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Resumen

El trigo es uno de los principales cultivos producidos y comercializados
mundialmente. Ocupa el 17% de la superficie cultivable del mundo, participa en
la alimentacién del 40% de la poblacién mundial y provee el 20% del total de
calorias y proteinas en la nutricion humana. Se estima que para el afio 2050, la
produccion de granos deberia aumentar un 2% anual a fin de satisfacer las
necesidades del hombre. Actualmente, se calcula que el cultivo de trigo sufre
un 25% de pérdidas de produccién debidas a factores bidticos como abidticos.
En un contexto productivo en el que no se prevé un aumento significativo de la
superficie destinada a la agricultura, resulta prioritaria la proteccion de este
cultivo de importancia mundial y nacional ante los factores de estrés a los que
se encuentra sometido.

El trigo hexaploide es uno de los genomas vegetales de mayor tamafo
ya que contiene 15.966 Mb en total, superando asi en 8 veces al del maiz y en
40 veces al del arroz. Se estima que cada genoma del trigo contiene entre
40.000 y 50.000 genes, aunque su complejidad radica en que mas del 80% de
su ADN consiste en secuencias repetidas, principalmente transposones y retro-
transposones. A pesar de tener los cromosomas por triplicado, sus genes son
especificos de cada cromosoma. Dada la gran complejidad de este genoma, la
secuenciacion completa del trigo no es aun publica.

Tanto los estreses abidticos como bidticos, desafian un amplio rango de
respuestas propias de las plantas, desde la alteracion de la expresion génica y
cambios en el metabolismo celular, hasta modificaciones en el crecimiento y
desarrollo de las plantas, con la consiguiente variacion en el rendimiento de los
cultivos.

Las fitohormonas son responsables de activar los genes de defensa
involucrados con eventos de estrés. Luego de que un organismo patégeno o
un insecto genera un dafo, la planta responde mediante el incremento de la
sintesis enddégena de acido abscisico (ABA), giberelinas, etileno (ET), acido
jasmonico (AJ), acido salicilico (AS), citocininas, brasinoesteroides y hormonas
peptidicas, sustancias directamente relacionadas con la interaccién planta-
predador. Estas moléculas desempefian un rol preponderante en la regulacién
de los mecanismos de resistencia. Ha sido probada la relacion entre las
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fitohormonas y las respuestas defensivas en las plantas, como asi también la
induccion de ciertos genes de respuesta luego de aplicaciones exdgenas
fitohormonales. Sin embargo, los mecanismos moleculares subyacentes a
través de los cuales las plantas integran los cambios inducidos por estrés en
los niveles hormonales e inician las respuestas adaptativas no estan
completamente elucidados.

El presente estudio trata de caracterizar molecularmente un segmento
localizado en el brazo corto del cromosoma 6A de trigo pan (Triticum aestivum)
involucrado con la tolerancia a afidos. Para ello se trabajé cruzando dos lineas
progenitoras (M y P) doble haploides recombinantes (DHR) seleccionadas por
ser contrastantes para los marcadores Xgwm334a y Xgwm459, ambos
ubicados en dicho segmento cromosémico. Se obtuvieron las generaciones
subsiguientes para conocer si el efecto de los tratamientos se mantenia en la
descendencia.

Las plantas fueron asperjadas con ET, AS, ABA y AJ asi como también
a través de infestaciones con el pulgdn ruso del trigo (RWA), se inicio la
caracterizacion a nivel isoenzimatica y a través de sus parametros de
crecimiento. Luego se estudio la expresidon de un factor de transcripcion
(NAC2) como gen candidato en las lineas progenitoras tratadas, a fin de
caracterizar un gen inducido por los tratamientos aplicados.

Los patrones de estearasas difiieron en el tejido aéreo o radical
mediante la induccion con las fitohormonas ET, AS, ABA y AJ en las lineas
DHR para el cromosoma 6A. El ET silencié las estearasas provenientes de la
parte aérea del 58% de las lineas DHR.

En los cereales, la relacion entre los niveles de actividad de los
antioxidantes y la tolerancia al estrés ha sido establecida en plantas sometidas
a estrés. Las lineas progenitoras evaluadas en este estudio (M y P) mostraron
que los contenidos de acido ascorbico (total y reducido) y de peroxidasas no
fueron modificados cuando fueron tratadas con ET, ABA y mediante la
infestacion con el pulgén ruso del trigo. En conclusion, ambos sistemas
antioxidantes no evidenciaron una actividad o contenido diferenciales respecto
de los testigos sin tratar, y por lo tanto no constituyeron un buen indicador de

tolerancia al estrés en los materiales ensayados.
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Las dos lineas progenitoras (M y P), las F1, las F2 y un grupo selecto de
plantas F3 fueron caracterizadas por su grado de tolerancia/ susceptibilidad
segun la longitud del coleoptilo medida a las 24 h posteriores al tratamiento
exdégeno con ET. Dado que el efecto del ET sobre el crecimiento de las plantas
se asocia con la restriccion en la elongacion de las células, y por ende con la
inhibicion de la elongacién del hipocdtilo, se pudo caracterizar a la linea M
como tolerante y a la linea P como susceptible segun la variacion de la tasa de
crecimiento del coleoptilo por efecto del ET. Las generaciones F, y Fj
mostraron diferencias altamente significativas en el crecimiento relativo de sus
integrantes, segun su caracterizacion como susceptibles, medias y tolerantes.

Con el proposito de conocer el comportamiento ante la accion del pulgén
ruso de las lineas de trigo M, P y de sus descendientes F1y F», se pudo probar
que la accion del insecto afecté diferencialmente los parametros de crecimiento
de estos genotipos. La induccién de las defensas de las plantas por efecto del
pulgdn ruso fue evidenciada a través de los cambios manifestados mediante el
contenido de clorofila, la tasa de crecimiento, el peso fresco, el estriado y el
enrollamiento de las hojas de las distintas generaciones filiales. Se observé que
los genotipos tolerantes mostraron en todos los casos crecimiento
compensatorio, aunque esto no se observo en los genotipos susceptibles. Por
lo tanto, se comprueba que los genes responsables de crecimiento
compensatorio son inducidos por la infestacion con el pulgdn ruso del trigo.

Un grupo de plantas F3 (obtenidas a partir de la autofecundaciéon de
plantas F, seleccionadas por su crecimiento compensatorio o su inhibicion,
ante aplicaciones de ET) en estado de macollaje fue caracterizado de acuerdo
a su crecimiento diferencial inducido por tratamientos exégenos con las
hormonas AJ y ABA. A través de los cambios observados en el contenido de
clorofila, en el peso seco y en el rebrote pos corte se pudo demostrar que las
defensas fueron inducidas. Aquellas plantas que evidenciaron valores
superiores al de sus testigos en estos parametros serian las que lograron
encender sus sistemas de defensa eficientemente, sobreponerse al mayor
costo metabdlico que implica el mantenimiento de dicho sistema y, en
consecuencia, crecer diferencialmente. Finalmente, puede afirmarse que los
genes responsables del crecimiento compensatorio fueron inducidos por la
aplicacion externa de las fitohormonas AJ y ABA.

XIV



Tesis doctoral M. Silvia Tacaliti Resumen

Los genes NAC son especificos y muy abundantes en las plantas.
Constituyen una de las mayores familias de factores de transcripcion que
funcionan en las regiones promotoras de diferentes genes relacionados con el
estrés. Bajo condiciones de estrés bidtico o abidtico, los genes relacionados
con las defensas de las plantas presentan un patron de expresiéon especifico,
de modo tal que su sobreexpresidn o supresion pueden incrementar la
tolerancia de las plantas a ambos tipos de estrés. Para las lineas progenitoras
evaluadas, se observd que el tratamiento con ABA aumenté significativamente
la expresidn del gen NAC2 en la linea M, mientras que el tratamiento con ET
tuvo el mismo efecto en la linea P. Por el contrario, el ataque del pulgon no
provoca mermas ni incrementos en la expresion del gen candidato, lo que
estaria poniendo en evidencia la tolerancia de estas lineas al afido.

La utilizacion de las defensas de las plantas en la mejora de los cultivos
resulta promisoria desde el punto de vista ecoldgico. El hecho de comprender
la naturaleza de la expresidn de los genes relacionados con las caracteristicas
defensivas de las plantas sera de importancia en el disefio de plantas
cultivadas mas tolerantes a los herbivoros, con la consecuente disminucion de
pesticidas toxicos empleados normalmente para el control de las plagas en los
cultivos.

Por ultimo, la identificacion del gen NAC2 cercano a los microsatélites
Xgwm459 y Xgwm334a en el cromosoma 6AS del trigo permitira su empleo
como marcador altamente asociado en la obtencién de plantas tolerantes al

estrés.
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Abstract

Wheat is among the leading crops worldwide. It represents 17% of the
world arable land, is used for feeding 40% of the world’s population, and
provides 20% of the total calories and proteins necessary for human nutrition.
The annual crop production will need to rise by 2% to satisfy human nutritional
demands by the year 2050. Nowadays, wheat yield loss amounts arise to 25%
due to a number of biotic and abiotic factors. Thus, the protection of wheat from
stress factors, should be a priority, particularly in a productivity context where it
is not expected to expand the areas of arable land.

Hexaploid wheat is one of the largest plant genomes (genome size,
15966 Mb), eight times larger than the maize and 40 times larger than rice
genomes, respectively. The wheat genome has about 40000- 50000 genes;
more than 80% of its DNA is formed by transposon and retro-transposon
repeated sequences. Despite chromosomes are triplicate, genes are
chromosome-specific. Due to its complexity, the complete wheat genome
sequence is not presently available.

Abiotic and biotic stresses challenge a wide range of plant responses,
from changes in gene expression and cell metabolism to changes in plant
growth and development, with the consequent fluctuations in crop yield.

Phytohormones are responsible for the activation of the defense genes
involved in stress events. After a pathogenic organism or an insect injury, the
plant respond by the increase of the endogenous synthesis of abscisic acid
(ABA), gibberellin, ethylene (ET), jasmonic acid (JA), salicylic acid (SA),
cytokinin, brassinosteroids and peptide hormones. These molecules are directly
involved in plant-predator interaction and play a key role in the regulation of
resistance mechanisms. Although the relationship between phytohormones and
plant defense responses as well as the induction of certain defense related
genes after the exogenous application of phytohormones is well-known, the
underlying molecular mechanisms whereby plants incorporate stress-induced
changes in hormone levels and initiate adaptative responses are still unknown.

The present study is aimed at performing the molecular characterization
of a segment located on the short arm of bread wheat (Triticum aestivum)
chromosome 6A involved with the tolerance to aphids. It was crossed two
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parental lines (M and P) double haploid recombinants (DHR) which were
selected for their contrasting markers Xgwm334a and Xgwm459, both located
on the mentioned chromosome segment. Subsequent generations were
obtained to get to know whether tolerance to the different treatment effect was
maintained in the progeny.

Plants subjected to ET, SA, ABA and JA spraying and infestation with
russian wheat aphid (RWA) were assessed by their isoenzymatic profiles and
by plant growth parameters. Then, the expression of NAC2 transcription factor
as a candidate gen was also studied in treated progenitor lines and their
controls, in order to characterize a gene induced by those treatments. The
esterase patterns differed in aerial and root tissues by the induction with
phytohormones ET, SA, ABA and JA in DHR lines of chromosome 6A. ET
switched off aerial esterases in 58% of DHR lines.

In cereals, the relationship between changes in the levels of antioxidant
activity and stress tolerance has been stated when plants were subjected under
stress. Parental lines evaluated in this study (M and P) showed that total and
reduced ascorbic acid and peroxidase content were not modified when treated
with ET-, ABA- and RWA infestation. In conclusion, both antioxidant systems
did not show a differential activity or content with respect to untreated controls,
and therefore did not constitute a good indicator of stress tolerance in the
assayed materials.

Both parental lines (M and P), F4, F, and a select group of F3 plants were
assessed by their tolerance/ susceptibility according to coleoptile length
measured 24 h after treatment with exogenous ET applications. Since the effect
of ET on plant growth is associated with restrictions in cell elongation and
therefore inhibition of hypocotyl length, line M was identified as tolerant and line
P as susceptible according to variations in coleoptile growth. F, and F3
generations showed significant differences in growth and were characterized as
susceptible, medium and tolerant.

On the other hand, growth parameters of wheat lines M and P and their
progeny F{ and F, were affected differently by RWA. Thus, RWA-induced
defense response were manifested by chlorophyll content, growth rate, fresh
weight, and the presence of striated and rolled leaves of the different
generations. Tolerant genotypes showed compensatory growth for all the
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parameters but that was not observed in susceptible ones. We can therefore
conclude that the genes responsible for compensatory growth are induced by
infestation with RWA.

A group of Fj tillers (obtained from inbred F; plants selected by their
compensatory or inhibited growth after ET spreads) was characterized by their
differential growth induced with exogenous JA and ABA treatment. The changes
observed in chlorophyll content, dry weight and sprouting after cutting showed
that the defense response was induced. Plants with higher values in the
mentioned parameters than controls could switch on the defense system,
overcome the higher metabolic cost needed to sustain the system and,
consequently, grow differently. We can state that genes responsible for
compensatory growth were induced by exogenous JA and ABA application.

Concerning gene expression, we studied NAC2 because NAC genes are
specific and abundant in plants. NAC are one of the main transcription factor
families operating in gene promoting regions related with stress. Under abiotic
or biotic stress conditions, plant defense genes have a specific expression
pattern, so that their overexpression or suppresion may enhance the plant
tolerance to both stresses. In the case of the progenitor lines evaluated, we
observed that whereas ABA treatment significantly increased NACZ2 gene
expression in line M, ET treatment did so in line P. On the other hand, RWA did
not elicit decreases or increases in the candidate gene expression, thus
suggesting the tolerance of this parental line to the aphid.

Ecologically, the use of defense mechanisms in plants for crop
improvement is promissory. Understanding the expression of genes related with
the defense characteristics of plants would be important to select cultivated
plants more tolerant to hervibores, with the consequent decrease of toxic
pesticides normally used for pest management control.

Finally, the identification of NACZ2 gene next to microsatellites Xgwm459
and Xgwm334a in wheat chromosome G6AS will enable its use as a highly

associated marker in the obtainment of stress tolerant plants.
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Generalidades del trigo

El trigo es una de las primeras especies domesticadas por el hombre,
hace aproximadamente 10.000 afos (Evans et al., 1983). Es una planta anual
perteneciente a la familia de las Gramineas, ampliamente cultivada en todo el
mundo. Se asume que el centro de origen coincide con el Valle del Nilo o
Medialuna Fértil, regién que ocupa el norte de Siria, oeste de Iran, el valle de
los rios Tigris y Eufrates en el norte de Irak, sudeste de Turquia, el centro de
Israel y Jordania (Feldman & Sears, 1981).

El trigo ocupa un 17% de la superficie cultivable del mundo, participa en
la alimentacién del 40% de la poblacién mundial y provee el 20% del total de
calorias y proteinas en la nutricion humana (Gupta et al., 2008). Uno de los
principales usos del trigo en la alimentacion humana consiste en la elaboracién
de productos de panificacién (Tritucum aestivum) y de pasta (Triticum durum),
si bien el 95% del trigo cultivado en el mundo corresponde a la primera especie
(Schewry, 2009). La harina de trigo es preferida respecto de otras por sus
aportes nutricionales; su composicion esta dada por almidén (65-75%),
proteinas (12-14%), la mayoria de los aminoacidos esenciales, grasas (1,5-
2%), minerales (1,5-2%), vitaminas del complejo B, vitamina E, vitamina K y
fibras (2,2%) (Schewry, 2009).

El cultivo del trigo en la Argentina. Distribucién

En la Argentina, el trigo es uno de los principales cereales cultivados.
Siguiendo la tendencia mundial (Gupta et al., 2008), en el pais los stocks
relativos de este cereal han ido disminuyendo de la mano de la tendencia
decreciente de la superficie sembrada, muy marcada en los ultimos ocho afios.
No obstante, los analistas auguran un buen futuro para el cultivo en la
Argentina, tanto para la produccién como para la superficie sembrada, asi
como también en el volumen de trigo destinado a la exportacion (Lopez, 2016).

El cultivo de trigo pan en Argentina se realiza en la zona comprendida
entre los 30-40° de latitud sur y 57-68° de longitud oeste, region que se divide
en nueve subregiones trigueras que abarcan desde el Noroeste y Noreste
argentino hasta el sur de La Pampa y Buenos Aires (Figura 1). Estas

subregiones tienen caracteristicas agroecoldgicas diferenciales, lo que
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condiciona los parametros productivos y de calidad especificos de cada una de
ellas.

& NEA"

| Figura 1. Subregiones trigueras de la
A Argentina.

o (Fuente: Trigo argentino,
http://www.trigoargentino.com.ar)

La cosecha de trigo en la campana 2014/15 evidencié un incremento
significativo en el area sembrada (5,04 millones ha) y en la produccién (13,9
millones de tn), un incremento del 25% en relacién al ciclo anterior. El
rendimiento promedio nacional fue de 2.915 kg/ha (Trigo argentino, 2014-
2015).

Perspectivas a futuro del cultivo de trigo

Se estima que para el afio 2050, la producciéon de granos deberia
aumentar un 2% anual a fin de satisfacer las necesidades alimentarias del
hombre. En un contexto productivo en el que no se prevé un aumento
significativo de la superficie destinada a la agricultura, la proteccion del cultivo
ante los factores de estrés bidtico a los que se encuentra sometido se torna
imprescindible (Gill et al., 2004). Se calcula que el cultivo de trigo sufre un 25%
de pérdidas de produccion, debidas tanto a factores bidticos (plagas) como
abidticos (altas temperaturas, heladas, sequia y salinidad).

En este marco, completar la secuenciacién del genoma de trigo brindara
informacion para acelerar la mejora genética del trigo. Ademas de garantizar
mayor seguridad alimentaria, la secuenciacion de dicha especie permitira

mejoras a nivel de la salud y de la nutricion humana (Gill, et al., 2004).

Taxonomia del trigo

Orden: Poales
Familia: Poaceae
Subfamilia: Pooideae
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Tribu: Triticeae
Género: Triticum L.
Especie: Triticum aestivum L.

Breve descripcion morfolégica de la planta

El trigo es una planta anual, de habito de crecimiento determinado. La
altura de la planta varia entre 30 y 120 cm.

Las raices son de dos tipos: seminales, las que emergen en la
geminacion (Figura 2) y las raices nodales o adventicias, las cuales emergen
de los nudos inferiores del tallo. Aproximadamente seis primordios de raices
estan presentes en el embrion. Al iniciar la germinacion, la raiz primaria emerge
a través de la coleorriza, seguida luego por cuatro o cinco raices laterales
seminales. Asi queda conformado el sistema radical, el cual puede expandirse
hasta los 2 m de profundidad y tiene la funcién de sostener a la planta hasta
que se desarrollen las raices nodales. Dichas raices nodales se originan desde
el tercer al séptimo nudos basales, aunque las ultimas (superiores) quizas no
logran penetrar en el suelo y permanecen en forma de apéndices cortos que
sobresalen del tallo. En la madurez, el sistema radical puede profundizar entre
1y 2 m segun las condiciones edaficas, aunque la mayoria de las raices se

ubican en los primeros 30 cm del suelo.

Figura 2. Raices seminales, dos y tres dias luego de la germinacién de
la semilla (Adaptado de Winfield)

El tallo esta conformado por unidades repetitivas o fitbmeros, cada uno
de los cuales posee potencialmente un nudo, una hoja, un entrenudo elongado
y una yema en la axila de la hoja. Cada una de estas unidades se repite entre
seis y 16 veces para conformar asi la parte vegetativa de cada tallo. El largo de
los entrenudos se incrementa desde los basales hacia aquellos mas distales,
culminando en el pedunculo de la espiga. El tallo termina en una espiga

constituida aproximadamente por 20 espiguillas alternadas sobre un raquis. Los
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trigos estudiados en la presente tesis tienen la particularidad de ser muticos, o
sea, carecen de aristas en sus flores.

Los macollos se originan de las axilas de las hojas basales y finalizan en
una inflorescencia terminal. Su estructura es coincidente con la del tallo
principal. A partir de la antesis, sélo algunos macollos sobreviven para producir
una espiga. Las hojas se componen de una vaina cilindrica y una lamina plana
con una nervadura principal muy marcada, en cuya unién se ubican una ligula
membranosa pequefia (1 a 2 cm) y un par de pequefias auriculas pilosas
(Figura 3). La vaina es tubular en la base y se abre en la proximidad de la
lamina. Las hojas se alternan a derecha e izquierda en un plano respecto del
tallo y se componen de lamina y vaina. La nomenclatura de las hojas seguida
en la presente tesis corresponde con la identificacion desde la base hacia la

zona distal de la planta (la hoja bandera).

vaina
de la hoja= 1

Figura 3. Hoja del trigo: lamina, ligula, auriculas y vaina de la hoja.
(Adaptado de Rawson, 2001).

