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INTRODUCCION

La produccién anual de cereales sufre constantes variaciones debido a los efectos de estreses
ambientales y al ataque de diversos parasitos (Worland & Snape, 2001). Los dafios causados por los
diferentes tipos de estrés inducen reacciones en las plantas, entre las que se observan cambios
metabdlicos y/o morfolégicos como, una elevada fotosintesis, temprana senescencia y aumento en la
produccion de etileno (Berberet et al., 1990; Castro et al., 1996b). Muchas de las sustancias inducidas
por estrés tienen efecto de tipo hormonal (4cido jasmonico, metil salicilico, ABA y etileno) y provocan
alteraciones en el crecimiento y envejecimiento precoz (Castro et al., 2003b). El rol de los jasmonatos
en respuesta a estreses bidticos, como insectos y patégenos, y abidticos, como dafio mecanico, ha
sido muy bien documentado (Baldwin et al., 1997; Baldwin & Preston, 1999; Reymond et al., 2000;
Winz & Baldwin, 2001; Cipollini, 2002). Estas sefiales inducidas por patdgenos y dafios mecanicos,
mediatizadas por jasmonatos, son ademas correguladas con otras fitohormonas (Winz & Baldwin,
2001). De igual modo la relacion entre el acido salicilico y las defensas inducidas por patégenos ha
sido abundantemente documentada (Cipollini et al., 2003). Castro et al. (2001) determinaron los
cromosomas de trigo que estan involucrados con los distintos mecanismos de resistencia a pulgén
verde y ruso. De acuerdo a estos autores los cromosomas que tienen genes de resistencia en
Triticum son: 1A, 1D, 2B, 6A, 6D, 7A, 7By 7D.

Durante los ultimos afos se ha progresado mucho en el terreno de aislar los efectos de los
mecanismos de defensas de las plantas ante los diferentes tipos de estrés (Baldwin et al., 1998;
Martin et al., 2003), estableciendo los costos posibles de su presencia (Cipollini, 1998, 2003; Cipollini
& Bergelson, 2002, 2003), las vias metabdlicas en que se basan (Agrawal et al., 2002; Shaoxing et al,
2002), asi como el impacto ambiental que tienen ambos grupos de respuestas de defensas en un
planteo sustentable de produccion (Cipollini et al., 2003). El avance en los estudios protedmicos, ha
permitido establecer que el nimero de componentes involucrados en los mecanismos de defensa son
relativamente pocos. Esto sugeriria que ciertos genes tendrian dobles roles, en los procesos de
defensa de las plantas y en otros procesos esenciales (Martin et al., 2003). Sin embargo, la funcién
precisa de los genes relacionados con el estrés aun no es clara, aunque existe evidencia que su
patrén de expresion sugiere una fuerte asociacion entre su funcion y la tolerancia al estrés.

La seleccion tradicional, o asistida por marcadores, conjuntamente con técnicas de clonado y
secuenciacion de genes de tolerancia, especifica e inespecifica, a hormonas inducidas por estrés,
pondra a disposicién genes de tolerancia a diversos factores bitticos y abidticos, aumentandose la
productividad de los sistemas agropecuarios a costos econémicos y ecoldgicos reducidos. Por esto el
objetivo de este trabajo ha sido identificar genes responsables de la tolerancia a etileno, en lineas
doble haploides recombinantes del cromosoma 6A de trigo (Triticum aestivum). La identificacion de
los componentes genéticos de la tolerancia al estrés, es un requisito indispensable para asegurar
nuevos progresos productivos por via de la mejora genética.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Como poblacién de mapeo se empleé 85 lineas recombinantes doble haploides (DHR) para el
cromosoma 6A, resultantes del cruzamiento entre la F1 de "Chinese Spring” (CS) y la linea de
sustitucion para ese cromosoma ['CS /Synthetic 6A’ (T. diccocoides x T. tauschii)]. Utilizando la
técnica de polinizacién con maiz (Ellerbrook et al. 1999) se lograron los haploides que se diploidizaron
por tratamiento con colchicina. Las lineas recombinantes fueron desarrolladas en el IPK Gatersleben
(Alemania), y en el John Innes Centre (BBSRC), Norwich, (Gran Bretafia).



Evaluacion de la tolerancia

Semillas pregerminadas se colocaron en viales (20cc de volumen), perforados en la base, con un
sustrato de vermiculita, colocando una por vial. Estos se ubicaron en bandejas conteniendo cada una
2 | de soluciéon Hoagland, mantenidas en invernaculo bajo condiciones naturales en la primavera de
2003. Al estado de tercer hoja expandida, las plantulas del mismo genotipo se dividieron en dos
grupos: control (testigos) y tratadas con etileno.

La hormona fue preparada en solucién con agua destilada y Tween20 (0,01%, P/V), aplicando una
dosis de 50 mM de Ethrel ® por vial. Los controles fueron tratados solo con agua destilada y
Tween20. Inmediatamente antes del tratamiento y a las 72 h de iniciado el mismo, se determiné area
foliar (AFO h y AF72h), tasa de crecimiento foliar (AF72h-AFQ0h), pesos frescos y secos aéreos (PFA,
PSA) y radicales (PFR, PSR), en las plantas tratadas y en los controles. Ademas se calcularon las
relaciones de incremento de pesos en las plantas tratadas en relacion a sus testigos (PFAet/PFA;
PFRet/PFRt; PSAet/PFAt y PSAet/PSRt).

