (n=10). Los * indican diferencias estadísticas 
significativas (* p<0.05, ** p<0.001, *** p<0.0001). 

 

Figura 27. Comparación del área de la corteza en fragmentos de raíces con respuesta robusta (A) y débil 
(B)) después de 6 h, 12 h y 24 h en condiciones control (agua) y reto hidrotrópico (solución de K2CO3). Las 
barras representan la media y la desviación estándar (n=10). Los * indican diferencias estadísticas 
significativas (* p<0.05, ** p<0.001, *** p<0.0001). 

Para el área de la estela la línea robusta mostró diferencias significativas entre 

condiciones después de 6 h con una disminución de la misma en raíces sometidas a 

reto. Después de 12 h se observaron diferencias entre las zonas de la raíz sometidas a 
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condiciones control siendo mayor el area del estele para la zona de elongación. Después 

de 24 h de hidroestimulación se mantienen las diferencias entre las dos zonas, aunque 

para aquellas sometidas al reto hidrotrópico se observa el aumento más significativo en 

la zona de elongación. Adicionalmente, se observaron diferencias entre tratamientos 

altamente significativas relacionadas en el aumento del area del estele en ambas zonas 

de la raiz sometidas a reto hidrotrópico (Figura 28A). 

Figura 28. Comparación del área de la estela en fragmentos de raíces con respuesta robusta (A) y débil 
(B) después de 6 h, 12 h y 24 h en condiciones control (agua) y reto hidrotrópico (solución de K2CO3). Las 
barras representan la media y la desviación estándar (n=10). Los *indican diferencias estadísticas 
significativas (* p<0.05, ** p<0.001, *** p<0.0001). 

En el caso de la línea débil se observó un aumento significativo del área de la estela para 

el ápice sometido a reto hidrotrópico por 6 h. Este comportamiento se mantuvo después 

de 12 h y se extendió a la zona de elongación con diferencias altamente significativas. 

Después de 24 h de reto se observó una disminución de este parámetro en ambas zonas 

de la raíz (Figura 28B).  

Para todos los parámetros mencionados anteriormente se pudo observar que la línea 

débil mantiene el crecimiento del ápice y la zona de elongación durante las primeras 12 

h aun estando en reto hidrotrópico y por tanto en condiciones de estrés. Esta respuesta 

evidencia una vez más la incapacidad para la detección temprana de la señal y por tanto 

la no adecuación del crecimiento a las nuevas condiciones estresantes. Después de 24 

h de hidroestimulación ya el daño ocasionado es muy grande y por tanto ocurre la 

disminución drástica de los parámetros respecto al control. Esta respuesta contrastante 

puede deberse a la pérdida de turgencia y por tanto a la incapacidad de mantener el 

crecimiento celular. Esta pérdida de turgencia podría deberse al menor contenido de 

trehalosa en esta línea después de 24 h en comparación con la línea robusta. Por su 

parte la línea robusta pareciera detener su crecimiento en las etapas tempranas del 

estrés probablemente como consecuencia de la detección temprana y por tanto es capaz 
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de ajustar crecimiento y después de 24 h mostrar diferencias respecto al control. Para 

esta línea se puede notar que el ápice pareciera ser la zona más afectada con respecto 

al crecimiento de la raíz en comparación con la zona de elongación, lo que indica que, al 

reducirse el meristemo de la raíz, ésta ya no pueda crecer por división celular.  

En cuanto a la relación área de la corteza/área del estele, se observó un comportamiento 

diferente entre ambas líneas debido a que para la línea robusta después de 6 h de 

exposición se observó un aumento significativo de esta relación para la zona del ápice 

en reto; mientras que, para la línea débil se observaron diferencias después de 24 h en 

la zona del ápice con una disminución del parámetro en aquellas raíces sometidas a reto 

(Figura 29). Para los otros tiempos no se observaron diferencias estadísticas 

significativas. 

Figura 29. Comparación de la relación área de la corteza/área de la estela en fragmentos de raíces con 
respuesta robusta (A) y débil (B) después de 6 h, 12 h y 24 h en condiciones control (agua) y reto 
hidrotrópico (solución de K2CO3). Las barras representan la media y la desviación estándar (n=10). Los * 
indican diferencias estadísticas significativas (* p<0.05, ** p<0.001, *** p<0.0001). 