Crecimiento y desarrollo

El trigo tiene la habilidad de macollar, o sea, de producir ramificaciones
laterales. Al finalizar la fase vegetativa de desarrollo, la planta consiste en el
tallo principal y un numero de macollos (Figura 4). El numero de macollos que
se producen en una planta depende de numerosos factores, como la fecha de
siembra, la nutricion mineral, la densidad de siembra, etc. Debido a la
competencia por recursos como el agua y los nutrientes que tiene lugar entre
los macollos, s6lo algunos de ellos sobreviven y producen espigas. La
emergencia de los macollos ocurre cuando la tercera hoja estda completamente
expandida y la cuarta esta comenzando a hacerlo. Luego, los siguientes

macollos aparecen secuencialmente cada tres hojas expandidas.
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macollo 1

Figura 4. Detalle del macollaje en trigo (Adaptado de Winfield).

Floracion, fertilizacion y formacion del fruto

La espiga de trigo estd conformada por un eje principal o raquis
articulado que contiene una espiguilla por nudo (Figura 5). Al acercarse la
floracidén, la espiga esta completamente formada y los granos de polen y
carpelos totalmente desarrollados. Luego de la antesis, las flores se abren, el
polen se libera y poliniza a los carpelos. Una vez finalizada la polinizacién, los
estambres mueren y se marchitan, mientras que los carpelos continuan
desarrollando los granos.

A lo largo de la espiga se observa un gradiente de tamano y de
madurez, segun el cual las espiguillas mas avanzadas son las de la parte
media de la espiga. Sin embargo, las condiciones de crecimiento limitan el
completo desarrollo de las espiguillas ubicadas en ambos extremos de la
espiga.

Cada espiguilla se compone por un eje o raquilla que sostiene dos
glumas y numerosas flores, siendo entre dos y cuatro la cantidad de flores
fértiles en cada espiguilla (a, b, ¢, d en Figura 5). Las flores estan revestidas
por dos estructuras, denominadas palea (la interior) y lemma (la exterior), que
envuelven a dos lodiculas, tres estambres y un carpelo. Las flores basales son
fértiles en general, pero las apicales pueden morir en el transcurso del

desarrollo de la espiga.
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Figura 5. Espiga de trigo. A la derecha, detalle de una espiguilla
(Adaptado de Rawson, 2001)

Cada estambre esta formado por un filamento y una antera amarilla de 3
mm de longitud que contiene numerosos granos de polen esféricos. La parte
basal del carpelo, el ovario, es blanco y de superficie suave excepto en su
extremo, el cual se halla recubierto por numerosos pelos unicelulares (Figura

6). El ovario contiene un solo 6vulo.

Figura 6. Detalle de las partes de la flor de trigo
(Adaptado Kirby y Appleyard, 1987)

Mientras que la espiga se encuentra protegida por la hoja bandera, las
partes de las flores estan madurando. Cada espiguilla produce ocho a doce
flores, aunque varias abortaran antes del inicio de la floracién. La floracién o
antesis ocurre unos dias después de que la espiga emerge a partir de la vaina
de la hoja bandera, mediante la elevacién de la espiga unos centimetros por
encima de esta ultima hoja tanto en el tallo principal como en cada macollo. A
continuacién, se inicia la elongacion de los filamentos estaminales entre seis y
ocho veces desde su tamafio original. Simultaneamente aparecen dos poros en
las anteras a partir de los cuales el polen sera derramado sobre los estigmas
receptivos del carpelo, con la colaboracion de las lodiculas en su rol de apartar
la lemma de la palea. Dos eventos de fertilizacion ocurren dentro del carpelo
para originar al embrién (tejido diploide) y al endosperma (tejido triploide). Los
siguientes diez dias, el embrion crece rapidamente. Los granos se llenan en

veinte dias mas y se secan en los siguientes treinta a cuarenta dias.
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El genoma del trigo

Segun su numero haploide, el trigo posee representantes diploides (2x),
tetraploides (4x) y hexaploides (6x), en concordancia con las dos, cuatro o seis
copias del genoma. Ademas, existen en la literatura citas de trigos octoploides
y decaploides (Goncharov, 2011).

El trigo hexaploide (2n = 6x = 42) consiste en tres genomios (A, By D)
con un numero basico (x) de 7 cromosomas cada uno. Los tres genomios
surgen de eventos de poliploidizacion natural ocurrida hace 7000 afos, que
involucran a las especies Tritucum urartu (donante del genomio A), una especie
desconocida perteneciente a la seccion Sitopsis (genomio B) y Triticum tauschii
que aport6 el genomio D, respectivamente (Feldman & Levy, 2005).

El trigo hexaploide es uno de los genomas vegetales de mayor tamano
ya que contiene 15.966 Mb (Mega bases) en total, superando asi en 8 veces al
del maiz y en 40 veces al del arroz (Arumuganathan & Earle, 1991). Se estima
que cada genoma del trigo contiene entre 40.000 y 50.000 genes, aunque su
complejidad radica en que mas del 80% de su ADN consiste en secuencias
repetidas, principalmente transposones y retrotransposones (Devos et al.,
2005; Wanjugi et al., 2009; Safar et al., 2010). Ademas, el mapeo realizado
mediante lineas de delecion ha permitido conocer que los genes no se
distribuyen homogéneamente en los cromosomas, sino que se localizan
principalmente en las zonas teloméricas (Qi et al., 2004).

A pesar de tener los cromosomas por ftriplicado, sus genes son
especificos de cada cromosoma y no se repiten en tres copias. Por ejemplo, los
genes relativos a la resistencia a plagas como hongos (royas, mildews) e
insectos (pulgdn ruso, pulgon verde, mosca del trigo) se supone que estan
presentes en uno solo de los grupos homeologos (Gill et al., 2004). En
consecuencia, la suposicion de que cada gen se encuentra representado en al
menos tres copias, pierde exactitud debido a la permanente recombinacion
entre cromosomas Yy a la presencia/ ausencia de retrotransposones, procesos
que en conjunto son causales de la disminucidon de la sintenia entre genomas
(Akhunov et al., 2003) y de la elevada complejidad del mapeo de genes del
trigo basado en la técnica de clonacion (Qi et al., 2004).
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Generalidades acerca de los sistemas de defensa de las plantas

La antigua concepcion que abordaba a los estreses bidtico y abidtico de
forma independiente (Anderson et al., 2004), se ha ido reformulando en base al
significativo solapamiento en las vias metabdlicas de sefalizacion de ambos
tipos de estrés, como por ejemplo entre la tolerancia a estrés abidtico y la
resistencia a enfermedades (Mauch-Mani & Mauch, 2005). En ambos casos,
las respuestas inducidas por las plantas muestran un elevado grado de
coordinacion, demostrado por medio de la superposicion de sets de genes que
fueron activados ante ambos tipos de estrés (Cheong et al., 2002; Fujita et al.,
2006).

A lo largo de su vida, las plantas estan expuestas a varios factores de
estrés bidtico. Uno de los principales desafios a los que se enfrentan es el
ataque de insectos, cuyo principal dafo consiste en la pérdida de la biomasa
tanto aérea como subterranea (War et al., 2011). Con la intencion de explicar
que plantas e insectos se comunican y que la emision de quimicos volatiles
propicia esta relacion, varios investigadores han llegado a asegurar que las
plantas ‘hablan’ unas con otras, con los insectos herbivoros e inclusive con los
predatores de dichos insectos (Leopold, 2014). El término ‘neurobiologia’ de las
plantas profundiza sobre la comunicacion (Brenner et al., 2006; Stahlberg et al.,
2006) un concepto que resulta controvertido si se tiene en cuenta que las
plantas no poseen ‘nervios’ (Leopold, 2014).

A través de su larga co-evolucion, estimada en 350 millones de afios,
plantas e insectos han desarrollado estrategias para evitarse mutuamente y
evadir los sistemas de defensa reciprocos. Para contrarrestar el ataque de los
herbivoros, las plantas se defienden a través de variados mecanismos, como
son el desarrollo de estructuras morfolégicas especializadas, la produccién de
metabolitos secundarios y proteinas con efectos téxicos, repelentes y/o
antinutricionales sobre los herbivoros, asi como mediante la atraccion de
enemigos naturales de los insectos plaga (War et al., 2011a y b).

A fin de completar su ciclo de vida en ambientes por naturaleza
estresantes y adaptarse a muy diversas situaciones, las plantas han
desarrollado sofisticados mecanismos que les permiten percibir sefales del

ambiente y modular su crecimiento y desarrollo (Yang et al., 2013). La
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adaptacion bioquimica de las plantas involucra varios cambios a nivel celular,
por ejemplo la evolucion hacia nuevas vias metabdlicas, la acumulacion de
metabolitos de bajo peso molecular, la sintesis de proteinas especiales, la
ocurrencia de mecanismos de detoxificacion y los cambios en los niveles de las
hormonas vegetales (Kahn et al., 2012).

Una planta se defiende mediante una combinacién de defensas
constitutivas e inducibles. Todas las defensas, ya sean expresadas
constantemente o transitoriamente, son costosas metabdlicamente (Staskawicz
et al., 1995; Baldwin & Preston, 1999). Aunque ambos sistemas son diferentes
entre si, las plantas son capaces de defenderse con una combinacién de los
dos sistemas. Segun el objetivo y el intervalo de tiempo en que comienzan a

actuar, las defensas se clasifican en:

1. Defensas constitutivas. Son aquellas que estan presentes siempre y se

deben a caracteristicas morfologicas, estructurales, anatémicas y quimicas.
Por ejemplo, el hecho de que las cuticulas estén recubiertas de cera, suberina
o calosa las torna rigidas, impidiendo o dificultando el ingreso de patégenos o

herbivoros a las células.

2. Defensas inducidas. Se activan luego de un dano sufrido por una planta.

Se caracterizan por ser rapidas, dinamicas y por el importante rol de proteccion
que ejercen ante proximos dafios (Kessler & Baldwin, 2001). Las defensas
inducidas se clasifican a su vez en:

2.1. Directas: a través de compuestos toxicos o de caracteristicas
morfoldgicas, el agente atacante se ve directamente afectado (Zhao et al.,
2009; Usha Rani & Jyothsna, 2010). Las defensas directas incluyen barreras
estructurales (como por ejemplo, durezas de un tejido, pubescencias,
tricomas) o aleloquimicas (glucdsidos cianogénicos, enzimas digestivas
inhibitorias, lectinas, glucosinolatos, alcaloides, terpenoides, etc.) que
exhiben efectos téxicos, antialimentarios o repelentes para los insectos. Una
recopilacion sobre los numerosos estudios de defensas constitutivas e
inducibles morfolégica o quimicamente, mediando en los mecanismos de

antixenosis y antibiosis, puede apreciarse en Smith & Clement (2012).
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2.2. Indirectas: se basa en la atraccion de enemigos naturales de
los insectos herbivoros que se encuentran infestando a una planta (Arimura
et al, 2009). Las defensas indirectas consisten en la liberacion de
compuestos organicos volatiles a partir de las plantas que han sido dafadas
por artropodos y que funcionan como atrayentes de predatores y
parasitoides, o que repelen la oviposicion de dichos artropodos (Smith &
Clement, 2012).

Las plantas activan sus sistemas de defensas como consecuencia del
reconocimiento de moléculas inductoras o elicitores (Baker et al., 1997),
compuestos de bajo peso molecular capaces de producir una respuesta
bioquimica o fisiologica de defensa de la planta (Kogel et al., 1998). En el caso
de la induccidn de resistencia a insectos, las moléculas de acido jasmonico,
acido salicilico, metil-jasmonato, metil-salicilato y etileno se constituyen en los

principales elicitores (Bruinsma et al., 2010; Scott et al., 2010).

El concepto de la tolerancia de las plantas frente a insectos plaga

A pesar de que la capacidad de identificar plantas susceptibles a las
plagas data de los primeros cultivos en el valle del Nilo, el mejoramiento
basado en la seleccidn de especies resistentes a los artropodos sienta sus
bases con posterioridad a los descubrimientos de Mendel y se afirma luego

como campo de estudio con los trabajos de Painter (Smith & Clement, 2012).

La resistencia de las plantas a los insectos plaga se puede definir a

través de tres mecanismos o categorias, definidos por Painter (1951):

1- Antixenosis 0 _no preferencia: condicion por medio de la

cual una planta es menos apetecida que otra para la alimentacion,
reproduccion o proteccidn del insecto.

2- Tolerancia: es la capacidad de las plantas de soportar el
ataque de una plaga sin que se afecten significativamente su calidad
y rendimiento agronomico.

3- Antibiosis: la planta incide sobre la biologia del insecto que
se alimenta de ella, afecta asi directa o indirectamente el potencial de

reproduccion del mismo.
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Los tres tipos de resistencia pueden existir en una misma planta. Si dos
o tres se hallan presentes, puede deberse a la accién de diferentes genes e
inclusive a la expresion de un mismo gen con efecto pleiotrdpico (actua sobre
mas de un caracter). De no tratarse de dicho efecto pleiotropico, estos tres
mecanismos podrian acumularse en una misma planta mediante Ia
pirimidalizacion de los genes y lograr, en consecuencia, aumentar el grado de
resistencia.

Posteriormente, Smith (2005) definié a la resistencia como el conjunto de
caracteristicas constitutivas genéticamente heredables que hacen que un
cultivar o una especie resulte menos danada que otra planta susceptible,
carente de estas cualidades. Luego, algunos autores plantean como algo
obsoletas las categorias definidas por Painter y, en algunos casos, imposibles
de diferenciar. Por consiguiente se reemplazarian por un esquema dicotdmico
que divide a la tolerancia/ resistencia en constitutiva/ inducible y directa/
indirecta (Stout, 2013).

Por otro lado, se conoce al crecimiento compensatorio como la
expresion exacerbada del crecimiento frente al ataque de insectos, por
ejemplo pulgones. Este mayor crecimiento fue observado en lineas de trigo
infestadas por Schizaphis graminum y Diuraphis noxia, compensacion que se
asume como mecanismo de tolerancia. Sin embargo, el crecimiento
compensatorio como respuesta al ataque de pulgones puede conducir a un
retraso en la cosecha (Castro et al., 2001, van Emden & Harrington, 2007).

Recientes avances genéticos y moleculares en la comprension de las
respuestas ante el estrés redundaron en la identificacion de numerosos loci
simples y loci de efecto cuantitativo (QTLs), genes relacionados con la
tolerancia al estrés (Cattivelli et al.,, 2002). Mas de 100 genes de resistencia
monogénica y poligénica a los artrépodos fueron identificados, junto con los
marcadores a los que se encuentran ligados, y localizados en los mapas
moleculares de numerosas especies. Por medio de la mejora asistida por
marcadores (MAS, del inglés Marker Assisted Selection) es posible rastrear la
resistencia en lineas para desplegarla en cultivares comerciales (Smith &
Clement, 2012).

La percepcion del estrés en una parte de la planta puede causar el
incremento de la resistencia en la totalidad de la planta (Pecinka & Mittelsten

12
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Scheid, 2012), proceso denominado resistencia sistémica adquirida.
Ademas, mediante priming la exposicion a un estrés suave conlleva a
respuestas mas efectivas y rapidas ante subsecuentes tratamientos mas
severos. Ambos fendmenos pueden explicarse por efectos moleculares
relativos a la percepcion del estrés y por los componentes de sefalizacion
(Conrath, 2011), pero no hay evidencia de su transmisién a la siguiente
generacion.

Sin embargo, se sabe que las plantas pueden percibir el estrés durante
el estado vegetativo y memorizarlo mediante mecanismos epigenéticos. Asi,
cambios epigenéticos inducidos por el medio ambiente pueden ser traspasados
a la progenie (Mirouze & Paszkowski, 2011). La induccion de estados
epigenéticos alternativos no sélo estimula la formacién de nuevos epialelos,
sino que promueve la movilidad de transposones de ADN Yy retrotransposones,
elementos muy abundantes en los genomas vegetales (Mirouze & Paszkowski,
2011). Esto es de especial relevancia dado que la zona del cromosoma 6A de
trigo que se estudia en la presente tesis corresponde a una zona muy rica en
transposones, como es la zona telomérica (Devos et al., 2005).

Algunos cambios en la cromatina son estables y se tornan
independientes del inductor, originando, en casos extremos, epialelos
heredables (Cubas et al., 1999, Soppe et al. 2000, Manning et al., 2006). Por lo
tanto, es aceptada la idea de que el estrés induce modificaciones persistentes y
heredables de la cromatina, las cuales redundan en cambios a nivel de la
expresion génica y de las caracteristicas fenotipicas (Pecinka & Mittelsten
Scheid, 2012). En consecuencia, fenotipos nuevos inducidos epigenéticamente
podrian incrementar la capacidad adaptativa de las plantas ante cambios
medioambientales.

La obtencibn de plantas tolerantes, que activen sus defensas
eficientemente, resulta promisoria desde el punto de vista ecoldgico.
Comprender la naturaleza de la expresion de los genes relacionados con las
caracteristicas defensivas de las plantas sera de importancia en el disefio de
plantas cultivadas mas tolerantes a los herbivoros, con la consecuente
disminucion de pesticidas toxicos empleados normalmente para el control de
las plagas en los cultivos. Sin embargo, la lucha entre plantas y herbivoros

seguira teniendo lugar y, ademas, estos ultimos seguiran evolucionando y
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desafiando a nuevos genotipos de plantas resistentes. Por lo tanto, para la
optimizaciéon de la produccion de los cultivos es imprescindible conocer
profundamente las interacciones quimicas que se dan entre ambos organismos
(War et al., 2011b).

Del mejoramiento tradicional del trigo a la mejora asistida por marcadores

moleculares

El mejoramiento genético, junto con las herramientas propias de la
tecnologia agricola, ha hecho notables progresos para incrementar los
rendimientos de los cultivos por mas de un siglo. Sin embargo, estos avances
se encuentran constantemente expuestos a los numerosos cambios suscitados
en los ambientes y en los organismos que lo habitan. Por ejemplo, hongos e
insectos plaga logran evolucionar y superar la resistencia de la planta
hospedante. En consecuencia, los mejoradores deben encarar continuamente
el desarrollo de nuevas variedades (Evans, 1997; Collard & Mackill, 2008).

El mejoramiento genético tradicional en plantas es altamente
dependiente de las condiciones ambientales y conlleva un largo tiempo de
desarrollo. Basicamente, consiste en cruzar aquellas lineas deficientes en una
0 mas caracteristicas con otras que si la/las poseen, para luego seleccionar las
recombinantes buscadas entre la totalidad de una amplia descendencia
segregante. Este laborioso proceso involucra numerosas generaciones de
plantas, implica sucesivos ciclos de seleccidon y cruzamiento, con un cierto
grado de desarrollo artesanal e intuitivo. Esto ha motivado a los mejoradores a
incluir nuevas tecnologias que permitan lograr mayor eficiencia en los procesos
convencionales de mejora, basadas principalmente en el empleo de
marcadores moleculares, siendo la seleccion asistida por marcadores una
estrategia fundamental en el mejoramiento vegetal. Asi, la tecnologia basada
en los marcadores de ADN se ha convertido en una herramienta que intenta
superar varias de las dificultades relativas al mejoramiento convencional
(Varshney et al., 2007).

Los marcadores moleculares han sido extensamente utilizados en el
armado de mapas moleculares saturados, tanto genéticos como fisicos
(Varshney et al., 2007). Su asociacion con genes o QTLs que controlan

caracteristicas de importancia econdémica han sido empleados en estudios de
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seleccién asistida por marcadores (MAS, del inglés Marker Assisted Selection)
(Koebner, 2004; Korzun, 2002). Asimismo, se utilizan en trabajos de
introgresién por retrocruzamiento, diagnoéstico genético, caracterizacion de
individuos transformados, en estudios de la organizacién del genoma y en
analisis filogenéticos (Varshney et al., 2007).

En trigo, el mejoramiento ha tenido como objetivos principales
acrecentar la calidad y favorecer su adaptabilidad a diversas condiciones
ambientales. Tomando en consideracion el hecho de que conocer la
variabilidad genética de lineas elite adaptadas a distintos ambientes resulta
fundamental (Salem et al., 2008), numerosos investigadores han estudiado la
diversidad genética de este cereal mediante el uso de variados marcadores
moleculares (Roder et al., 1995; Ma et al., 1996; Bryan et al., 1997; Paull et al.,
1998; Szucs et al., 2000; Eujay et al., 2002). Ademas de ser uno de los
principales objetivos de la mejora la introgresion de uno o mas genes
favorables provenientes de un padre donante en el background de una
variedad elite (Korzun et al., 2007), el MAS implica conocer la localizacion de
esos caracteres y sus alelos especificos.