El disefio estadistico fue factorial ‘genotipo * tratamiento’. Todas las variables estudiadas fueron
analizadas con el paquete SAS (1998), empleando diferentes protocolos (GLM, ANOVA).

Analisis molecular

Se localizaron en el cromosoma 6A marcadores AFLPs (Amplified Fragment Lenght Polimorphisms),
RFLPs (Restriction Fragments Lenght Polimorphisms) y microsatélites contrastantes en ambos
progenitores a partir del ADN gendmico extraido siguiendo la técnica de Plaschke et al. (1995). Se
cribo la poblacion de mapeo identificando su genotipo molecular y determinando asi las regiones
recombinantes.

Los fragmentos fueron amplificados segun Ro&der et al. (1995). El analisis se realizd en un
secuenciador fluorescente con laser automatico; los tamafos de los fragmentos fueron calculados
utilizando el programa computarizado, Fragment Manager Version 1.2 y por comparacion con
estandares internos.

Para realizar el analisis genético se emple¢ la funcion de mapeo de Kosambi (1944) y se procedié de
acuerdo al programa mas adecuado (MapMarker o] QTL Café.



RESULTADOS
Analisis de la distribucién de frecuencias de los parametros analizados

La tasa de crecimiento del AF de las lineas recombinantes, mostroé diferencias altamente significativas
entre genotipos, tratamientos (etileno y testigo) y en la interaccion de ambos factores (ANOVA no
mostrado).

Por otro lado, tanto el PFA como el PFR, mostraron diferencias altamente significativas entre las
DHR, entre tratamientos y en la interaccion (ANOVA no mostrado). Las medias de peso fresco de
ambos progenitores fueron similares, observandose que 23 DHR superaron significativamente, tanto
el PFA como el PFR, de los padres.

Los pesos secos (PSA, PSR) de ambos progenitores no fueron significativamente distintos, sin
embargo las DHR, mostraron diferencias altamente significativas entre genotipos y en la interaccién
(ANOVA no mostrado). Los tratamientos resultaron ser significativamente distintos sélo en el PSA.

En cuanto a las relaciones de peso seco radicales, se encontraron diferencias altamente significativas
s6lo entre genotipos y en la interaccion (ANOVA no mostrado). Es interesante sefalar que 9
recombinantes presentaron un incremento significativamente superior al del padre resistente (Syn),
las que resultaron en un aumento del 65 al 125% del PSA de sus testigos (Fig. 1).

Se identificaron asociaciones significativas entre los marcadores moleculares del cromosoma 6A y la
tasa de crecimiento del area foliar, el PSA, y la relacién de PSR de las lineas recombinantes tratadas
con sus testigos. Localizandose, para la tasa de area foliar un QTL alrededor de los 12 cM (Fig.2);
para el PSA uno a los 33.5 cM (Fig.3) y para la relaciéon del PSR de las DHR tratadas con sus
controles, se identificé un QTL aproximadamente a los 20cM (Fig.4).

Figura 1. Gréfico de distribucion de frecuencias de Relaciones de PSR de las
lineas recombinantes tratadas con las testigo
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Figura 2. Analisis de ligamiento por Intervalo de Mapeo Multiple, de los Marcadores
Moleculares mapeados en el cromosoma 6A y la Tasa de crecimiento del Area Foliar
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Figura 3. Andlisis de ligamiento por Intervalo de Mapeo Multiple, de los
MarcadoresMoleculares mapeados en el cromosoma 6A y el PSA de las DHR
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Figura 4. Analisis de ligamiento por Intervalo de Mapeo Multiple, de los
MarcadoresMoleculares mapeados en el cromosoma 6A y la relacion del PSR de las
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DISCUSION

El gen localizado para la tasa de crecimiento foliar de las lineas recombinantes, seria de respuesta
positiva ante el tratamiento con la hormona, determinando, cuando esta presente, un aumento
significativo en el area foliar.

Se sabe que el etileno causa inhibicion sobre el crecimiento de las plantas (Castro et al., 1996). En
nuestros ensayos, si bien se encontraron lineas recombinantes tratadas con un PFA y un PFR
superior al de ambos progenitores, estos parametros no resultaron ligados a los marcadores del
cromosoma 6A.

Como consecuencia del menor peso fresco aéreo y radical, presentado por las plantas susceptibles al
etileno, es de esperar una disminucion del PSA y PSR en las mismas. Sin embargo, los actuales
resultados muestran que mientras el PSA fue reducido por la hormona, los PSR no fueron
disminuidos por la misma, siendo en este caso el metabolismo del agua el afectado. Se localizo, en
las DHR, una regién de respuesta positiva a los 33.5 cM para el PSA. Por otro lado, no se encontro
asociacion entre el PSR de las DHR y los marcadores diagnosticos.

En cuanto a las relaciones de peso seco, si bien se encontraron recombinantes que presentaron un
incremento significativamente superior al de Synthetic en las relaciones de PSA, no se encontrd
asociacion entre este parametro y los marcadores utilizados. Por otro lado, la relaciéon del PSR bajo
tratamiento estuvo significativamente asociada con los marcadores, identificandose un QTL alrededor
de los 20 cM del cromosoma 6A. Como consecuencia del efecto positivo que causa el gen encontrado
para este caracter, hubo DHR que tuvieron un incremento significativamente superior al del padre
resistente.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos indicarian que en el 6A de trigo existen genes que otorgan tolerancia a
etileno. Estos serian de gran utilidad en el manejo sustentable de los estreses bibticos y abiéticos que
afectan al cultivo de trigo en nuestro pais.
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