Para la relación área del estele/área total se encontraron diferencias estadísticas 

significativas solamente entre condiciones para el ápice de la línea robusta después de 

12 h de hidroestimulación (Figura 30A). Para el resto de los otros tiempos evaluados, así 

como para la línea débil, no se observaron diferencias estadísticas significativas (Figura 

27). 
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Figura 30. Comparación de la relación área de la estela/área total en fragmentos de raíces con respuesta 
robusta (A) y débil (B) después de 6 h, 12 h y 24 h en condiciones control (agua) y reto hidrotrópico 
(solución de K2CO3). Las barras representan la media y la desviación estándar (n=10). Los * indican 
diferencias estadísticas significativas (* p<0.05, ** p<0.001, *** p<0.0001). 

En el caso del número de células corticales después de 6 h para la línea robusta no se 

observaron diferencias significativas; sin embargo, para la línea débil se observó un 

aumento significativo en este parámetro para el ápice en reto respecto al control. 

Después de 12 h aumentó significativamente el número de células corticales en la zona 

del ápice de la línea robusta y para ambas zonas en la línea débil mientras estaban 

sometidas a reto hidrotrópico. Adicionalmente, para la línea robusta se observaron 

diferencias entre la zona del ápice y la de elongación sometidas a condiciones control. 

Después de 24 h, se observó un comportamiento antagónico entre las líneas debido a 

que para la robusta los mayores valores se observaron en ambas zonas sometidas a reto 

mientras que para la línea débil el mayor tiempo de exposición provocó una disminución 

significativa del número de células corticales en ambas zonas de la raíz sometidas a reto 

hidrotrópico (Figura 31).  

 

Figura 31. Comparación del número de células corticales en fragmentos de raíces con respuesta robusta 
(A) y débil (B) después de 6 h, 12 h y 24 h en condiciones control (agua) y reto hidrotrópico (solución de 
K2CO3). Las barras representan la media y la desviación estándar (n=10). Los * indican diferencias 
estadísticas significativas (* p<0.05, ** p<0.001, *** p<0.0001). 

 
En el caso del número de filas de células corticales para la línea robusta se encontraron 
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diferencias significativas entre zonas de la raíz siendo la zona de elongación la que 

presentó mayor número de filas de células corticales después de 6 h de reto hidrotrópico. 

Además, se observaron diferencias entre condiciones solamente para la zona de 

elongación. Después de 24 h se distinguieron diferencias significativas entre las dos 

condiciones siendo favorecido el aumento del número de filas de células corticales en 

ambas zonas de la raíz sometidas al reto hidrotrópico (Figura 32A). La línea débil por su 

parte presento un aumento significativo de este parámetro en la zona de elongación 

después de 6 h de exposición. Después de 12 h se acentuaron las diferencias 

encontradas entre las dos condiciones fisiológicas para la zona de elongación, así como 

para el ápice de la raíz (Figura 32B). No se encontraron diferencias significativas en la 

línea robusta y débil en los tiempos 12 y 24 h, respectivamente. 

 
Figura 32. Comparación del número de filas de células corticales en fragmentos de raíces con respuesta 
robusta (A) y débil (B) después de 6 h, 12 h y 24 h en condiciones control (agua) y reto hidrotrópico 
(solución de K2CO3). Las barras representan la media y la desviación estándar (n=10). Los * indican 
diferencias estadísticas significativas (* p<0.05, ** p<0.001, *** p<0.0001). 
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VIII. CONCLUSIONES  
• La línea con respuesta hidrotrópica robusta presenta después de 6 h una eficiente 

detección de la señal de estrés y por tanto activación del sistema para la 

degradación de proteínas dañadas.  

• Entre la línea robusta y débil las diferencias encontradas en el patrón de proteínas 

ubiquitinadas y los elementos del proteasoma 26S son la base de la respuesta 

diferencial ante condiciones de reto hidrotrópico.  

• En la línea robusta, la trehalosa se encuentra en altas concentraciones durante el 

reto hidrotrópico, actuando como osmoprotector y señalizador. 

• El crecimiento de la raíz primaria en la línea robusta muestra mayor capacidad de 

respuesta al estrés durante las primeras horas del reto hidrotrópico, mientras que 

en la línea débil el crecimiento en las primeras 12 h de reto hidrotrópico se altera, 

reflejando una respuesta tardía al estrés.  
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IX. PERSPECTIVAS FUTURAS 
• Realizar la cuantificación por dot-blot de las proteínas ubiquitinadas durante el reto 

hidrotrópico.  

• Identificar si existen proteínas preferentemente marcadas entre líneas con 

respuestas contrastantes. 

• Cuantificar el contenido de trehalosa y otros azúcares solubles en diferentes 

fragmentos de la raíz para entender mejor su papel en cada zona de crecimiento. 

• Realizar ensayos de inmunolocalización de proteínas marcadas para degradación 

por el proteasoma. 
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