Durante los ultimos veinte afios, los marcadores moleculares han sido
utilizados en el estudio del genoma del trigo. Los primeros mapas fisicos,
construidos mediante la técnica de RFLP, permitieron ubicar loci en cada uno
de los 21 cromosomas del trigo. Sin embargo, los microsatélites son los
marcadores que propiciaron notables avances en la descripcidn del genoma del
trigo hexaploide (Ganal & Roder, 2007).

Marcadores microsatélites

Actualmente, los microsatélites o secuencias simples repetitivas (SSR)
son los marcadores moleculares mas ampliamente empleados debido
principalmente a que son ubicuos y abundantes en los genomas de animales y
vegetales, incluyendo secuencias repetitivas o unicas (Wang et al., 2007).
Pueden ubicarse tanto en regiones codificantes del gen como en intrones,
regiones 3’ y 5 UTR (del inglés, Untraslated Regions, regiones no traducidas
del gen). Aquellos SSR ubicados dentro de genes y que sufran una mutacion,
originaran cambios en el ADN sujetos posteriormente a mecanismos de

reparacion. Si estos cambios logran escapar a la correccidn, se generan
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nuevos alelos para los loci SSR involucrados, en concordancia con cambios en
los productos génicos y, eventualmente, en el fenotipo. En definitiva, los SSRs
localizados dentro de genes estan sujetos a una mayor presion selectiva
debido a su implicancia en la funcionalidad de la region y, consecuentemente,
constituirian una base molecular de importancia para la adaptacion a cambios
ambientales, tanto en procariotas como en eucariotas (Li et al., 2004).

Los SSR son regiones hipervariables del genoma que contienen arreglos
de secuencias simples en tandem de mono, di, tri, tetra o pentanucledétidos que
se repiten entre 10 y 100 veces (Litt & Luty, 1989). Su variabilidad se debe a la
variacion en el numero de estas secuencias, fendbmeno que ocurre por
corrimientos durante la replicacion o por crossing- over desbalanceados
(Hancock, 1999). El elevado nivel de polimorfismo propio de los microsatélites
constituye una de sus cualidades destacables respecto de otros marcadores
(Russell et al., 1997; Shariflou et al., 2001). Suelen ser monolocus y mostrar
herencia de tipo mendeliana. La metodologia de trabajo con los microsatélites
es relativamente sencilla y posee un alto grado de automatizacion (Shariflou et
al., 2001), son altamente informativos y su costo (por genotipo y por primer) es
relativamente bajo. Estas caracteristicas, junto con la posibilidad de analizar
varios microsatélites en un elevado numero de plantas, los convierte en los
marcadores predilectos para la seleccién asistida y el mapeo en programas de

mejoramiento genético (Koebner & Summers, 2003).

Marcadores microsatélites en trigo pan

En el trigo pan, el uso de marcadores moleculares se ha extendido
gracias a los primeros marcadores SSR descriptos en esta especie (Devos et
al., 1995; Roder et al., 1995; Bryan et al., 1997). El alto grado de polimorfismo
encontrado mediante el empleo de marcadores microsatélites (Plaschke et al.,
1995; Roder et al., 1995; Bryan et al., 1997) permitié considerar a los SSR
como una excelente herramienta de mapeo genético, también en el caso del
trigo (Korzun et al., 1997a, 1999; Roder et al., 1998; Somers et al., 2004; ljaz,
2011). Se utilizan ademas para establecer la autenticidad de lineas de
sustitucion intervarietales desarrolladas mediante citogenética (Korzun et al.,
1997b), en el estudio de la diversidad genética de trigo y las especies
relacionadas (Plaschke et al., 1995; Fahima et al., 1998; Liu et al., 2005), para

clarificar la diversidad genética entre variedades (Islam et al., 2012) y la historia
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evolutiva de genes simples en trigo pan (Worland et al., 1998; Hammer et al.,
2000; Li et al., 2004). El uso de este tipo de marcadores en bancos de
germoplasma es también muy frecuente (Borner et al., 2000; Huang et al.,
2002; Khlestkina et al., 2004), como por ejemplo para el estudio de la
diversidad alélica en la conservacion de germoplasmas antiguos (Bérner et al.,
2012). Ademas, se emplean en estudios sobre resistencia a plagas y
enfermedades del trigo, por ejemplo en la busqueda de genes de resistencia a
roya en varios genotipos de trigo (Sehgal et al., 2012).

Los EST- SSR (del inglés Expressed Sequence Tags, etiquetas de las
secuencias expresadas) constituyen una variante de los microsatélites que
resultan de gran utilidad al basarse en secuencias del ADN que se expresan
indefectiblemente. Al encontrarse fisicamente asociados con regiones
codificantes en el genoma, permiten acrecentar la utilidad de los marcadores
genéticos en la evaluacion de transcriptos y genes de funcién conocida que se
desea analizar (Holton et al., 2002). El potencial de los marcadores EST como
fuente de microsatélites fue demostrada para numerosas especies, como en
vid, trigo, Arabidopsis, soja, arroz, maiz, cebada y sorgo (Scott et al., 2000;
Holton et al., 2002; Kantety et al., 2002; Morgante et al., 2002). A diferencia de
los SSRs, que frecuentemente no pueden transferirse entre especies
relacionadas, los marcadores EST-SSRs demuestran un alto nivel de
transferencia (Holton et al., 2002). Por lo tanto, cualquier polimorfismo
detectado usando EST-SSRs (eSSR) deberia reflejar la estrecha relacion
existente entre especies o variedades.

Dentro de la tribu Triticeas, este tipo de marcador puede ser muy util en
estudios filogenéticos debido a que las secuencias codificantes estan
conservadas entre las copias homeodlogas del trigo, incluso si estan rodeando
un microsatélite localizado dentro de un gen (Zhang et al., 2006). Nicot et al.
(2004) observan un solo locus mapeado para el 89% de los EST-SSRs
estudiados en una poblacion de trigo, quizas debido a la ausencia de
polimorfismos en los otros dos loci 0 a la especificidad de los primers
disefiados. Sin embargo, la modificacion de unas pocas bases o incluso de los
juegos de primers, llevaria a la amplificacion del segmento en los tres loci
homeodlogos. Wang et al. (2007) plantean el uso de marcadores EST-SSR para

el genotipado molecular de colecciones de germoplasma de Triticum durum L.
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mediante el monitoreo constante del pool génico elite, identificando asi 87
alelos eSSR mayoritariamente en el genomio B.

La evaluacion de un germoplasma mediante SSRs derivados de
regiones EST intensifica el rol de los marcadores genéticos en el analisis de las
variaciones en genes transcriptos y de funcion conocida. El numero de ESTs
reportados en los cereales ha aumentado considerablemente durante los
ultimos anos, siendo actualmente de dominio publico mas de 1 millon de estas
secuencias en trigo disponibles en la base de datos del NCBI (National Center

for Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/).

Microsatélites ubicados en el cromosoma 6A del trigo

En un estudio que combiné6 marcadores SSR y gliadinas, ambos
sistemas muy concordantes para la identificacion de genotipos, se encontro
que los loci ubicados en el cromosoma 6A del trigo resultaron ser los mas
polimérficos al analizar la variabilidad en una coleccion de einkorn cultivado
(Triticum monococcum L. ssp. monococcum) (Ruiz et al., 2007).

La denominaciéon de los microsatélites se refiere a su procedencia,
especificamente los Xgwm (Gatersleben wheat microsatellite) fueron obtenidos
en el Leibniz Instituto de Genética de Plantas (IPK) de Gatersleben, sobre los
cromosomas del trigo. En dicho laboratorio se identificaron mas de 1.000
marcadores SSR derivados de clones generados a partir de una copia de
secuencia unica, mediante la hipometilacién de regiones (Ganal & Rd&der,
2007).

Dos QTLs que explican la resistencia antixendética ante el pulgdn verde
fueron mapeados en el brazo corto del cromosoma 6A, region en la que
también asociaron otros QTLs que explicaron la variacién de peso seco aéreo,
peso seco de raices y area foliar, ante la aplicacion exdégena de las
fitohormonas ET, ABA, AS y AJ (Castro et al., 2008). Se asume que en dicha
region cromosomica (mapa de Roder et al., 1998), y mas especificamente en el
intervalo comprendido por los marcadores Xgwm459 y Xgwm334a en el
cromosoma 6AS, se ubica algun/ algunos genes de similar o idéntica funcion
(Castro et al., 2008). Se ha encontrado, ademas, otro QTL relativo al
rendimiento en condiciones de sequia en el cromosoma 6A (Snape et al.,

2007), en otra poblacién de trigo. Por lo tanto, existiria una intrinseca relacion
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entre los estreses bidticos y abidticos y con la sintesis de las fitohormonas
(Quarrie et al., 1994; Cattivelli et al., 2002).
De acuerdo a lo desarrollado se proponen las siguientes
Hipotesis
1. Los genes que aportan al crecimiento compensatorio son inducibles por
tratamientos exdgenos con fitohormonas.

2. Los genes que aportan al crecimiento compensatorio bajo infestacién se
ubican en las mismas regiones cromosémicas que aquellos genes que son

elicitados por hormonas, siendo activados por estos.

3. Los genes que aportan al crecimiento compensatorio pueden ser mapeados

y secuenciados.

Para poder probarlas se plantean los siguientes

Objetivos generales

1. Caracterizar los genes que son inducidos por tratamientos exégenos de
hormonas y otorgan crecimiento compensatorio, evaluando los genes ubicados
en las regiones flanqueadas por los marcadores Xgwm459 y Xgwm334a en el

brazo corto del cromosoma 6A de Triticum aestivum.

2. Caracterizar los genes que otorgan tolerancia a afidos analizando los genes
ubicados en las regiones flanqueadas por los marcadores Xgwm459 y

Xgwm334a en el brazo corto del cromosoma 6A de Triticum aestivum.

3. Conocer la expresion del/ de los gen/ genes que son inducidos por
tratamientos exdgenos hormonales y por la infestacion con el pulgdn ruso del

trigo.

Objetivos particulares

Con el propésito de probar la Hipétesis 1, alcanzar el objetivo general 1y

dar respuesta a la pregunta: los genes responsables del crecimiento
compensatorio ¢;son inducidos por Ila aplicacion exégena de

fitohormonas?, se detallan los siguientes objetivos particulares:
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1.1. Caracterizar a un grupo de lineas doble haploides recombinantes
(DHR) a nivel de proteinas isoenzimaticas. Se identificaran los patrones de
estearasas revelados en las lineas DHR para el cromosoma 6A de trigo, luego
de haber sido asperjadas con ET, ABA, AJ y AS, como asi también posibles
diferencias en las isoformas halladas en la parte aérea y en las raices de las
plantas evaluadas (Se desarrolla en el CAPITULO 1).

1.2. Estudiar la actividad antioxidante a través de las determinaciones
de acido ascorbico y peroxidasas de las plantas asperjadas exdgenamente con
las hormonas involucradas en las vias de sefalizacion post- induccién de las
defensas de la planta (CAPITULO 2).

1.3. Caracterizar como tolerantes o susceptibles a un grupo de plantas
mediante aplicaciones exdgenas de ET, grupo conformado por dos lineas
progenitoras (M y P) contrastantes para los marcadores Xgwm334a y
Xgwm459, ambos ubicados en el cromosoma 6AS de Triticum aestivum, la F4
producto del cruzamiento dirigido entre ambas, la F, obtenida por
autofecundacion y plantas F3 proveniente de las anteriores (CAPITULO 3).

1.4. Caracterizar a un grupo de plantas F3 de acuerdo a su crecimiento
compensatorio inducido por tratamientos exégenos con las hormonas AJ y
ABA, obtenidas a partir de la autofecundacion de plantas F, seleccionadas por

su crecimiento diferencial ante aplicaciones de ET (CAPITULO 5).

Con el propodsito de probar la Hipdtesis 2, alcanzar el objetivo general 2 y

dar respuesta a las preguntas: los genes responsables del crecimiento
compensatorio ¢son inducidos por la infestacion con el pulgén ruso del
trigo? Ademas, los genes que determinan el crecimiento compensatorio
bajo infestacion ¢;se ubican en las mismas regiones cromosémicas que
aquellos genes que son elicitados por hormonas?, se proponen los
siguientes objetivos particulares:

2.1. Estudiar la actividad antioxidante a través de las determinaciones
de acido ascorbico y peroxidasas en las plantas sometidas a estrés bibtico
generado por la accién directa de un insecto, como inductor de las defensas
(CAPITULO 2).

2.2. Evidenciar la influencia de un insecto inductor de las defensas

vegetales, el pulgdén ruso del trigo, mediante la determinacion de parametros
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fisiologicos del crecimiento de una poblacion de trigo originada a partir del
cruzamiento de dos lineas de comportamiento contrastante. Se intenta asi
evaluar si la accion del pulgén afecta diferencialmente los parametros de
crecimiento de las lineas progenitoras y sus descendientes F;y F, (CAPITULO
4).

Con el proposito de probar la Hipdtesis 3, alcanzar el objetivo general 3 y

dar respuesta a las preguntas: los genes que aportan al crecimiento
compensatorio ;pueden ser mapeados y secuenciados? Ademas, el gen
NAC2 localizado en la regidon flanqueada por los marcadores Xgwm334a vy
Xgwm459, ambos ubicados en el cromosoma 6AS de Triticum aestivum, ¢ esta
relacionado con las respuestas contrastantes entre las lineas

progenitoras? se planted

3.1. Conocer la expresion diferencial del gen NAC2 en dos lineas de trigo
(M y P) tratadas en forma exégena con las hormonas ET y ABA, asi como

también infestadas con el pulgén ruso (CAPITULO 6).
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Introduccidon

La gran difusion de la tribu Triticeae sugiere que sus representantes
contienen genes que facilitan la adaptacion al ambiente y la tolerancia al estrés
bidtico (Cattivelli et al., 2002). En la busqueda de una produccion de trigo pan
con menores pérdidas debidas al estrés, tanto bidtico como abidtico,
numerosos genes de tolerancia han sido identificados (Quarrie, 1994, 2005;
Cattivelli et al., 2002; Snape et al., 2007; Castro et al., 2008).

Las fitohormonas acarrean las sefiales que activan los genes de defensa
involucrados con eventos de estrés (Bostock, 2005; Fuijita, 2006; Bari & Jones,
2009). Luego de la accién de un organismo patdogeno o de un insecto que
genera un dafo, la planta responde incrementando la sintesis endégena de
acido abscisico (ABA), giberelinas, etileno (ET), acido jasmoénico (AJ), acido
salicilico (AS), citocininas, brasinoesteroides y hormonas peptidicas, sustancias
directamente relacionadas con la interaccién planta-insecto (Stotz et al., 2000;
Adams et al., 2007; Koornneef & Pieterse, 2008; Spoel & Dong, 2008). Estas
moléculas actuan separadamente o en forma conjunta, mediante interacciones
sinérgicas o antagonicas en la compleja red de sefalizaciones (Morkunas et al.,
2011), desempenando un rol preponderante en la regulacion de los
mecanismos de resistencia (Reymond & Farmer, 1998; Glazebrook, 1999; Feys
& Parker, 2000; Glazebrook, 2005).

Ha sido probada la intensa relacion entre las fitohormonas y las
respuestas defensivas en las plantas (Mauch-Mani & Mauch, 2005), como asi
también la induccion de ciertos genes de respuesta luego de aplicaciones
exdgenas de fitohormonas (Yamaguchi-Shinozaqui & Shinozaqui, 2006). Sin
embargo, los mecanismos moleculares subyacentes a través de los cuales las
plantas integran los cambios inducidos por estrés en los niveles hormonales e
inician las respuestas adaptativas no estan completamente elucidados (Bari &
Jones, 2009). No obstante, se conoce que las aplicaciones exdégenas de estas
hormonas potencian los niveles de resistencia en las plantas (Pieterse et al.,
2001).

A lo largo de la evolucién, las plantas lograron integrar la informacion

que captan del ambiente y distribuir sus limitados recursos a fin de contener las
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amenazas, a medida que van apareciendo, de herbivoros, patogenos y
aquellas propias del medio (Browse, 2009). La interaccién que ocurre entre las
rutas metabdlicas que involucran al AS, AJ y ET provee un importante potencial
regulatorio contra los organismos invasores (Pieterse et al., 2001; Koornneef &
Pieterse, 2008). Asi, las plantas intentan minimizar los costos energéticos en

pos de ajustar las reacciones de defensa (Pieterse et al., 2001; Bostock, 2005).

Las estearasas como sistema isoenzimatico

Las estearasas son un grupo de hidrolasas que catalizan la formacion o
ruptura del enlace éster en sustratos hidrosolubles. Generalmente estas
enzimas tienen un amplio espectro de sustratos y actuan sobre una variedad
de compuestos naturales y xenobidticos. Segun el Comité de Nomenclatura de
la Unidn Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular (IUBMB), las
estearasas se dividen en distintos grupos. Entre ellos se destacan las
carboxilestearasas o “verdaderas estearasas” (EC 3.1.1.1), que actuan sobre
ésteres carboxilicos de cadena corta
(http://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC3/1/1/1.html).

Las isoenzimas son marcadores moleculares de utilidad en el desarrollo
de mapas genéticos que fueron utilizados en la mejora vegetal (Korzum et al.,
2001). En el pasado, las estearasas del trigo fueron empleadas tanto en
estudios de evolucidén, como en la identificacién de hibridos interespecificos y
en la evaluacion de variabilidad de los genotipos hexaploides (Ainsworth et al.,
1984; Fernandez & Jouve, 1987). Estudios realizados hace ya algun tiempo
identificaron cuatro sets de loci homdlogos en trigos hexaploides: Est-1,
localizado en granos inmaduros, raices y hojas en lineas de sustitucién del
cromosoma 3 (3AS, 3BS y 3DS) (Barber et al., 1969); Est-2 y Est-3
identificados a nivel de coleoptilo y localizados en los cromosomas 3 y 7
respectivamente (3AL, 3BL, 3DL, 7BS y 7DS) (Jaaska, 1980); Est-4 hallado en
hojas normales y etioladas de las lineas de sustitucién 6AL, 6BL y 6DL (May et
al., 1973; Jaaska, 1980).

En cuanto a la distribucién de las estearasas en las distintas partes de la
planta, se identificaron mas estearasas en hojas y tallos de mani respecto de

las reveladas en raices (Hassanein et al., 1999), lo cual responde a la idea de
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que existiria un patron especifico para cada tejido debido a que un gen puede
expresarse en un tejido, pero no en otro (Kumar et al., 2009).

Existe evidencia de que pueden identificarse plantas tolerantes al estrés
salino a través de patrones especificos de estearasas. Tal es el caso del arroz,
en el que se observo que la presencia de una banda en particular, con un valor
Rf (Relacién de frente) de 0,6, que permite identificar plantas tolerantes a
salinidad (Swapna, 2002). En otra especie adaptada a ambientes marinos,
Centaurea ragusina L., las estearasas resultaron ser un biomarcador eficaz de
estrés salino, con consecuentes modificaciones en los patrones revelados en
tallos y raices sometidos a distintos potenciales osmaéticos (Radic & Pevalek-
Kozlina, 2010). Ademas, en este ultimo estudio se establecié que las
estearasas fueron mas eficaces como marcadores que las peroxidasas (Radic
et al., 2006), ya que fueron identificadas mas bandas diferenciales con el
primer sistema isoenzimatico (Radic & Pevalek-Kozlina, 2010). Por otro lado,
las estearasas fueron efectivas como indicadoras de la tolerancia en plantas de
cebada cultivadas en medios ricos en aluminio (Tamas et al., 2005).

Especificamente en el cromosoma 6A del trigo, fueron identificados
genes de resistencia al pulgdén verde de los cereales (Schizaphis graminum,
Rond) y al pulgon ruso (Diuraphis noxia, Mordv) (Castro et al., 2005), asi como
también a ciertos hongos como Mycosphaerella graminicola (Arraiano et al.,
2007) y a las royas de la hoja y del tallo (Mcintosh et al., 2003). Ademas,
algunos QTLs para peso seco y para area foliar fueron localizados en el
cromosoma 6A en lineas dihaploides recombinantes expuestas a tratamientos
con acido abscisico (ABA), acido jasmonico (AJ), etileno (ET) y acido salicilico
(AS) (Castro et al., 2008), sugiriendo que dicho cromosoma porta genes
relacionados con el mejor comportamiento ante el estrés bidtico (Castro et al.,
2008).

El objetivo del presente capitulo consistié en identificar los patrones de
estearasas revelados en lineas doble haploides recombinantes para el
cromosoma 6A de trigo, luego de haber sido asperjadas con ET, ABA, AJ y AS,
como asi también conocer posibles diferencias en las isoformas halladas en la

parte aérea y en las raices de las plantas evaluadas.
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Materiales y métodos

Material vegetal. Se probaron setenta y ocho lineas doble haploide

recombinantes (DHR) para el cromosoma G6A, derivadas de la Fq del
cruzamiento entre los progenitores “Chinese Spring” (CS) x “Chinese Spring
(Synthetic 6A)” (S6A) de trigo (Triticum aestivum L.). Las semillas de las lineas
DHR, de CS y de 6SA fueron pregerminadas en cajas de Petri cubiertas en su
base con papel de filtro y luego mantenidas a 21°C por 24 h en completa
oscuridad. Luego fueron pasadas a viales plasticos de 20 cc de volumen
rellenos de vermiculita estéril y perforados en la base para facilitar su irrigacion.
Las plantas fueron colocadas en bandejas conteniendo 2 | de solucion de
Hoagland para garantizar el aporte de minerales y de agua (Figura 1). Las
bandejas fueron mantenidas en un invernaculo en condiciones naturales de luz

y temperatura.

Figura 1. Bandejas conteniendo las plantas sembradas en viales

Tratamientos. Las plantas de cada DHR, en el estado de tercera hoja
expandida fueron asperjadas con etileno (ET), acido jasmonico (AJ), acido
salicilico (AS) y acido abscisico (ABA) en forma separada. Se hicieron 10
repeticiones por tratamiento y genotipo y se reservo igual cantidad de plantas
como control, habiendo recibido estas ultimas sélo agua destilada y Tween 20
(0,01% P/V). Las soluciones hormonales fueron preparadas con agua destilada

y Tween 20 (0,01% P/V) segun las dosis seleccionadas en ensayos previos
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(Castro et al., 2003), siendo 10° M de AJ, 50 mM de AS, 50 mM de ET
(Ethrel®) y 10° M de ABA.

Preparacién de extractivos. De las plantas de cada genotipo (78 lineas DHR,

CS y S6A), se separaron la parte aérea y las raices y en cada tratamiento (ET,
AJ, AS, ABA y controles) se formd un pool reuniendo a la totalidad de las
repeticiones en una misma muestra (genotipo*tratamiento). De cada una de
ellas se tomo6 1 g de tejido fresco para constituir las submuestras desde las
cuales se prepararon los extractivos. ElI material se tritur6 en mortero con
nitrogeno liquido y homogeneizado con 1 ml de Tris-glicina (pH = 8,7) por
muestra. La nomenclatura de las muestras se corresponde con el tratamiento
recibido, en tanto se denominaron: ETa (ET en parte aérea), ETr (ET en
raices), AdJa (AJ en parte aérea), AJr (AJ en raices), ASa (AS en parte aérea),
ASRr (AS en raices), ABAx (ABA en parte aérea), ABAr (ABA en raices), Ca

(control en parte aérea) and Cg (control en raices).

Electroforesis. Se realizaron corridas electroforéticas verticales en geles

discontinuos (8% y 10%) de poliacrilamida (PAGE) compuestos de 4%
acrilamida y 2% bis-acrilamida, utilizando un equipo LKB Bromma 2197. Para el
armado del gel se usé el buffer Tris—-HCI 3 M (pH = 8,8) y en la cuba
electroforética se usé Tris—glicina (pH = 8,3). Aproximadamente 80 ul del
extractivo adicionados con 20 ul de glicerol fueron sembrados por celda del gel.
Las corridas electroforéticas se condujeron a 4°C, con un amperaje fijo de 70
mA por 10 min hasta que las muestras atravesaron el gel de stacking (4%),

luego a 50 mA por un periodo aproximado de 2 h 30 min.

Cribado de estearasas. Las estearasas (EST 3.1.1.1) fueron cribadas segun el

procedimiento descripto por Vazquez et al. (2000). Las distancias de migracion
en el gel de poliacrilamida fueron normalizadas por la distancia del frente de
corrida (valor Rf), para lo cual se trabajo con el sistema Image Master Total Lab
V1.11 (Amersham Pharmacia Biotech, UK). Para cada parte de la planta y
tratamiento, las bandas fueron clasificadas en lentas y rapidas de acuerdo a su

valor Rf. Por lo tanto, cuatro grupos de bandas fueron identificados: bandas
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rapidas y lentas provenientes de la parte aérea, bandas rapidas y lentas

provenientes de las raices.

Analisis de las estearasas. Se computaron los coeficientes de similitud de

Jaccard (Sneath & Sokal, 1973) para los genotipos, partes de la planta y
tratamientos. Las bandas se computaron como presencia (valor 1) o ausencia
(valor 0). La matriz de los coeficientes de similitud fue sometida al analisis de
cluster a través del método de agrupamiento de pares con la media aritmética
no ponderada (UPGMA, del inglés unweighted pair-group method with
arithmetic averages), con la ayuda del paquete MVSP version 3.2 (Multivariate
Statistica Package) (Kovach, 1986-1993).

Resultados

El analisis de estearasas mostro dos zonas discontinuas: la zona |,
superior y cerca del catodo, y la zona I, inferior y cercana al anodo.

Segun el patron revelado, se identificaron cinco electrofenotipos
diferentes para las lineas DHR, CS y S6A (Figura 2). Tanto en la parte aérea
como en la raiz, se identificaron tres patrones similares definidos por una
banda en la zona |, una banda en cada zona simultdneamente o una unica
banda en la zona Il (electrofenotipos 1, 2 y 3, Figuras 2a y 2b).

Un cuarto patron constituido por tres bandas, dos mas claras y una
central de mayor grosor, se identifico en la zona | en las muestras provenientes
de parte aérea, aunque a partir de las muestras provenientes de raices este
mismo patron se observo en la zona Il (electrofenotipo 4, Figuras 2a y 2b).

La quinta variante corresponde a la ausencia tanto en la zona mas
cercana al catodo () como en la mas cercana al anodo (Il) (electrofenotipo 5,
figuras 2a y 2b).

En cada gel de poliacrilamida se identificaron algunos de estos patrones
en la parte aérea y en las raices para cada genotipo analizado, presentado a

modo de ejemplo en la Figura 2c.
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Figura 2. Electrofenotipos revelados en la parte aérea (a)

y en la raiz (b) para las lineas DHR, CS y S6A.

Ejemplo sobre un gel de algunos de los patrones revelados (c).
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Bandas encerradas por circulos y rectangulos identifican los electrofenotipos numero 1
y 4, respectivamente. La muestra ET, constituye un ejemplo del electrofenotipo
namero 5, caracterizado por la ausencia de bandas en ambas zonas.

En cuanto a la afinidad por los sustratos suministrados en la reaccion,
las estearasas de la zona | manifestaron gran afinidad por el B-naftil-acetato vy,
en consecuencia, su coloracion se torné amarronada (Figura 3). Por el
contrario, en la zona Il prevalecio la coloracion rojiza tipica de las
carboxilestearasas y debida a su afinidad con el a—naftil-acetato (Figura 3).

En cuanto al numero de bandas, en la totalidad de las lineas se
revelaron solo una o tres bandas en cada zona (Figura 3), patron que responde
a lo descripto por Kephart (1990) para proteinas diméricas. Se descarta la
presencia de alelos nulos, en cuyo caso deberian haberse revelado sélo una o
dos bandas por muestra (Kephart, 1990).

Figura 3. Estearasas reveladas en gel de poliacrilamida a partir de las lineas
DHR numero 32 (izquierda) y 33 (derecha), como ejemplo de distribucion de las
bandas.

C: control, ET: etileno, SA: acido salicilico, ABA: acido abscisico, JA: acido jasmonico.
Los subindices A y R indican parte aérea y raiz, respectivamente. Las calles
senalizadas con un rectangulo negro correspondiente a las muestras ET, de las DHR
32 y 33 denotan la ausencia de bandas en la zona |

37



Tesis doctoral M. Silvia Tacaliti CAPITULO 1. Estearasas

En el 61% de las lineas analizadas, las estearasas se ubicaron en la
zona | (bandas lentas) cuando las muestras provenian de las partes aéreas,
mientras que unicamente se hallaron en la zona Il aquellas provenientes de las
raices (Figura 3). Este comportamiento se repitié en todos los tratamientos y en
los controles, con excepcion del 13% de los casos en que se revelaron sélo
bandas lentas en la parte aérea de plantas tratadas con ET.

El tratamiento con ET fue el que mostré las mayores diferencias entre
los genotipos analizados. En el 58% de ellos no se revelaron bandas en la
parte aérea (ETa), mientras que se observaron bandas lentas en muestras
provenientes de las raices (ETr) de las mismas lineas (Figura 3). ldéntica
situacion se observo en las lineas CS y S6A (Figura 4). En el caso de las
muestras control, en el 37% se revelaron dos patrones diferentes en la parte
aérea y en las raices. Asi, la misma banda se observé en ambas partes o, por
el contrario, no se revelaron estearasas ni en la parte aérea, ni en las raices.
Por otro lado, en otro 31% de los controles se observé actividad estearasa en
la parte aérea pero no en las raices del mismo genotipo. En cambio en los
controles provenientes de la linea progenitora CS se reveld una sola banda en
la zona | a partir de la parte aérea, mientras que a partir de las raices se
identificaron tres bandas en la zona Il (Figura 4). Los controles de la linea S6A
evidenciaron tres bandas en zona | en partes aéreas y tres bandas también,
aunque en zona ll, a partir de las raices de este ultimo genotipo (Figura 4).

En comparacion con ambos parentales, CS y S6A, en las lineas DHR se
revelaron patrones de estearasas con mayor similitud respecto de CS. En el
padre S6A, se destaca que las estearasas de parte aérea se silenciaron

cuando las plantas fueron asperjadas con AJ (AJa).
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Zonal

Zona ll

Figura 4. Estearasas reveladas en gel de poliacrilamida a partir de las lineas
CS (Chinese Spring) y S6A (Synthetic 6A).

C: control, ET: etileno, SA: acido salicilico, ABA: acido abscisico, JA: acido jasmonico.

Los subindices A y R indican parte aérea y raiz, respectivamente. Las calles ET, de la

linea CS, ETa y AJade S6A fueron sefalizadas con un rectangulo negro para indicar
la ausencia de bandas.

En el caso de las estearasas reveladas a nivel de las raices, se observo
ausencia de bandas en el 17% de las lineas DHR tratadas con ABA, patron que
se repitid en el 13% de las tratadas con AJ y en el 9% de aquellas tratadas con
AS, aunque en todos los casos se traté de lineas diferentes. Por el contrario, a
partir de los mismos genotipos y tratamientos se revelaron estearasas en
muestras provenientes de la parte aérea.

El andlisis de presencia/ ausencia de estearasas mediante el coeficiente
de similitud de Jaccard mostré un agrupamiento de las estearasas expresadas
en las raices de todos los tratamientos y controles de las lineas DHR. Por el
contrario, en los tejidos aéreos la actividad estearasa se agrupé en dos
clusteres separados, uno de los cuales incluyé solamente al tratamiento ET
(ETa) y el otro que agrupd a los demas tratamientos (Figura 5). En
consecuencia, el tratamiento con ET indujo en la parte aérea la mayor

divergencia por sobre los demas tratamientos aplicados.
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Los tratamientos con ABA y AS mostraron coeficientes altos de similitud,
tanto en parte aérea como en raiz (coeficientes de Jaccard mayores a 0,85)
(Figura 5).

ET

JA

— ABA

‘_ SA
ET

ABA

ol 02 o 02 ofe ol '

Figura 5. Dendrograma de las 78 lineas DHR basado en la actividad
estearasa para cada parte de la planta y tratamiento, segun el método UPGMA.

C: control, ET: etileno, SA: acido salicilico, ABA: acido abscisico, JA: acido jasmonico.
Los subindices A y R indican parte aérea y raiz, respectivamente.

Discusion

Todos los organismos que existen en ambientes naturales estan
expuestos a algun tipo de estrés. Los mecanismos a través de los cuales las
plantas inducen sus respuestas defensivas no se conocen en su totalidad. Es
muy complejo el metabolismo que se activa cuando una planta es sometida a
algun factor desencadenante de estrés, dado por una intrincada red de
componentes moleculares intervinientes (Kuppusamy et al., 2009), entre los
gue se destacan las hormonas (Bari & Jones, 2009).

Resulta importante comprender los mecanismos por medio de los cuales
las plantas responden y se adaptan al estrés. En este sentido, las variaciones
en la actividad isoenzimatica de los tejidos reflejan cambios en la actividad

metabdlica durante el crecimiento, desarrollo y diferenciacion de las plantas,

40



Tesis doctoral M. Silvia Tacaliti CAPITULO 1. Estearasas

por lo cual se pueden considerar indices bioquimicos de utilidad (Radic &
Pevalek-Kozlina, 2010). Si bien las estearasas han sido mas estudiadas en
vertebrados e insectos pero bastante menos en plantas, varios estudios
relacionan su actividad y la variabilidad en sus patrones con la tolerancia al
estrés salino (Swapna, 2002; Radic & Pevalek-Kozlina, 2010) o a algun metal
pesado (Tamas et al., 2005).

Por medio de la aplicacién exdégena de las hormonas se observo que los
patrones de estearasas revelados fueron variables segun el tratamiento
hormonal recibido y la porcién de la planta de la que se hubiera extraido la
muestra (parte aérea o raiz). En particular, en las plantas tratadas con ET se
observo el silenciamiento de la actividad estearasa en la parte aérea de mas de
la mitad de las plantas. Se destaca un cluster separado que contiene
unicamente a las muestras ETa, con baja similitud respecto de los mismos
genotipos y partes de las plantas aunque tratados con AJ, ABA y AS.

El AJ se considera la hormona de mayor relacion con las defensas ante
ataques de herbivoros en las plantas (Wu & Baldwin, 2010). Varios trabajos
indican que el AJ y el ET actuan sinérgicamente para la expresion de los genes
de defensa, como consecuencia de la accion de un agente patdgeno o de un
insecto (Reymond & Farmer, 1998; Maleck et al., 2000; Reymond et al., 2000;
Schenk et al., 2000; Bari & Jones, 2009). Sin embargo, no se observo tal
relacion sinérgica AJ/ ET a través del patrén de estearasas revelado en las
lineas DHR analizadas. Cerca del 60% de los genotipos tratados con AJ o con
ET mostraron presencia o ausencia de bandas lentas, en forma indistinta. Si
bien Castro et al. (2008) habian encontrado diferencias significativas en
parametros de crecimiento, como el peso seco aéreo y area foliar, entre las
mismas lineas analizadas en el presente estudio y tratadas con AJ o ET, esas
diferecnias no se evidenciaron a nivel de las estearasas. Por otro lado, las
mismas lineas DHR tratadas independientemente con AJ y con ET mostraron
alta similitud entre las estearasas evaluadas de tejidos provenientes de las
raices.

El hecho de haber encontrado estearasas dimeéricas concuerda con lo
descripto por May (1973) y Jaaska (1980) en trigo. Una o tres bandas fueron
reveladas para cada muestra, como es esperado para genotipos casi

homocigotas como son las lineas DHR. Por otro lado, en comparacion con las
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lineas progenitoras CS y S6A, las estearasas reveladas en las DHR mostraron
mayor similitud respecto de CS. Esto resulta l6gico dado el método de
obtencién de las lineas DHR en las que predominé el genoma de CS y se
incorporo solo una porcion del cromosoma 6A de Synthetic (S6A).

Tal como explicitaran Kumar et al. (2009), cobra importancia el tejido a
partir del cual se extraen las estearasas. Cambios en las estearasas reveladas
en las distintas porciones de las plantas fueron reportados, asi como también
ante diversas situaciones de estrés (Audran et al., 1998; Tamas et al., 2005;
Radic & Pevalek-Kozlina, 2010). En el presente analisis, las estearasas
expresadas diferencialmente en la parte aérea o en las raices mostraron su
patrén especifico, como asi también entre los controles y los tratamientos
hormonales inductores de los genes de defensa.

Ante una adversidad bidtica como es el dafio generado por la actividad
de los insectos, las plantas deben ajustar finamente sus sistemas de defensa
para hacer frente a tal injuria (Reymond & Farmer, 1998; Walling, 2000), de
modo que activan complejos mecanismos para contrarrestar a distintas plagas
y patdgenos. Las principales moléculas involucradas con la sefalizacion en el
metabolismo defensivo son el AJ, el ET, el AS, el ABA y el acido giberélico
(Bari & Jones, 2009). En este contexto, en el cromosoma 6A de trigo se
identificaron genes relacionados con el crecimiento de plantas inducidas por
hormonas, colindantes con genes de resistencia a afidos y a patégenos (Castro
et al., 2008). Conjuntamente a la estrecha relacion que se manifesté entre la
resistencia a insecticidas en clones y poblaciones de afidos del pais y la
presencia de a-carboxylesterasas (Saldua et al., 2011), también observada en
el presente estudio a nivel de las raices de las lineas DHR, dichas bandas de
coloracion rojiza podrian llegar a estar relacionadas con algun mecanismo de
tolerancia inducido por un evento de estrés biotico, si bien no existe aqui
evidencia que permita validar esa relacion.

Finalmente, se puede afirmar que el analisis isoenzimatico constituye
una herramienta apropiada para identificar genotipos tolerantes y ante eventos
de estrés biotico. El analisis electroforético de isoenzimas es una técnica de
implementacion simple, que requiere equipamiento basico y a través del cual
se obtienen resultados prontamente. Su baja repetitividad en los resultados

obtenidos en distintos laboratorios, junto con el avance de nuevas tecnologias,
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hicieron que fuera dejada de lado hoy en dia como herramienta. Sin embargo,
como metodologia complementaria a las determinaciones fisiologicas o
moleculares mas complejas y como primera aproximacion en la busqueda de
materiales tolerantes, aporta resultados preliminares. Con el fin de profundizar
en el conocimiento relacionado con el estrés bidtico y la induccién de las
defensas, estudios basados en el ADN, y no en el producto de su transcripcion
como son las isoenzimas (Kephart, 1990), permitiran complementar la

informacion aqui obtenida.

Conclusiones

- Los patrones de estearasas se expresaron diferencialmente en partes aéreas
y en raices de las lineas DHR.

- En comparacion con las lineas progenitoras, las lineas DHR mostraron
patrones de isoestearasas mas similares a CS que a S6A.

- El ET silencio las estearasas provenientes de la parte aérea del 58% de las
lineas DHR, ubicandose este tratamiento en un cluster unico y con poca
similitud segun Jaccard respecto de los demas tratamientos hormonales.

- A pesar de que actualmente los marcadores isoenzimaticos son poco
utilizados y fueron desplazados por tecnologias y herramientas que brindan
mayores precisiones y mejor repetitividad de resultados, las estearasas
resultaron una herramienta sencilla, econdémica y rapida para identificar
patrones especificos en ambas porciones de las plantas de trigo estudiadas
(parte aérea y raices)

- Aun con los riesgos que implica analizar el producto final de la expresion de
un gen, como en este caso en base a las proteinas isoenzimaticas, resultan ser
aproximaciones de utilidad que sirven de base para profundizar en los

siguientes estudios que contemplan la expresién a nivel génico.

Este trabajo fue publicado en el Journal of Basic and Applied Genetics:
Tacaliti M.S., Tocho E. and Castro A.M. 2016. Differential esterase activity
in aerial and root tissues from S6A DHR wheat lines after phytohormonal

treatments. Journal of Basic and Applied Genetics 27: 41-42.

43




Tesis doctoral M. Silvia Tacaliti CAPITULO 1. Estearasas

Bibliografia

Adams, E., A. Devoto & J.G. Turner. 2007. Analysis of a novel ethylene-induced
COl1-dependent signalling pathway in Arabidopsis thaliana. A. Ramina et
al. (eds.), Advances in Plant Ethylene Research: Proceedings of the 7th
International Symposium on the Plant Hormone Ethylene, 81-87.

Ainsworth, C.C., H.M. Johnson, E.A. Jackson, T.E. Miller & M.D. Gale. 1984.
The chromosomal locations of leaf peroxidase genes in hexaploid wheat,
rye and barley. Theoretical Applied Genetics 69: 205-210.

Arraiano, L.S., L. Chartrain, E. Bossolini, H.N. Slatter, B. Keller & J.K.M. Brown.
2007. A gene in European wheat cultivars for resistance to an African
isolate of Mycosphaerella graminicola. Plant Pathology 56: 73-78.

Audran, C., C. Borel, A. Frey, B. Sotta, C. Meyer, T. Simonneau & A. Marion-
Poll 1998. Expression studies of the Zeaxanthin Epoxidase gene in
Nicotiana plumbaginifolia. Plant Physiology 118: 1021-1028.

Barber, H.N., C.J. Driscoll, P.M. Long & R.S. Vickery. 1969. Gene similarity of
the Triticinae and the study of segmental interchanges. Nature 22: 897-
898.

Bari, R. & J.D.G. Jones. 2009. Role of plant hormones in plant defence
responses. Plant Molecular Biology 69: 473-488.

Bostock, R.M. 2005. Signal crosstalk and induced resistance: straddling the line
between cost and benefit. Annual Review Phytopathology 43: 545-580.

Browse, J. 2009. Jasmonate Passes Muster: A Receptor and Targets for the
Defense Hormone. Annual Review Plant Biology 60: 183-205.

Castro, A.M., A. Clua, D. Giménez, E. Tocho, M.S.Tacaliti, A. Worland, E.
Sayers, H. Chidichimo & J. Snape. 2003. Chromosomal effects on
tolerance to the stress-induced hormones ethylene, jasmonic acid,
salicylic acid and ABA in wheat (Triticum aestivum) substitution lines. In:
Pogna N. Mugnozza G, Bianchi A (eds) Proc Int Wheat Genet Symp
Instituto Sperimentale per la Cerealicoltura, Rome, ltaly, 3: 1111-1114.

Castro, A.M., A. Vasicek, M. Manifiesto, D. Giménez, M.S. Tacaliti, O.
Dobrovolskaya, M.S. Roder, J. Snape & A. Borner. 2005. Mapping
resistance genes to greenbug and RWA on chromosome 6A of wheat.
Plant Breeding 124: 229-233.

44



Tesis doctoral M. Silvia Tacaliti CAPITULO 1. Estearasas

Castro, A.M., M.S. Tacaliti, D. Giménez, E. Tocho, O. Dobrovolskaya, A.
Vasicek, M. Collado, J.W. Snape & A. Bodrner. 2008. Mapping
Quantitative Trait Loci for growth responses to exogenously applied
stress induced hormones in wheat Springer, Euphytica 164: 719-727.

Cattivelli, L., P. Baldi, C. Crosatti, N. Di Fonzo, P. Faccioli, M. Grossi, A.
Nastrangelo, N. Pecchioni & A. Stanca. 2002. Chromosome regions and
stress-related sequences involved in resistance to abiotic stress in
Triticeae. Plant Molecular Biology 48: 649-665.

Fernandez, J.A. & N. Jouve. 1987. Chromosomal location of structural genes
controlling isozymes in Hordeum chilense- 3. Esterases, glutamate
oxaloacetate transaminase and phosphoglucomutase. Theoretical
Applied Genetics 73: 690-698.

Feys, B.J. & J.E. Parker. 2000. Interplay of signaling pathways in plant disease
resistance. TIG 16: 10.

Fujita, M., Y. Fujita, Y. Noutoshi, F. Takahashi, Y. Narusaka, K. Yamaguchi-
Shinozaki & K.Shinozaki. 2006. Crosstalk between abiotic and biotic
stress responses: a current view from the points of convergence in the
stress signaling networks. Current Opinion in Plant Biology 9: 436-442.

Glazebrook, J. 1999. Genes controlling expression of defense responses in
Arabidopsis. Current Opinion in Plant Biology 2: 280-286.

Glazebrook, J. 2005. Contrasting mechanisms of defense against biotrophic
and necrotrophic pathogens. Annual Review Phytopathology 43: 205-27.

Hassanein, A.M. 1999. Alterations in protein and estearase pattern of peanut in
response to salinity stress. Biologica Plantarum 42: 241-248.

IUBMB Enzyme Nomenclature. EC 3.1.1.1.
http://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC3/1/1/1.html

Jaaska, V. 1980. Electrophoretic survey of seedling esterases in wheats in
relation to their phylogeny. Theoretical Applied Genetics 56: 273-284.

Kephart, S.R. 1990. Starch gel electrophoresis of plant isozymes: a
comparative analysis of techniques. American Journal of Botany 77: 693-
712.

Koornneef, A. & C.M.J. Pieterse. 2008. Cross talk in defense signaling. Plant
Physiology 146: 839-844.

Korzum, V., S. Malyshev, A.V. Voylokov, V. Smirnov & A. Bormer. 2001. A
genetic map of rye (Secale cereale L.). In: T.A. Pshenichnikova & A.J.

45



Tesis doctoral M. Silvia Tacaliti CAPITULO 1. Estearasas

Worland (Eds.), Proc. 11th EWAC Conf., 24-28, July, 2000, Novosibirsk,
pp. 48-51.

Kovach, W.L. 1986-1993. Multivariate Statistical Package for Windows (MVSP),
ver. 2.1. Publ. Kovach Computing Services, London.

Kumar P., V.K. Gupta, A.K. Misra, D.R. Modi & B.K. Pandey. 2009. Potential of
Molecular Markers in Plant Biotechnology. Plant Omics Journal 2: 141-
162.

Kuppusamy K.T., C.L. Walcher & J.L. Nemhauser. 2009. Cross-regulatory
mechanisms in hormone signaling. Plant Molecular Biology 69: 375-381.

Maleck K., A. Levine, T. Eulgem, A. Morgan, J. Schmid, K.A. Lawton, J.L. Dangl
& R.A. Dietrich. 2000. The transcriptome of Arabidopsis thaliana during
systemic acquired resistance. Nature Genetics 26: 403-410.

Mauch-Mani, B. & F. Mauch. 2005. The role of abscisic acid in plant—pathogen
interactions. Current Opinion in Plant Biology 8: 409-414.

May C.E., R.S. Vickery & C.S. Driscoll. 1973. Gene control in hexaploid wheat.
In: Proc 4th Int Wheat Genet Symp, Columbia, pp 843-849.

Mclintosh, R.A., Y. Yamazaki, K. Devos, J. Dubcovsky, J. Rogers & R. Appels.
2003. Catalogue of gene symbols for wheat.
http://www.grs.nig.ac.jp/wheat/komugi/genes.

Morkunas, I., V.C. Mai & B. Gabrys. 2011. Phytohormonal signaling in plant
responses to aphid feeding. Acta Physiologiae Plantarum 33: 2057-2073.

Pieterse, C.M.J., J. Ton & L.C. Van Loon. 2001. Cross-talk between plant
defence signaling pathways: boost or burden? Ag Biotech Net 3: 068.

Quarrie, S.A., A. Steed, C. Lebreton, M. Gulli, C. Calestani & N. Marmiroli.
1994. QTL analysis of ABA production in wheat and maize and
associated physiological traits. Russian Journal Plant Physiology 41: 565-
571.

Quarrie, S.A., A. Steed, C. Calestani, A. Semikhodskii, C. Lebreton, C. Chinoy,
N. Steele, D. Pljevljakusic, E. Waterman, J. Weyen, J. Schondelmaier,
D.Z. Habash, P. Farmer, L. Saker, D.T. Clarkson, A. Abugalieva, M.
Yessimbekova, Y. Turuspekov, S. Abugalieva, R. Tuberosa, M.C.
Sanguineti, P.A. Hollington, R. Aragués, A. Royo & D. Dodig. 2005. A
high-density genetic map of hexaploid wheat (Triticum aestivum L.) from
the cross Chinese Spring -SQ1 and its use to compare QTLs for grain
yield across a range of environments. Theoretical Applied Genetics 110:
865-880.

46



Tesis doctoral M. Silvia Tacaliti CAPITULO 1. Estearasas

Radic, S., M. Stojkovic- Radic & B. Pevalek- Kozlina. 2006. Influence of NaCl
and mannitol on peroxidase activity and lipid peroxidation in Centaurea
ragusina L. roots and shoots. Journal Plant Physiology 163: 1284-1292.

Radic, S. & B. Pevalek-Kozlina. 2010. Differential esterase activity in leaves and
roots of Centaurea ragusina L. as a consequence of salinity. Periodicum
biologorum 112: 253-258.

Reymond, P. & E.E. Farmer. 1998. Jasmonate and salicylate as global signals
for defense gene expression. Current Opinion Plant Biology 1: 404-411.

Reymond, P., H. Weber, M. Damond & E.E. Farmer. 2000. Differential gene
expression in response to mechanical wounding and insect feeding in
Arabidopsis. Plant Cell 12: 707-719.

Saldua, V.L., M.S. Tacaliti E. Tocho, A.M. Castro & A.F.G. Dixon. 2011.
Genetic analysis of greenbug populations of Schizaphis graminum
(Hemiptera: Aphididae) from Argentina and Chile based on enzyme
variability. Revista Sociedad Entomoldgica Argentina 70: 83-92.

Schenk, P.M., K. Kazan, |. Wilson, J.P. Anderson, T. Richmond, S.C.
Somerville & J.M. Manners. 2000. Coordinate plant defense responses in
Arabidopsis revealed by microarray analysis. Proceedings of the National
Academy of Sciences, USA 97: 11655-11660.

Snape, J.W., M.J. Foulkes, J. Simmonds, M. Leverington, L.J. Fish, Y. Wang &
M. Ciavarrella. 2007. Dissecting gene x environmental effects on wheat
yields via QTL and physiological analysis. Euphytica 154: 401-408.

Sneath, P.H.A. & R.R. Sokal.1973. Numerical taxonomy. W. H. Freeman and
Company, San Francisco, USA.

Spoel, S.H. & X. Dong. 2008. Making sense of hormone crosstalk during plant
immune responses. Cell Host Microbe 3: 348-351.

Stotz, H.U., B.R. Pittendrigh, J. Kroymann, K. Weniger, J. Fritsche, A. Bauke &
T.M. Olds. 2000. Induced Plant Defense Responses against Chewing
Insects. Ethylene Signaling Reduces Resistance of Arabidopsis against
Egyptian Cotton Worm But Not Diamondback Moth. Plant Physiology 124
1007-1017.

Swapna, T.S. 2002. Esterase as molecular marker for salt tolerance in
regenerated plants of rice Oriza sativa L. Indian Journal of Experimental
Biology 40: 1056-1059.

Tamas, L., J. Huttova, |. Mistrik, M. Simonovicova & B. Siroka. 2005. Aluminium
induced esterase activity and isozyme pattern in barley root tip. Plant Soil
and Environment 51: 220-225.

47



Tesis doctoral M. Silvia Tacaliti CAPITULO 1. Estearasas

Vazquez, J.F., M.D. Sanchez-Yelamo & J.M. Carrillo. 2000. Marcadores
morfologicos y bioquimicos. Marcadores Genéticos en la Mejora Vegetal.
Departamento de Biologia, Escuela Técnica Superior de Ingenieros
Agronomos, Universidad Politécnica de Madrid, pp 25-89.

Walling, L.L. 2000. The myriad plant responses to herbivores. Journal Plant
Growth Regulation 19: 195-216.

Wu, J. & I.T. Baldwin. 2010. New Insights into Plant Responses to the Attack
from Insect Herbivores. Annual Review Genetics 44: 1-24.

Yamaguchi-Shinosaki, K. & K. Shinosaki. 2006. Transcriptional regulatory
networks in cellular responses and tolerance to dehydration and cold
stresses. Annual Review Plant Biology 57: 781-803.

48



Tesis doctoral M. Silvia Tacaliti CAPITULO 2. Peroxidasas y acido ascérbico

CAPITULO 2.
Evaluacion de la actividad peroxidasa y del
contenido de acido ascorbico en dos lineas de

trigo

Contenido
T oY U T e3 T o RS 50
Moléculas antioXIdANTES ..........uuuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiie e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeennnne 51
MaterialeS Y MEIOAOS ... .oe e e e e e e e e e e e e e e eeeeees 56
Material VEQetal. .......ooueeeieee e 56
TratAMUENTOS. .. 57

Determinaciéon del contenido de acido ascérbico total y reducido por HPLC-MS 58

Determinacion de la actividad peroxidasa mediante espectrofotometria............. 59
S U 2= T [0 1 RPN 59
Determinacion del contenido de acido ascérbico mediante HPLC-MS................ 59
Determinacion de la actividad peroxidasa mediante espectrofotometria............. 62
I3 U 1= [ SRR 62
1) oo = - RPN 64

49



Tesis doctoral M. Silvia Tacaliti CAPITULO 2. Peroxidasas y acido ascérbico

Introduccidon

Entre las respuestas mas comunes a los estreses bidticos y abidticos,
se destaca la aceleracién en la produccion de Especies Reactivas del Oxigeno
(ERO). Las ERO son formas parcialmente reducidas del oxigeno atmosférico
(O2) generadas a partir de la ganancia de uno, dos o tres electrones para
constituir el radical superéxido (O2"), el peréxido de hidrogeno (H20,) o el
radical hidroxilo (HO"), respectivamente. En contraposicion al oxigeno
atmosférico, estas formas son capaces de oxidar distintos componentes
celulares y provocar la destruccion de los tejidos vegetales (Mittler, 2002).

El estrés oxidativo surge a partir del incremento en la produccion de
ERO, lo cual implica un dafio sobre las células vegetales. Esta produccién
exagerada de ERO constituye en si misma un componente del sistema de
sefnalizacion que las plantas utilizan para ajustar la expresién génica y las
estructuras ceulares en respuesta a desafios ambientales (Foyer & Noctor,
2005).Ademas, si bien las ERO se originan durante los procesos metabdlicos
normales, situaciones de estrés bidtico y abidtico inducen su produccidon
(Bhattacharjee, 2011). Prolongadas exposiciones a altos niveles de ERO
pueden resultar en danos celulares e incluso llevar a la muerte de la planta si
dichas moléculas no son removidas (Apel & Hirt, 2004; Passardi et al., 2005).
En este contexto, el “estrés oxidativo” y el “dano oxidativo” sobre los
componentes celulares son conceptos equivalentes; en situaciones en las que
el dafo oxidativo excede la posibilidad de reparacibn o reemplazo ocurre,
entones, una acumulacion de componentes celulares dafados, se
desencadena la pérdida de funcion de las células implicadas y eventualmente
la muerte celular (Foyer & Noctor, 2011).

Como respuesta ante la accion de varios factores bidticos las plantas
producen H;02, lo que se considera una respuesta general ante alguna
condicion estresante (Wojtaszek, 1997). El H,O, actua también como molécula
de sefalizacién capaz de activar mecanismos especificos e inespecificos de
proteccion (Janda et al., 2007). Debido a su escaso peso molecular, tiene la
capacidad de desplazarse en los tejidos vegetales a través de sus membranas,
hasta alcanzar sitios distantes respecto de su lugar de formacion (Wojtaszek,

1997). ElI HO, en la célula vegetal puede ser detoxificado mediante la
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ascorbato peroxidasa, actuando en concordancia con la dehidroascorbato
reductasa y la glutation reductasa en la via denominada Halliwell Asada
(Wojtaszek, 1997).

Moléculas antioxidantes

Numerosas enzimas antioxidantes y varios metabolitos participan en la
proteccion de las plantas ante el estrés oxidativo. Asi, las células vegetales se
protegen mediante distintas moléculas antioxidantes, entre las que se
encuentran compuestos de bajo peso molecular (por €j., acido ascérbico (AA),
glutation, tocoferoles), enzimas que regeneran las formas reducidas de los
antioxidantes y otras que interactuan con las ERO (por ej., superdxido
dismutasa (SOD), peroxidasas (POX) y catalasas (CAT)) (Kovalchuk, 2011).
Ademas, las plantas contienen compuestos fendlicos que pueden funcionar
como antioxidantes potenciales, como son los flavonoides, los taninos y los
precursores de la lignina (Blokhina et al., 2003).

El término antioxidantes incluye a los compuestos capaces de inactivar o
directamente remover las ERO, sin sufrir ellos mismos modificaciones que los
conviertan en radicales destructivos (Noctor & Foyer, 1998). Las enzimas
antioxidantes participan directamente en el procesamiento de las ERO. Asi, los
antioxidantes y las enzimas antioxidantes interrumpen la oxidacion
descontrolada (Noctor & Foyer, 1998).

En cuanto a la localizacion de los sistemas antioxidantes en plantas, la
enzima SOD se encuentra en casi todos los compartimentos celulares, el ciclo
ascorbato- glutation en cloroplastos, citosol, mitocondrias y peroxisomas, y las
enzimas glutation peroxidasa (GPX) y CAT en peroxisomas (Mittler, 2002).
Dada la notable presencia del ciclo ascorbato- glutation en casi todos los
compartimentos, se destaca su importancia en el control de las ERO (Mittler,
2002).

En cereales, numerosos estudios sobre la actividad de las enzimas
antioxidantes en situaciones de estrés, demostraron la relacion existente entre
los cambios en los niveles de actividad de los antioxidantes y la tolerancia al
estrés (Janda et al., 2003; Balla et al., 2009; Bencze et al., 2011; Varga et al.,

2012). Sin embargo, en trigo se estableci6 que, a pesar de que el acido

51



Tesis doctoral M. Silvia Tacaliti CAPITULO 2. Peroxidasas y acido ascérbico

salicilico, las poliaminas y las enzimas antioxidantes tienen un importante rol en
los mecanismos de defensa ante el estrés bidtico, no hubo relacion directa
entre la actividad inicial de estos compuestos protectores y el nivel de
tolerancia a la roya de la hoja (Puccinia triticina) (Kovacs et al., 2012). Los
cambios en los contenidos de las enzimas catalasa, glutation reductasa,
glutation S-transferasa, ascorbato peroxidasa y guaiacol peroxidasa estuvieron
significativamente relacionados con el genotipo estudiado y se debieron a
caracteristicas intrinsecas de estos. Por el contrario, no se encontro relacion
ente la susceptibilidad/ tolerancia a la roya y el contenido de antioxidantes
(Kovacs et al., 2012). Por otro lado, en plantas de trigo sometidas a estrés
bidtico mediante la infeccion con mildiu (Blumeria graminis (DC.) Speer f.sp.
tritici Em. Marchal), a pesar de que fue positiva la correlacion entre la actividad
de las distintas enzimas antioxidantes, no se encontraron diferencias en la
respuesta en cuatro lineas de trigo, dos susceptibles y dos tolerantes al hongo
(Pal et al., 2013). Se deduce asi que el grado de tolerancia del trigo a este
ultimo patégeno no esta relacionado con la actividad de las enzimas
antioxidantes. En condiciones de estrés abittico, no se vio afectado el
contenido de acido ascorbico en sequia respecto de los testigos de dos
cultivares de trigo comerciales (Bartoli ef al., 2005).

Acido ascérbico y glutation

El acido ascoérbico (AA) y el glutation (GSH) son antioxidantes
hidrosolubles, de bajo peso molecular (Blokhina et al., 2000; Foyer & Noctor,
2011) y que tienen un rol fundamental en la defensa de las plantas contra el
estrés oxidativo (Noctor & Foyer, 1998; Smirnoff, 2000).

El glutatiéon (GSH en su forma reducida) constituye un metabolito que
posee multiples funciones relacionadas con la homeostasis y la sefalizacion.
Ademas, actua en la regulacién del ciclo celular, en la muerte celular y en la
sefalizacion involucrada con el contenido luminico (Foyer & Noctor, 2011). La
estructura quimica del glutatiéon consiste en un tripéptido formado por acido
glutamico, cisteina y glicina (Hopkins, 1929). Se acumula en las células
vegetales en concentraciones milimolares, aumentando 10 a 50 veces el

contenido de cisteina libre de las células (Foyer & Noctor, 2011). A pesar de
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que el GSH se relacionan con las defensas constitutivas de las plantas
(Wittstock & Halkier, 2002), existe evidencia de que estos compuestos se
acumulan también en respuesta a elicitores, tratamiento con acido jasménico,
dafio mecanico de tejidos o herbivoria (Bartlet et al., 1999; Brader et al., 2001;
Doughty et al., 1995; Mikkelsen et al., 2003). Trabajos mas recientes
demuestran su rol en la resistencia de las plantas ante el ataque de insectos
(Schlaeppi et al., 2008), asi como su funcion en los mecanismos de
sefalizacion mediados por acido salicilico y acido jasmonico (Foyer & Noctor,
2011).

El glutation participa también en la regeneracion de AA a partir del DHA,
en una reaccion catalizada por la enzima dehidroascérbico reductasa (DHAR)
donde el GSH, dador de electrones, se oxida a disulfuro de glutation (GSSG).
Ademas, el GSH se regenera debido a la actividad de la enzima glutation
reductasa (GR), reaccion que depende del NADPH (Foyer et al., 1994;
Blokhina et al., 2000).

El ascorbato constituye uno de los metabolitos mas abundantes en las
plantas (Noctor & Foyer, 1998; Smirnoff & Wheeler, 2000). Posee multiples
funciones antioxidantes como detoxificador de ERO, en la sefalizacion redox,
en la modulacién de la expresion génica y en la regulacion de la actividad
enzimatica (Noctor, 2006; Foyer et al., 2009). Diversas técnicas demostraron
que el ascorbato cumple un rol muy importante en las vacuolas en situaciones
de estrés luminico, por detoxificacion directa o indirecta del H,O, producida en
los cloroplastos y volcada hacia las vacuolas. Sin embargo, el conocimiento
acerca de la compartimentalizacion especifica del ascorbato en la planta,
involucrada con los procesos de desarrollo y de defensa, es aun escaso
(Zechmann, 2011).

El acido ascorbico se acumula en concentraciones intracelulares de 2 a
25 mM (Davey et al., 2000). Constituye una molécula esencial para el
crecimiento de las plantas (Alhagdow et al., 2007), participa en la resistencia a
estrés y en el control de la floracion y el comienzo de la senescencia (Davey et
al., 2000). Ademas, el AA y su forma oxidada -acido dehidroascorbico (DHA)-
pueden actuar como moléculas de sefializacién (Pastori et al., 2003;

Fotopoulos et al., 2008) participando en la interaccion con el ambiente, por
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ejemplo ante la presencia de organismos patdégenos, de ozono y de otros
agentes oxidantes (Sanmartin et al., 2003; Fotopoulos et al., 2006).

Varios genes y mecanismos moleculares estan relacionados con las
respuestas de las plantas al estrés bidtico. Las plantas responden ante un dafio
causado por un insecto o un organismo patégeno mediante la combinacién de
rutas metabdlicas de sefializacion caracterizadas por la produccion de etileno
(ET), citoquininas (Ck), acido jasmoénico (AJ), acido salicilico (AS), acido
abscisico (ABA) y giberelinas (GA3) (Mazid et al., 2011). Estudios genéticos y
moleculares demostraron que existe una interaccion o cross talk entre el acido
ascorbico (AA) y varias fitohormonas (Kahn et al., 2012). Por otro lado, el AA
como cofactor en la biosintesis del acido giberélico, ABA, AS y ET (Prescott et
al., 1996) no solo influye sobre el nivel endégeno sino también sobre la
sefalizacion que involucra a estas hormonas. Por lo tanto, el AA afecta a las
respuestas propias del estrés bidtico al que estan expuestas las plantas (Kahn
et al., 2012). A la vez, aplicaciones exdgenas de AS actuan incrementando la
capacidad oxidativa de las plantas (Janda et al., 1999) o induciendo la sintesis
de sustancias estabilizadoras como las poliaminas (Németh et al., 2002).

A pesar de la importancia que reviste el AA en las plantas, la regulacion
de su metabolismo no es aun del todo conocida. El contenido de AA en las
plantas varia ante una situacion de estrés bibtico o abidtico, incluyendo las que
sufren un dafo mecanico (wounding). A pesar de ser muy variable el
comportamiento entre especies, predominan los casos en los que disminuye el
AA total como consecuencia del daio mecanico (Suza et al., 2010). Ademas,
este dafio hace decrecer la tasa de AA de su forma reducida hacia el estado
oxidado (Watanabe et al., 2007; Wright et al., 1997). En este sentido,
numerosos estudios demostraron que el dafo de los tejidos vegetales influye
en la regulacion transcripcional de varios genes que gobiernan la biosintesis y
el reciclado del AA. A pesar de ello, pocas generalizaciones pueden hacerse
sobre los patrones de expresion de dichos genes ya que no son del todo
predictivos sobre el nivel actual del AA (Suza et al., 2010).

El balance entre las formas reducida (AA) y oxidadas (acido
monohidroascérbico y acido dehidro-ascorbico, MDA y DHA respectivamente)

esta directamente relacionado con la capacidad de las plantas de responder al
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estrés. En respuesta al estrés ambiental se forman especies ERO en las
células, se produce la oxidacion del acido ascoérbico y se liberan grandes
cantidades de DHA, disminuyendo la capacidad antioxidante en la planta
estresada. Ademas, el ascorbato puede considerarse un indicador de estrés
bidtico y abidtico, debido a que su contenido total en las plantas aumenta en
una situacion estresante (Vanacker ef al., 1998; Chamseddine et al., 2009).

Es de destacar que el ascorbato y el glutation no actuan de forma
independiente, sino que lo hacen de manera conjunta (Noctor et al., 2011;
Foyer & Halliwell, 1976; Dixon et al., 2002). Ambos antioxidantes son
abundantes y estables en potenciales redox adecuados, interactuando con
numerosos compuestos (Foyer & Noctor, 2011). Un ejemplo de su accién
conjunta se da cuando una célula es expuesta al ozono. En esta situacion, el
acido ascorbico actua como antioxidante que interviene detoxificando el ozono
a nivel del apoplasto y de la membrana plasmatica, reaccion que conlleva a
una reduccién del DHA hasta AA, con la colaboracion del glutation (Zechmann,
2011).

Peroxidasas

Las peroxidasas (PER; EC 1.11.1.7) son enzimas de 6xido-reduccion,
que se localizan en multiples sitios y poseen variados roles en las células
vegetales. Entre sus funciones se encuentran la detoxificacion de ERO,
participan en los procesos de crecimiento y desarrollo de las paredes celulares,
tales como la oxidacion de fenoles, la suberizacion y la lignificacion de las
células hospedantes como respuestas al estrés (Hiraga et al. 2001; Welinder et
al., 2002; Allison & Schultz, 2004; Gulsen et al., 2010).

Su rol defensivo se puede evidenciar por el rapido incremento de la
actividad de peroxidasas y de polifenoloxidasa en plantas de mani tratadas con
AJ y luego infestadas con el lepidéptero Spodoptera litura, asi como también en
las cantidades de fenoles totales, H,O,, MDA y en el contenido de proteinas
(War et al., 2011).

Cambios en la actividad de la peroxidasa fueron reportados como
respuesta inicial ante estreses biotico y abiotico (Chaman et al., 2001; Allison &

Schultz, 2004; Heng-Moss et al., 2004). Existen ademas trabajos que indican
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un aumento en la regulacién de la actividad peroxidasa como respuesta a la
herbivoria, en plantas resistentes (Hildebrand et al., 1986; Felton et al., 1994;
Heng-Moss et al., 2004; Murugesan et al, 2009). En definitiva, la mayor
actividad peroxidasa constituye un componente esencial en la estrategia de
resistencia de una planta (Hoang, 2010).

El objetivo de esta parte del trabajo consiste en estudiar la actividad
antioxidante de las plantas ante situaciones de estrés bidtico, generadas por la
accion directa de un insecto o mediante el asperjado exdgeno de las hormonas
involucradas en las vias de senalizacion post- induccion de las defensas de la

planta.

Materiales y métodos

Material vegetal. Para cuantificar el contenido de acido ascoérbico se utilizaron

dos lineas de trigo (Triticum aestivum) como progenitoras de la poblacion
objeto de esta tesis. En la presente tesis se trabajoé con dos lineas progenitoras
seleccionadas por ser contrastantes para los marcadores Xgwm 334a y Xgwm
459, ambos ubicados hacia el extremo del brazo corto del cromosoma 6A de

trigo tal como se muestra a continuacion (Figura 1).
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Figura 1. Ubicacion de los marcadores microsatélites en el mapa de ligamiento
del cromosoma 6AS de trigo.

A- Primer mapa de ligamiento de microsatélites en el cromosoma 6AS (Rdder,
1998).
B- Publicacion mas reciente con mayor numero de microsatélites mapeados en
el cromosoma 6AS (Ganal & Réder, 2007).
La zona destacada identifica la region de interés para la presente tesis.

Semillas de las lineas madre (M) y padre (P) obtenidas en el IPK
(Gatersleben, Alemania) y cuya nomenclatura responde a su rol en los
cruzamientos artificiales realizados para este estudio, se pregerminaron en
cajas de petri, sobre papel absorbente. Una vez germinadas fueron pasadas a

macetas de 1 L de volumen que contenian tierra como sustrato.

Tratamientos. Cuando las plantas llegaron al estadio de entre 3 y 4 hojas
expandidas, fueron sometidas a los tratamientos hormonales consistentes en el
asperjado con acido abscisico (ABA) 10 yM y con etileno (ET, Ethrel®) 500
ppm, hasta chorreo en ambos casos. Otro grupo de plantas fue infestado con 8

pulgones rusos (PR) (Diuraphis noxia) por planta y un tercer grupo fue
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reservado como testigo, habiendo recibido aspersiones con agua mas el
tensioactivo Tweed 20® (Polietilenglicol sorbitano monolaurato). Se realizaron
3 repeticiones para cada genotipo (lineas M y P) y tratamientos (ABA, ET, PR,
testigos). Transcurridas 72 h desde la realizacion de los tratamientos, se
cosecharon muestras de cada genotipo y tratamiento. Estas fueron llevadas
rapidamente a nitrégeno liquido y conservadas a -80 °C hasta el momento de

iniciar las determinaciones.

Determinacion del contenido de acido ascorbico. Esta determinacion se realizd

en un equipo de HPLC (del inglés, high-performance liquid chromatography)
compuesto por un méddulo de envio del solvente (Shimatzu LC-10Atvp)
equipado con una columna C-18 (Varian Chromsep, 100 x 4.6 mm) y un
detector Shimatzu UV-Vis SPD- 10Avp.

Se homogeneizaron 100 mg de tejido fresco de hojas en nitrdgeno
liguido con mortero y pilon y luego se agregd 1 ml de TFA (acido
trifluoroacético, 3% V/V) a cada muestra. Rapidamente se centrifugd en frio a
16.000 g por 10 min y se llevo el sobrenadante a un juego de tubos nuevos
para luego conservarlos en hielo.

Se sembraron 500 ul del sobrenadante por una columna de elucion
(Bond Elute C18, Varian 1) para la purificacion de la muestra, de acuerdo con
Bartoli, et al. (2006). Luego se cargd cada columna con 1,5 ml de buffer fosfato
de potasio 100 mM pH 7 y el volumen eluido se colectd en un eppendorf,
constituyendo asi la muestra filtrada. Se mezclaron 245 pl de cada una de las
muestras eluidas con igual cantidad de K;HPO4 100 mM.

Para la determinacion del acido ascorbico total (AA7) se agregaron 15 pl

de ditiotreitol (DTT) 100 mM como agente reductor del DHA. Se agit6 y se dejé
reaccionar a temperatura ambiente por el término de 5 minutos. Para detener la
reaccion se agrego al medio 50 ul de TFA al 10%. Se filtraron las muestras y se
procedid a la medicion por HPLC. El buffer de corrida utilizado fue buffer fosfato
de potasio 100 mM pH 3y el caudal de trabajo fue de 0,5 ml min™.

Para cuantificar al acido ascérbico reducido (AA) se agregaron 15 ul de

buffer fosfato (pH 7). Se llevé a pH acido agregando una décima parte de TFA
3% (50 pL). Luego, el contenido de acido ascérbico oxidado (DHA) se midié por
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diferencia entre el ascorbico total y reducido. Posteriormente al filtrado de todas
las muestras mas el control (acido ascérbico 100 uM), se inyectaron
consecutivamente en un equipo de HPLC Shimadzu LC-10ATvp solvent
delivery module, con una columna C-18 (Varian Chromsep 100 mm x 4,6mm)
La determinaciéon se realizé a una longitud de onda de 265 nm (Bartoli et al.,
2006).

Determinacidon de la actividad peroxidasa mediante espectrofotometria. La

actividad de peroxidasas fue determinada a partir de la capacidad de éstas de
oxidar el acido pirogalico formando el compuesto coloreado purpurogalina
(Puntarulo et al., 1988). La mezcla de reaccién estuvo conformada por solucién
buffer fosfatos (50 mM; pH 6,5), acido pirogalico (45 mM) y H,O, (8 mM). A
este medio se le incorporé 30 pl del extracto previamente obtenido por
homogeneizacion con nitroégeno liquido, a partir de cada muestra y tratamiento.
La actividad enzimatica se midi6é a 20 °C por un minuto, a una longitud de onda
de 430 nm en un espectrofotometro Shimadzu UV-160A.

Finalmente, la actividad peroxidasa se expres6 como milimoles de
purpurogalina producidos por minuto y por gramo de peso fresco de tejido
(Figura 2).

OH
HO OH

HO
OH
Peroxidasas HO
0 + 3 H,0, ___ + 5H,0 + CO
HO

Figura 2. Reaccion de formacion de purpurogalina a partir de pirogalol por
accion de peroxidasas

Analisis estadistico. En todos los casos, los datos se analizaron mediante

analisis de la varianza (ANOVA). El analisis de medias de las lineas
progenitoras se realiz6 mediante el test de Tukey, por grupos homogéneos
(a:0,05). Se empled el programa Statistica (StatSoft Inc, 2005).

Resultados

Determinacion del contenido de acido ascérbico mediante HPLC

La determinacion del contenido de AA (expresado en pM) mostré una

elevada correlacion con las unidades de area del pico en el cromatograma
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(R2=0,9862; p<0,001), valor que se utiliza para estimar el contenido de AA. En
consecuencia, se pudo validar la evaluacion del contenido de AA a través de la

medicién del area por debajo del pico del cromatograma (Figura 3).

y =0,0972x
R?=0,9862

120000
100000 ﬂP
80000
60000 /
40000 /
20000 ,//

0 500000 1000000 1500000
Unidades de Area

pM de AA

0

Figura 3. Correlacion entre el contenido de acido ascoérbico (pM) y las unidades
de area debajo del pico del cromatograma

A partir del analisis de las varianzas para el contenido de acido
ascorbico total (AAr) no se observaron diferencias significativas entre las

lineas de trigo estudiadas y tampoco entre los tratamientos aplicados (Tabla 1).

Tabla 1. Analisis de la varianza para el contenido de AAr.

Fuente de variacion g.l. CM F p
Lineas progenitoras 1 0,232 1,816ns 0,188
Tratamientos 3 0,123 0,960ns 0,424
Error 30 0,128

g.l: grados de libertad; ns: diferencias no significativas; p: valor de probabilidad
de la prueba de F

El andlisis de la varianza para el contenido de AA reducido (AA) no

evidencio diferencias significativas entre genotipos ni entre tratamientos (Tabla
2).

Tabla 2. Analisis de la varianza para el AA.

Fuente de variacion g.l. CM F p
Lineas progenitoras 1 0,019 0,410ns 0,527
Tratamientos 3 0,004 0,095ns 0,962
Error 30 0,046
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g.l: grados de libertad; ns: diferencias no significativas; p: valor de la
probabilidad de la prueba de F

A partir del contenido de AAr, se puede observar una marcada
disminucién de la forma reducida (AA) en el caso del tratamiento con ET, para
ambas lineas M y P. De manera referencial, la proporcion de la forma oxidada
(DHA) que se obtiene por diferencia entre AAr y AA es mayor en el caso de la
linea M (Figura 4). La grafica en forma de picos realizada por el equipo permite
apreciar que la diferencia en el contenido de ambas fracciones (AAr y AA) es
mayor en el caso de la linea M tratada con ET (Figura 5), en comparacién con
igual tratamiento en la linea P (Figura 6).

-1 -1
umol. g~ PF 3 pmol. g~ PF .
LineaM o AT Linea P B AAT

w1 .
04 [

0,2

T P ABA ET

T P ABA T

Figura 4. Contenido de acido ascorbico total (AAt) y su forma reducida (AA) en
las lineas M y P, para los tratamientos con pulgon (P), ABA, ET y sus testigos

(T)

Barras oscuras indican AAr. Barras claras su forma reducida (AA). Los corchetes
negros muestran la diferencia entre ambos, asignada a la porcién oxidada (DHA).

DHA

Figura 5. Salida del equipo de HPLC para la linea M tratada con ET.
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A- Contenido total de acido ascorbico (AAr). B- Contenido de acido ascorbico
reducido (AA). El corchete indica contenido de acido ascérbico oxidado (DHA)

s |

Figura 6. Salida del equipo de HPLC para la linea P tratada con ET.
A- Contenido total de acido ascorbico (AAr). B- Contenido de acido ascorbico
reducido (AA). El corchete indica contenido de acido ascérbico oxidado (DHA)

Determinacién de la actividad peroxidasa mediante espectrofotometria

La actividad de la enzima peroxidasa no mostré diferencias significativas
segun el analisis de la varianza realizado (Tabla 3). No hubo diferencias entre
las lineas progenitoras, entre los tratamientos recibidos como asi tampoco en la

interaccién entre las lineas progenitoras y los tratamientos.

Tabla 3. Analisis de la varianza para la actividad peroxidasa.

Variables CM F p
Lineas progenitoras (L.P.) 0,0001 1,16 ns 0,303
Tratamientos (Trat.) 0,00016 2,11 ns 0,152
Interaccion L.P. x Trat 0,00004 0,57 ns 0,647
Error 0,00007

ns: diferencias no significativas; p: valor de la probabilidad de la prueba de F

De esta manera, la actividad peroxidasa no se vio afectada por los

tratamientos hormonales ni por la infestacién con pulgdn ruso.

Discusion

De acuerdo con lo observado en trigo para la roya de la hoja por Kovacs
et al. (2012), la tolerancia de las lineas de trigo evaluadas no mostro relacion
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con el contenido de antioxidantes observado. Lineas que son contrastantes
para los marcadores ubicados en el brazo corto del cromosoma 6AS no
mostraron diferencias en el contenido de acido ascorbico ni en la actividad de
peroxidasas, sistemas antioxidantes evaluados en el presente capitulo. El
grado de tolerancia de las lineas de trigo M y P ante un factor que genera
estrés bidtico, como la infestacion con pulgones y la aspersion de fitohormonas,
no se encuentra relacionado ni con el contenido ni con la actividad de
antioxidantes, lo que sugiere que la actividad de las enzimas antioxidantes es
una consecuencia de la infeccion y no la causa de la resistencia, al igual que lo
planteado por Pal et al. (2013).

La activacion de las defensas para contrarrestar el efecto nocivo propio
de las especies reactivas de oxigeno (ERO) por medio de la sintesis de acido
ascorbico y de peroxidasas, no se observo para los genotipos analizados
cuando se aplicaron los inductores de defensas ET, ABA y la infestacion con el
pulgdn ruso. En consecuencia, si bien el ascérbico es ampliamente conocido
por sus propiedades detoxificantes, no es el agente antioxidante que las
plantas activaron ante la aplicacion de bajas concentraciones de fitohormonas
o por la accion alimentaria del pulgdn ruso para las lineas de trigo analizadas
en el presente capitulo. Por lo tanto, no se pudo observar el rol que cumpliria el
AAT como indicador de condiciones de estrés bidtico y abiotico (Vanacker et al.,
1998; Chamseddine et al., 2009).

En el establecimiento de la interaccidn planta- afido, la alimentacion del
insecto resulta en una activacién de peroxidasas, quitinasas intercelulares y [3-
1,3- glucanasas relacionadas con la liberacién de oligosacaridos de la pared
celular de la planta (Smith & Boyko 2006). Se conoce que los genes que
codifican para peroxidasas (PER), glutation transferasas (GST), catalasas
(CAT), nitrato reductasas y quinona-6xido reductasas son sobreexpresados en
las plantas infestadas con afidos (Zhu-Salzman et al., 2004; Divol et al., 2005;
Boyko et al., 2006; Couldridge et al., 2007). No obstante, la determinacién
cuantitativa de peroxidasas efectuada en el presente capitulo no mostro
diferencias significativas entre plantas infestadas con pulgén ruso y los testigos.

Del mismo modo, la actividad de peroxidasas fue la misma en las lineas

evaluadas y en los tratamientos con ET y ABA a los que fueron sometidas. Si
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bien se conoce que ante el estrés las plantas responden, entre otras cosas,
incrementando la actividad peroxidasa (Chaman et al., 2001; Allison & Schultz
2004; Heng-Moss et al., 2004), en el estado fenologico de tercera a cuarta hoja
expandida y con las concentraciones de ambas fitohormonas aplicadas, no se
apreciaron esas diferencias citadas en la bibliografia. Asi, no se observd
induccion diferencial alguna entre las lineas evaluadas ni entre los tratamientos
aplicados.

Aunque no se encontraron diferencias significativas en la evaluacién del
AAr ni de su forma reducida (AA), entre las lineas evaluadas ni entre los
tratamientos aplicados, se concluye que el contenido de acido ascoérbico de
ambos genotipos no se vio afectado por estos tratamientos. Sin embargo, a
partir del balance entre el AA y la forma oxidada (DHA) se observé una mayor
proporcion de esta ultima en el caso del tratamiento con ET para ambas lineas
estudiadas, comportamiento que se vio aun mas acentuado en el caso de la
linea M. En consecuencia, aunque su contenido de AAt no se modifico como
respuesta al estrés, como propusieron Vanacker et al. (1998) y Chamseddine
et al. (2009), la linea M liberé mayor cantidad de DHA ante la induccion con ET.

En definitiva, estos antioxidantes no serian indicadores en situaciones de
estrés inducido mediante ET, ABA y pulgdn ruso para las lineas de trigo

estudiadas.

Conclusiones

La tolerancia al estrés bidtico no esta determinada por la actividad
diferencial de los sistemas antioxidantes en respuesta a dicho estrés, como por
ejemplo el acido ascorbico, ni por un mayor contenido intrinseco de

antioxidantes como peroxidasas para las lineas y las condiciones ensayadas.
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Introduccidon

Las fitohormonas desempenan funciones clave en los procesos de
crecimiento y desarrollo que lleva adelante una planta durante su vida, asi
como también actuan ante situaciones de estrés biotico y/o abiodtico (Bari &
Jones, 2009). Las plantas producen una amplia variedad de hormonas, como
por ejemplo auxinas, giberelinas, acido abscisico (ABA), citocininas, acido
salicilico (AS), etileno (ET), jasmonatos (AJ) y brasinoesteroides (BR) (Bari &
Jones, 2009). Mas recientemente, se ha identificado a las estrigolactonas como
una nueva clase de hormona vegetal relacionada con la inhibicion del
crecimiento de las yemas axilares en el tallo (Gomez-Roldan et al., 2008;
Umehara et al., 2008).

Se ha progresado en la comprensiéon de los aspectos individuales de la
percepcion hormonal, en la traduccidon de sus sefales y en la influencia sobre
su expresion génica. Sin embargo, aun resultan poco claros los mecanismos
por medio de los cuales las plantas integran los cambios en los niveles
hormonales inducidos por el estrés, asi como la iniciacion de sus respuestas
adaptativas (Bari & Jones, 2009).

Ante la accién alimentaria de ciertos insectos chupadores- suctores,
como los afidos, las respuestas defensivas de las plantas involucran la accién
en cascada de numerosas moléculas de defensa. Las vias de sefalizacion son
dirigidas por las fitohormonas AJ, AS, ET, ABA, AG, las cuales inducen las
defensas de las plantas ante el ataque de los afidos (Gao et al., 2007). Estas
moléculas ejercen su accion en forma conjunta o separadamente (Morkunas et
al., 2011).

La hormona vegetal etileno (ET) se produce en la mayoria de los
organos de las plantas superiores, dependiendo su nivel de produccién del tipo
de tejido y de su estado de desarrollo (Taiz & Zeiger, 2006). Esta hormona fue
descubierta por su efecto sobre el crecimiento de las plantulas y la maduracion
de los frutos y, por lo tanto, es en las regiones meristematicas y nodales donde
es mas evidente su actividad biosintética. En el afio 1934, Gane y otros
investigadores identificaron quimicamente al etileno como un producto natural
del metabolismo vegetal y fue posteriormente considerado una hormona debido

a sus efectos sobre las plantas. Desde entonces se ha comprobado que regula
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una gran cantidad de procesos en los vegetales, como la germinacion de
semillas, la expansion celular, la floracién, la senescencia y la abscision (Taiz &
Zeiger, 2006; Yoo et al., 2009).

El ET afecta tanto al crecimiento como al desarrollo de las plantas
(Abeles et al., 1992). En cuanto al crecimiento, su efecto se asocia con la
regulacion del tamafio celular a través de la restriccion en la elongacion de las
células, aunque puede regular también la division celular. Se conoce que la
aplicaciéon de ET a plantulas que crecen en la oscuridad causa la inhibicién de
la elongacion del hipocétilo (Guzman & Ecker, 1990). La respuesta, visible a
partir de los 15 minutos y de caracter reversible (Binder et al., 2004), consiste
en la disminucion de la elongacion celular y esta asociada con la reorientacion
del citoesqueleto de las células (Le et al., 2005). Asimismo, se considera que el
ET influye sobre el desarrollo, particularmente en los procesos de maduracion,
senescencia y abscision, fendmenos relacionados con los estadios finales del
desarrollo de una planta. Ademas, el ET ejerce funciones de regulador a lo
largo del ciclo de vida vegetal, como la estimulacion de la formacién de raices,
el control de la formacién de ndédulos en las leguminosas, la inhibicién de la
formacion de tubérculos y bulbos (érganos de almacenamiento), promueve o
inhibe la floracion segun la especie, induce la produccion de flores femeninas
en cucurbitaceas (Schaller, 2012). Ademas, casi todas las condiciones de
estrés bidtico y/o abidtico inducen la sintesis de etileno en las plantas (Bleecker
& Kende, 2000).

El ET es una molécula sencilla que pertenece a la clase de las olefinas o
alquenos y posee un bajo peso molecular (28). Es un compuesto inflamable
que se oxida facilmente a 6xido de etileno, el cual puede hidrolizarse a etilen-
glicol. En la mayoria de los tejidos vegetales puede oxidarse completamente a
CO,. Ademas, es liberado facilmente desde los tejidos vegetales y difunde a
través de los espacios intercelulares hacia el exterior del tejido. El etileno se
sintetiza a partir de la metionina, via la S- adenosil-metionina (AdoMet) y el
aminoacido ciclico no proteico ACC (acido 1-aminociclopropano 1- carboxilico)
(Adams & Yang, 1979), en presencia de oxigeno. A través de una ruta
biosintética ciclica denominada ‘ciclo de Yang' (Yang & Hoffman, 1984), la
enzima ACC sintasa cataliza la conversiéon de AdoMet a ACC, mientras que la

ACC oxidasa interviene en la conversion de ACC a etileno.
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Varios estudios evidenciaron que la sefializacion mediada por ET es
facilitada por una familia de receptores que contienen cobre. La ruta metabdlica
que utiliza para su sintesis esta compuesta por una cascada de MAP kinasas,
un intermediario transportador de metales y una cascada de transcripcidon
(Bleecker & Kende, 2000).

Los mecanismos celulares y moleculares de la accién del etileno

A pesar de la gran cantidad de efectos del etileno sobre el desarrollo, se
cree que las primeras etapas de la accién del etileno son similares en todos los
casos. Implican la unién a un receptor, seguida de una o mas vias de
traduccion de sefal que dan lugar a una respuesta celular. El etileno ejerce su
efecto, principalmente, por alteracion del patrén de expresidn génica (Taiz &
Zeiger, 2006).

Ante el estrés bidtico se activan en las plantas factores de respuesta a
etileno (ERF), como por ejemplo ante la accion de un organismo patdgeno
(Sharoni et al., 2011). El rol de las proteinas ERF y DREB en las respuestas de
las plantas ante el estrés biodtico y abidtico fueron bien documentadas (Agarwal
et al., 2006; Agarwal et al., 2010). Ademas, serian los ERFs los principales
componentes que posicionan al ET como regulador de un amplio rango de
procesos fisioldgicos, de forma coordinada (Pirrello et al., 2012).

En Arabidopsis, tomate y probablemente otras especies vegetales, los
receptores de etileno estan codificados por familias multigénicas. Se ha
identificado el rol de numerosos ERFs en las respuestas de defensa de las
plantas de Arabidopsis (Mc Grath et al., 2005). La mutagénesis dirigida que
ocasiona una completa inactivaciéon de los cinco receptores del etileno en
Arabidopsis (ETR1, ETR2, ERS1, ERS2 y EIN4) ha demostrado que son
redundantes a nivel funcional (Hua & Meyerowitz, 1998). Es decir, la mutacién
de uno solo de los genes que codifica una de estas proteinas no tiene ningun
efecto, aunque la mutacion de los cinco genes de los receptores muestra una
respuesta constitutiva al etileno. Ademas, los ERFs actuan en la integraciéon del
metabolismo cruzado (“crosstalk”) entre vias de sefalizacion mediadas por ET,
AJ, AS y otras fitohormonas, en pos de modular la expresion génica de acuerdo
con el estimulo percibido por las plantas (Nufez-Pastrana et al., 2013). Por otro

lado, se conoce que la proteina CTR1 parece estar relacionada con RAF-1, una
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proteina quinasa MAPKKK (proteina quinasa quinasa quinasa activada por
mitdgeno) que esta implicada en la traduccidn de varias sefiales reguladoras
externas y en las rutas de sefalizacion en un amplio rango de organismos,

desde la levadura hasta los seres humanos (Taiz & Zeiger, 2006).

ET como hormona elicitada en condiciones de estrés

Casi todas las condiciones de estrés abidtico y/o bidtico elicitan ET en
las plantas (Bleecker & Kende, 2000), como en el caso de los estreses
causados por salinidad, sequia, frio, inundacién y por infecciones/ infestaciones
de microorganismos/ insectos (Yang et al., 2013). Los tejidos vegetales que
muestran signos de infeccién por parte de un patégeno o debidos al dafio
mecanico, producen niveles elevados de ET (Johnson & Ecker, 1998). Asi, el
aumento de la biosintesis de esta hormona, en condiciones de estrés, parece
ser debido a una mayor transcripcion del ARNm de la ACC sintasa, enzima que
cataliza la conversion de AdoMet (S- adenosil-metionina) al aminoacido ciclico
no proteico ACC (acido 1-aminociclopropano 1- carboxilico) (Adams & Yang,
1979).

A pesar de que se conoce que los niveles enddgenos de ciertas
hormonas aumentan ante situaciones estresantes, aun no es clara la relacion
que existe entre el contenido de las fitohormonas y el nivel de tolerancia al
estrés, aunque se sabe que las plantas ajustan finamente el balance de sus
sistemas de defensa luego de la percepcion de una amenaza bidtica, a fin de
oponerse adecuadamente al organismo adverso (Reymond & Farmer, 1998;
Walling, 2000).

Existe, ademas, una significativa interferencia entre las respuestas al
estrés bidtico mediadas por ET y los mecanismos que involucran al AS,
mientras que la relacién ET- AJ es de tipo sinérgica (Broekaert et al., 2006).

Dos lineas progenitoras dihaploides (madre ‘M’ y padre ‘P’) obtenidas
para el mapeo fino en el brazo corto del cromosoma 6A fueron seleccionadas
por su comportamiento diferencial frente a afidos y a tratamientos hormonales
y, ademas, por ser portadoras de formas contrastantes en los marcadores que
flanquean al gen de interés: Xgwm459 y Xgwm334a (Castro et al., 2005, 2008).

El objetivo del presente capitulo consisti6 en caracterizar, mediante
aplicaciones exdégenas de ET, como tolerantes o susceptibles a un grupo de
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plantas conformado por dos lineas progenitoras M y P contrastantes para dos
marcadores ubicados en el cromosoma 6AS de Triticum aestivum, la Fq
producto del cruzamiento dirigido entre ambas, la F, obtenida por libre

autofecundacion y un grupo selecto de plantas F3 proveniente de las anteriores.

Materiales y métodos

Material vegetal. Se evaluaron 64 plantas correspondientes a la linea

progenitoras madre (M), 74 plantas de la linea progenitora padre (P) (ambas
lineas obtenidas en el IPK, Gatersleben, Alemania) 38 plantas F1 producto del
cruzamiento forzado entre ambas y 6884 plantas F,. Ademas, se utilizaron en
este analisis 300 plantas F3 descendientes de un grupo de 211 plantas F, que
fueron seleccionadas segun su crecimiento superior o inferior a la media, mas o
menos un desvio estandar, ante el tratamiento con ET. Las generaciones F, F;

y F3 se obtuvieron a lo largo de tres ciclos productivos.

Cruzamientos. Durante el ano 2007 se sembraron ambos progenitores en

forma escalonada y se cruzaron entre si artificialmente. Siendo el trigo una
especie cleistbgama, para efectuar los cruzamientos debid evitarse la
autofecundacion. Ambos progenitores se cruzaron en forma reciproca, es decir,
los dos fueron utilizados como padre (aportando el polen) y como madre
(aportando los 6vulos) en distintas oportunidades. Los cruzamientos artificiales
se realizaron mediante la técnica tradicional que consiste en emascular y
polinizar con la ayuda de un pincel. Se trabajo en las horas secas y soleadas
del mediodia por ser el momento del dia en el que los estigmas estan mas
receptivos y el polen con menor humedad.

A partir de la evaluacion y trasplante al suelo de las lineas progenitoras M y P,
en afnos sucesivos se obtuvieron las F1 (M x P), las F, y las F3, estas ultimas
producto de la autofecundacion de plantas seleccionadas en la generacion

anterior (F»).

Tratamientos. La totalidad de las semillas evaluadas se germinaron en

oscuridad a 27° C durante 24 h. Se trasplantaron a viales de 5 cm de largo x

1,4 cm de diametro, conteniendo vermiculita estéril, trabajando bajo luz roja a
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fin de suprimir la expansion del primer entrenudo y estimular el crecimiento del
coleoptilo (Weaver, 1976; Castro et al., 2003). Cuando el coleoptilo presentd
una longitud de entre 0,5 y 0,7 cm, transcurridas entre 28 y 36 h desde la
germinacién, se midié dicha longitud (longitud inicial) y se aplico el tratamiento
correspondiente (ET o agua). Transcurridas 24 h de la aplicacidn, se volvio a
medir la longitud del coleoptilo (longitud final). EI manejo de las semillas y
plantulas se realiz6 bajo luz roja (Figura 1). Como tratamiento inductor se aplicé
80 ul de ET (Ethrel®- 500 ppm) por vial. Los testigos recibieron una solucion de
agua y Tween20® (Polietilenglicol sorbitano monolaurato). La mitad de las
plantas de ambas lineas progenitoras y la F4 obtenida de su cruzamiento
recibid el tratamiento con ET, mientras que la otra mitad de los progenitores y
de la F1 se mantuvo como control. Por el contrario, todas las plantas F, fueron
tratadas con ET y no se reservo un grupo como testigo. Por tratarse de la
primera generacion segregante en la que se encontrara representada la
maxima variabilidad genética, el genotipo es variable entre las plantas que
pertenecen a dicha filial. En consecuencia, no es posible aislar el efecto del

tratamiento del genotipo de cada planta en particular.

Manejo de las plantas. Después de evaluadas, el total de las plantas fue

trasplantado (Figura 2) a bandejas ‘speedlings’ conteniendo tierra fértil,
colocados sobre el suelo previamente fertilizado con urea en el umbraculo
perteneciente a la catedra de Genética (Facultad de Ciencias Agrarias y
Forestales, UNLP). Alli pasaron todo el ciclo y fueron regadas segun sus
requerimiento, con una frecuencia diaria en las épocas de mayor
evapotranspiracion (primavera, principios de verano) y dia por medio en los

restantes meses de cultivo (Figura 3).
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Figura 1. Medicién de la altura de coleoptilo bajo luz roja

Figura 3. Plantas establecidas en el umbraculo

Seleccion _de las plantas F, para la obtencién de la filial F;. Segun el

crecimiento relativo de las plantas F; en el estado de coleoptilo, se selecciond
entre ellas a un grupo de plantas correspondiente al 5% superior, identificadas
por mostrar valores de tasas de crecimiento mayores a un desvio estandar del
promedio de la generacion F,. Se seleccion6 también el 5% de las plantulas
pertenecientes al extremo inferior, cuyas tasas de crecimiento fueron menores
a un desvio estandar del promedio de dichas tasas. Las 211 plantas asi

escogidas, representantes de los extremos de la generacién F;, conformaron la
77



Tesis doctoral M. Silvia Tacaliti CAPITULO 3. Tolerancia a etileno

generacion filial F3 sembrada el afo siguiente. A partir de estas ultimas, se
seleccion6 un grupo de 300 plantas F3 para ser tratadas con ET.

Analisis estadistico. Se realizdé el analisis de la varianza mediante el Modelo

General Linear (GLM) y en los casos en que hubo diferencias significativas se
determinaron las pruebas de medias, como el test de Tukey o la prueba LSD
de Fisher (LSD, least significant differences, diferencias minimas significativas).
En la totalidad de los datos presentados se cumplen los supuestos de
aleatoriedad, normalidad y homocedasticidad requeridos por el modelo. Los
analisis se realizaron con el programa Statistica (StatSoft Inc, 2005).

Resultados

Lineas progenitoras madre (M) y padre (P)

En el analisis de la varianza (ANOVA) efectuado sobre el crecimiento
relativo de las lineas progenitoras M y P, tratadas con ET y testigo, se
observaron diferencias altamente significativas entre los genotipos, asi como
también entre los tratamientos. No obstante, no hubo diferencias en la

interaccidon entre ambas variables (Tabla 1).

Tabla 1. ANOVA para el crecimiento relativo de las lineas progenitoras, testigos

y tratadas con ET

Fuente de variacion CM F P
Genotipos 782,94 19,57*** 0,0001
Tratamientos 563,50 65,34*** 0,0001
Genotipos * Tratamientos 56,23 16,88 ns 0,16
Error 28,35

CM: cuadrado medio; ***: diferencias altamente significativas (p < 0,001);

ns: diferencias no significativas

La distribucion de las plantas pertenecientes a la linea M- testigo se
modifico cuando las plantas fueron tratadas con ET, habiéndose agrupado
hacia valores mas bajos de crecimiento relativo. Sin embargo, no se
observaron diferencias entre el crecimiento relativo medio en ambas

situaciones (Figura 4).
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Figura 4. Distribucion del crecimiento relativo de la linea M,

testigos (T) y tratadas con etileno (ET)

Barras horizontales representan el desvio estandar del crecimiento relativo.

Por el contrario, la linea P evidencié una marcada disminucion de su
crecimiento relativo por efecto del tratamiento con ET, respecto de los testigos
(Figura 5).

Linea P
6 7 media - T
5 media - ET :|!
T

OET

Nro. de plantas
w

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29
Crecimiento relativo

Figura 5. Distribucién del crecimiento relativo de la linea P,

testigos (T) y tratadas con etileno (ET)

Barras horizontales representan el desvio estandar del crecimiento relativo.

Mediante el test de Tukey se pudo apreciar que la linea M superé a la
linea P en cuanto al crecimiento relativo medio, sin tratamiento hormonal.
Ademas, el tratamiento con ET provocé una disminucion significativa en la linea

P, sin embargo no afecté a la linea M (Tabla 2). Asi, se establecio que el
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genotipo P evidencié una disminucion del crecimiento por efecto del tratamiento
con ET.

Tabla 2. Test de Tukey para el crecimiento relativo medio

de ambos progenitores (M y P) y tratamientos (T y ET)

Genotipo Tratamiento Crecimiento relativo medio

P T 18,66 £2,54 b
P ET 13,73+2,17 ¢
M T 21,89 +4,67 a
M ET 19,33 +4,30 ab

La misma letra indica diferencias no significativas (p > 0,05)

Primera filial (F1)

El ANOVA no mostrd diferencias significativas entre genotipos Fq, asi
como tampoco entre tratamientos ni en la interaccion entre ambos (Tabla 3),

como era de esperar dado que esta filial es genéticamente homogénea.

Tabla 3. ANOVA para el crecimiento relativo medio de las plantas Fy,
testigos y tratadas con ET

Fuente de variaciéon CM F P
Genotipo F4 14,105 3,274™ 0,079513
Tratamiento 2,390 0,555™ 0,461636

Genotipo F¢ x Tratamiento | 0,078  0,018™ 0,893489
Error 142,183

ns: diferencias no significativas

La distribucion del numero de plantas segun las categorias determinadas
en base a las tasas de crecimiento de las plantas F1, mostré que la mayoria de
las plantas se ubican hacia el extremo inferior en el caso de los testigos y algo
mas diseminadas cuando fueron asperjadas con ET. Inclusive, se observé que
cinco plantas se ubicaron en el extremo superior entre aquellas tratadas con
ET, las cuales crecieron 24 mm y en cuya clase no se hallaron plantas testigo
(Figura 6).
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Figura 6. Distribucion por categorias segun el crecimiento relativo de las
plantas F4 tratadas con etileno (ET) y testigos (T)

Barras horizontales representan el desvio estandar del crecimiento relativo.

Sequnda filial (F»)

Las plantas F, evaluadas se agruparon en categorias segun su
crecimiento relativo en el estado de coleoptilo, habiendo sido tratadas con ET
todas ellas. A partir del valor de crecimiento del total de plantas F, (n = 6884),
estas se clasificaron como medias (M), tolerantes (T) y susceptibles (S) segun
su crecimiento respecto del valor promedio mas/ menos su error estandar
(Tabla 4).

Tabla 4. Clasificacion de plantas F, segun su crecimiento relativo en respuesta

al tratamiento con ET.

F» n Crecimiento medio + Error estandar
T 1198 23,02+0,04 a
M 4408 14,22 + 0,054 b
S 1278 6,82 +0,077 ¢
Total 6884

T: plantas tolerantes M: plantas de crecimiento medio; S: plantas susceptibles

El analisis de la varianza de las plantas F, evidencid que existen
diferencias altamente significativas entre los genotipos susceptibles, medios y
tolerantes a ET (Tabla 5).
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Tabla 5. ANOVA para el crecimiento relativo medio de las plantas F, tratadas

con etileno (ET)

Fuente de variacion g.l. CM F P
Nivel de tolerancia (T, M,S) 2 81295 12542,9 *** 0,001
Error 6881 6

T: tolerantes; M: intermedias; S: susceptibles

g.l: grados de libertad; CM: cuadrado medio; ***: diferencias altamente significativas (p < 0,001)

En forma grafica, puede visualizarse la distribucion del crecimiento por
categoria, la media y el desvio estandar de la F», asi como de sus antecesores
(lineas progenitoras y F¢). Se observa que la media del genotipo F, se
encuentra aun comprendida en el intervalo entre ambos progenitores (M y P).
Se identifica hacia la izquierda, hacia los valores inferiores a la media, al grupo
de plantas considerado Susceptible; hacia la derecha de la media, hacia los
valores superiores, se indica a las plantas Tolerantes (Figura 7).

3000

2500

Tolerantes
~

Susceptibles
P

2000

1500

Numero de plantas F,

1000

Media P Media M

500

0 5 10 15 20 25 30 35
Tasa de crecimiento [mm] - plantas F,

Figura 7. Distribucion por categorias segun el crecimiento relativo de las

plantas F; tratadas con ET

La barra horizontal representa el desvio estandar de la tasa de crecimiento

La variabilidad pudo observarse en la generacién F, en comparaciéon con
la hallada en la F1 y en las clases paternas, donde solo hay varianza ambiental.

Por un lado, se hallaron plantas con menor crecimiento relativo en
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comparaciéon con ambos progenitores (M y P), aun respecto de aquél
caracterizado como mas susceptible ante el tratamiento con ET (progenitor P).
Por el otro lado, 240 plantas superaron a ambos padres (con tasas de
crecimiento de entre 25 y 30 mm) (Figura 7).

Entre la totalidad de las plantas F, estudiadas, se seleccionaron 160
plantas tolerantes y 51 susceptibles respecto de la media grupal de esta clase
fenotipica, identificadas por ser las de mejor y peor comportamiento luego de
ser asperjadas con ET en el estado de coleoptilo, respectivamente. La
seleccion en el extremo inferior fue muy dificultosa debido a que las plantas
caracterizadas como susceptibles al ET mostraron un menor crecimiento
respecto de las tolerantes a la misma sustancia y, en la mayoria de los casos,

murieron durante las primeras semanas pos-trasplante (Figura 8).

Figura 8. Detalle de plantas F, susceptibles, muertas

Tercera filial (F3)

Las plantas obtenidas por autofecundaciéon partir de las 211 plantas F,
selectas se agruparon en categorias segun sus tasas de crecimiento en el
estado de coleoptilo, habiendo sido tratadas todas ellas con ET. A partir del
valor de crecimiento de las plantas F3, estas se clasificaron como medias (M),
tolerantes (T) y susceptibles (S) segun su crecimiento respecto del valor

promedio mas/ menos su error estandar (Tabla 6).
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Tabla 6. Clasificacion de plantas F3 segun su crecimiento relativo en respuesta
al tratamiento con ET.

Fs n Crecimiento medio * Error estandar
T 42 26,04 £ 0,48 a
M 200 15,73+0,23 b
S 57 8,81+0,24 c
Total 299

T: plantas tolerantes M: plantas de crecimiento medio; S: plantas susceptibles

Mediante el analisis de la varianza se pudo observar que existen
diferencias altamente significativas entre los genotipos susceptibles, medios y

tolerantes a ET pertenecientes a esta filial (Tabla 7).

Tabla 7. ANOVA para el crecimiento relativo medio de las plantas F3 tratadas

con ET
Fuente de variacion g.l. CM F P
Tolerancia 2 3885,07 392,508 *** 0,001
Error 296 9,90
g.l: grados de libertad; CM: cuadrado medio; ***: diferencias altamente significativas (p
<0,001)

La distribucion de las plantas F3 permitié ubicar a la media de este grupo
entre las medias de los genotipos F1 y Fy, si bien esta distribucion se basé en
una seleccion sesgada hacia los extremos superior e inferior a partir del

crecimiento relativo de la generacion antecesora (F»).
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Figura 9. Distribucién por categorias segun las tasas de crecimiento en plantas

F3 tratadas con ET

La barra horizontal representa el desvio estandar de la tasa de crecimiento

Discusion

Los tejidos vegetales responden de diversas maneras ante la exposicion
con ET. Numerosos factores ambientales, internos o inherentes a la relacion
especie-especifica influyen sobre dicha respuesta, de modo tal que no existe
una manera simple de predecir la reaccién de un tejido a las aplicaciones de
ET. En conclusion, el ET debe ser considerado como un modulador del
crecimiento y no un represor o estimulador en forma genérica (Dugardeyn &
Van Der Straeten, 2008).

Las lineas progenitoras (M y P) evidenciaron un comportamiento
diferencial expresado a través de sus tasas de crecimiento ante el tratamiento
con ET, respecto de sus testigos. En este sentido, la linea M no modificd
significativamente su tasa de crecimiento media por efecto del tratamiento vy,
por lo tanto, fue caracterizada como tolerante. Por el contrario, en comparacion
con su testigo la linea P mostré una merma en la tasa de crecimiento media
debido al tratamiento con ET. Este fendmeno de ralentizacién del crecimiento
(Guzman & Ecker, 1990) fue percibido a nivel del coleoptilo en las plantas
tratadas con ET respecto de los testigos en el caso de la linea P. En

consecuencia, se caracteriz6 como susceptible al progenitor P. De todos
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modos, esta diferencia podria deberse a que el genotipo de la linea M fuera
insensible a la hormona.

En el caso de los materiales utilizados en este trabajo, la posible
recombinacién genética entre las lineas M y P cruzadas se reduce a una
pequefia porcion cromosomica en la que existe variacion alélica. Dicha region
esta flanqueada por los marcadores Xgwm459 y Xgwm334a, ubicados sobre el
brazo corto del cromosoma 6A de trigo pan y es responsable de la variabilidad
genética hallada a partir de la generacion Fo.

En el caso de las plantas F1 no se encontraron diferencias significativas
entre individuos ni entre tratamientos (testigos y tratadas con ET). Esto permiti
comprobar el principio mendeliano de uniformidad esperable en esta
generacion. Sin embargo, se destaca el bajo nivel de éxito logrado con los
cruzamientos artificiales y, en consecuencia, el escaso numero de plantas
analizadas.

La segunda filial (F2) mostré una distribucién extendida de la tasa de
crecimiento a nivel de coleoptilo tal como se esperaba para esta generacién, en
la cual la varianza es maxima. Asi, pudo identificarse plantas que superaron a
la F1y a sus progenitores, tanto hacia el extremo superior como hacia el inferior
de los valores de dichas tasas. Si bien es reversible el efecto causado por esta
hormona (Binder et al., 2004), la identificacion temprana de plantas
susceptibles y tolerantes segun sus valores menores y mayores de crecimiento
del coleoptilo por efecto del ET, se mantuvo en plantas mas grandes, al punto
tal que la mayoria de las susceptibles murieron luego de ser trasplantadas y las
tolerantes crecieron y se desarrollaron normalmente.

Se encontraron diferencias significativas entre los genotipos F;
caracterizados como susceptibles, de comportamiento medio y tolerantes a ET
segun su ubicacion respecto de la media de esta filial. Resultd notable la
diferencia en el numero de individuos F, pertenecientes a ambos grupos de
plantas, selectas segun su mayor/ menor tolerancia al ET para constituir al
siguiente generacion, Fs. Es posible que el menor numero de plantas
pertenecientes al grupo de las susceptibles se deba a un defecto en su
crecimiento, evidenciado ya a nivel de coleoptilo y manifestado en posteriores
estadios de crecimiento. En algunos casos, las plantas no han logrado superar

los 30 cm de altura en el estado vegetativo, otras han muerto luego de su
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trasplante al suelo. No obstante, se descarta como posible causa de su muerte
a la mecanica del trasplante en si mismo, ya que idénticos recaudos fueron
tomados para la totalidad de las plantas.

La merma en el crecimiento e inclusive la muerte de las plantas F;
susceptibles pudo deberse a que no soportaron el tratamiento con la dosis de
ET aplicada en estadios tempranos de su crecimiento, debido quizas a la
posible expresion de algun gen letal que se encontraba enmascarado en las
generaciones parentales (Rick & Smith, 1953) y cuyo efecto pudo haber
limitado el crecimiento en las plantas portadoras de esos alelos.

En cuanto a las plantas F3, se encontraron diferencias altamente
significativas en el crecimiento relativo de las plantas susceptibles, medias y
tolerantes respecto de la media. Ademas, la tasa de crecimiento resulta
coincidente con la de la generacion F,. Si bien el valor de la media de la ultima
generacion filial se desplazé ligeramente hacia valores superiores, las medias y
desvios de ambas clases mostraron la superposicion de sus intervalos de
confianza. Sin embargo, este comportamiento puede atribuirse a la seleccion
sesgada que se realizd en la F,. La incorporacion de toda la clase F, en el
analisis podria haber modificado la ubicacion de las medias correspondientes a
las plantas F» y F3 estudiadas.

Resulta importante destacar la dificultad de apreciar el efecto del ET de
manera completamente aislada al de otras fitohormonas, ya que su
funcionalidad depende también de la interaccién entre el ET y el resto de
aquellas. Si bien existen subsets de genes de respuesta al ET que pueden
explicar parcialmente la diversidad de respuestas, nuevas investigaciones
lograran identificar los factores que modulan dichas respuestas tejido-
especificas (Dugardeyn & Van Der Straeten, 2008).

Casi todas las condiciones de estrés biotico inducen la sintesis de
etileno en las plantas (Bleecker & Kende, 2000). Debido a que la biosintesis del
etileno aumenta en condiciones de estrés, dada la mayor transcripcién de la
ACC sintasa, los tejidos vegetales que muestran signos de infeccidn por parte
de un patdégeno o debidos al dafio mecanico, producen niveles elevados de
etileno (Johnson & Ecker, 1998). Ademas, se encontr6 que en plantas
resistentes de trigo y cebada la produccibn de etileno aumenta

significativamente luego de la accion de un afido, a diferencia de lo que ocurre
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en cultivares susceptibles (Argandofia et al., 1981; Miller et al., 2001; Boyko et
al., 2006). Se conoce también que la aplicacidon exdgena de esta hormona
sobre una planta activa las mismas rutas metabdlicas que ante la accion de un
insecto y un organismo patégeno, ambos factores bidticos de estrés (Farmer &
Ryan, 1990; Walling, 2000; Glazebrook, 2001), alterando su patron de
expresion génica (Taiz & Zeiger, 20006).

La caracterizacion de las plantas con mayor o menor grado de tolerancia
ante la aplicacion exégena de ET, en estado de coleoptilo, permitié suponer
cual seria el comportamiento de dichas plantas ante la accién de un agente
causal de estrés, como puede ser un afido. De este modo, fue posible
seleccionar plantas superiores e inferiores para continuar con este estudio e
intentar identificar al gen/ genes de tolerancia ubicado/ubicados en la regién

telomérica del cromosoma 6A.

Conclusiones

- La linea M se caracterizd como tolerante, mientras que la linea P resultd
susceptible al ET, lo cual se manifestd a través de la significativa disminucion
del crecimiento relativo medio de las plantas de la linea P tratadas respecto del
testigo.

- Las plantas F1 no mostraron diferencias significativas entre plantas ni entre
tratamientos (testigos y tratadas con ET). Esto permiti6 comprobar el principio
mendeliano de uniformidad en esta generacion.

- Las generaciones F; y F3 exhibieron diferencias altamente significativas en el
crecimiento relativo de sus integrantes, segun su caracterizacion como
susceptibles, medias y tolerantes.

- La segunda filial (F2) mostré una distribucion extendida de la tasa de
crecimiento a nivel de coleoptilo tal como se esperaba para esta generacién, en
la cual la varianza es maxima.

- El menor numero de individuos F, selectos por su menor tolerancia al ET se

debe a la susceptibilidad que presentaron ante el tratamiento. Un estudio mas
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acabado permitiria conocer si la muerte de estas plantas se debié a la
expresion de algun gen letal enmascarado.
- La generacion F3 mostré6 una tasa de crecimiento similar a la generacién

predecesora, si bien un numero limitado de plantas fue analizado.
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Introducciéon

Los afidos

Los afidos constituyen el grupo mas numeroso dentro de los insectos
que se alimentan del floema lo cual, ademas de su enorme potencial
reproductivo, los convierte en la plaga mas devastadora en la produccion de los
cultivos (Davis, 2012). Poseen un aparato bucal chupador suctor adaptado a la
succién de liquidos que se encuentran en las plantas. Los estiletes alcanzan el
floema, especialmente los tubos cribosos, utilizando al fluido floematico como
alimento (Richardson, 1982). Sin embargo, algunas especies de &fidos tales
como Adelges piceae (Ratz) pareciera que se alimentan principalmente del
parénquima (Balch, 1952). Mas aun, diferentes biotipos del pulgon verde
(Schizaphis graminum, Rondani) pueden tener diferentes sitios de
alimentacién, como el floema o el parénquima del mesdfilo de la hoja (Saxena
& Chada, 1971).

La seleccion del sitio de alimentacion estaria relacionada con la
ubicacion de sustancias esenciales para el insecto y con los metabolitos
secundarios presentes en ellas. En este sentido, algunos afidos prefieren hojas
jovenes, en tanto que otros prefieren aquellas que comienzan a senescer
(Kennedy & Ibbotson, 1950). Basados en experimentos de alimentacion e
infestacion, se ha propuesto que la distribucion de los afidos en hojas de
diferentes edades esta regulado por el contenido de acidos hidroxamicos

presentes en ellas (Argandofia et al., 1981).

El pulgdn ruso del trigo

En la Argentina, el pulgdon ruso se detectd por primera vez en el ano
1991, en la provincia de Mendoza. Luego se propagé a otras provincias (Salto
& Imwinkelried, 1997), parasitando un amplio rango de hospederas (Clua et al.
2004). Entre los cereales, se encontré al pulgdn ruso sobre avena (Avena

sativa), cebadilla (Bromus unioloides), Hordeum comosum, cebada cervecera
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(Hordeum distichum), Hordeum murinum, Hordeum secalicum, cebada
(Hordeum vulgare), centeno (Secale cereale) y trigo (Triticum aestivum)
(Dughetti, 2012).

En el pais, el pulgdn ruso aumenta su poblaciéon en primaveras secas.
Las infestaciones en trigo comienzan a manifestarse a partir del mes de
septiembre, aunque los mayores ataques se observan desde principios a
mediados de noviembre en coincidencia con la etapa fenologica de plena
espigazon. En la actualidad se distribuye entre los 26° 50’ LS y los 43° 28’ LS,
limitado por las isotermas de 20-22 °C y de 8-10 °C y las isohietas de 400-600
mm y de 2000 mm de precipitaciones (Clua et al., 2004). Las principales
provincias donde se localiza la especie son Mendoza, Neuquén y Buenos Aires
(Dughetti, 2012).

En la clasificacion taxondmica de los Insectos (clase Insecta), el pulgon
ruso del trigo (Diuraphis noxia, [Mordvilko]) se ubica dentro del orden
Hemiptera, suborden Sternorrhyncha, superfamilia Aphidoidea, familia
Aphididae.

El pulgdn ruso posee un cuerpo alargado de entre 2,2 y 3 mm, de
coloracion verde grisacea. Se caracteriza por tener antenas cortas de mismo
color que el cuerpo. Presenta corniculos pequenos, poco desarrollados. Sus
sifones son caracteristicos de la especie debido a su reducido tamafio y dificil
apreciacion visual, asi como por su proyeccién sobre la cauda otorgandole la

apariencia de ‘doble cola’ (Figuras 1y 2).
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Figura 1. Hembra aptera de Diuraphis noxia.

Adaptado de Don Wysocki, Pacific Northwest Conservation Tillage Handbook.
Oregon State University, Washington State University and University of Idaho.

Figura 2. Hembra aptera adulta (derecha) y ninfa (izquierda) de Diuraphis noxia
(USDA, ARS, Agricultural Research Service).

En cuanto a su comportamiento reproductivo, se caracteriza por ser una
especie monoico holociclica en cereales, principalmente en trigo (Nieto Nafria
et al., 1994). En América del Norte y Argentina se reproduce por

partenogénesis telitdquica (o sea, da una progenie o descendencia femenina)
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por viviparidad (o sea, los embriones se forman en el interior del cuerpo de la
madre), pasando el invierno como ninfa o hembra adulta (Dughetti, 2012). Sin
embargo, se han encontrado poblaciones del afido con diferenciacién de
hembras sexuadas y machos (Ricci et al., 2011).

Esta especie puede atacar al trigo durante todo el ciclo de cultivo, de
modo tal que las colonias se ubican en la parte superior de las plantas
principalmente desde fin de macollaje hasta precosecha. Mediante la inyeccion
de fitotoxinas durante la alimentacion, provoca la ruptura de membranas
celulares. Este afido provoca un estriado de coloracidon purpura en condiciones
de baja temperatura, o blanquecina si las temperaturas son templadas. Otro
sintoma caracteristico provocado por el pulgdn ruso ademas del estriado es el
enrollamiento de las hojas, con mayor preponderancia en la tercera y cuarta
hoja del trigo (Riedell & Blackmer 1999). En estadios mas avanzados del
cultivo, como en estado de hoja bandera, las infestaciones causan desde la
produccion de espigas vanas o malformadas hasta la imposibilidad de su
emergencia (Imwinkelried et al., 2004), aunque una vez superado el estado de
grano pastoso, el pulgdn no produce mas dafo (Salto & Imwinkelried, 1997).

Se conoce que aquellas plantas de trigo que resultan susceptibles al
pulgdn ruso, reaccionan ante la inyeccion de su saliva enrollando
longitudinalmente sus hojas alrededor de la nervadura principal, formando un
refugio tubular que protege a dicho afido de la accién de los insecticidas (Smith
et al., 1992) y de sus predadores naturales. En los cereales, el enrollamiento de
las hojas puede ser de dos tipos, segun el estadio: el plegado de aquellas
completamente expandidas y/o el impedimento de la expansion de las hojas
inmaduras (Botha et al., 2005). En consecuencia, la poblacion de afidos se
establece exitosamente y las plantas sufren graves pérdidas de clorofila y de
pigmentos carotenoides de sus hojas (Burd & Elliott 1996; Heng-Moss et al.,
2003). Una disminucion de la eficiencia fotosintética redunda en la obtencion de
plantas mas débiles y de menor rendimiento en granos (Smith et al., 1989).

Las variedades resistentes logran compensar la alimentacion del afido
(Heng-Moss et al., 2003), aunque para su efectiva compensacion deben
activarse una serie de estrategias defensivas. Un estudio sobre el

comportamiento alimentario del pulgdn ruso demuestra que éste prueba mas y
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se alimenta menos en cultivares resistentes, con la consiguiente formacién de
lesiones mas numerosas en los tejidos resistentes en comparaciéon con las
variedades susceptibles (Bahimann et al., 2003).

Ademas del dano directo que provoca el pulgéon ruso con fines
alimenticios, es transmisor de virus tales como el BYD (Virus amarillo del
enanismo de la cebada), el BMV (Virus del mosaico de la cebada) y el SMV
(Virus del mosaico de la cafia de azucar) (Damsteegt et al., 1992). Resulta
interesante sefalar que los insectos tienen simbiontes bacterianos que llevan a
cabo funciones vitales para el hospedante, que podrian inclusive desactivar a
las propias defensas de las plantas (Alvarez-Venegas, 2014).

La variacion en el contenido de clorofila es uno de los parametros mas
importantes en la relacion planta- herbivoro. Durante el desarrollo de las
plantas los niveles de clorofila se modifican (Costa et al., 2001); de igual modo,
varian debido a varios tipos de estreses (Fanizza et al., 1991; Samdur et al.,
2000; Lawson et al.,, 2001). La alimentacion por parte de insectos, las
deficiencias nutricionales y las infecciones parasitarias causan clorosis y
degradacion de la clorofila (Ni et al., 2002).

Se encuentra bien documentada la pérdida de clorofila consecuencia de
la infestacion de los pulgones ruso y verde en trigo (Burd & Elliott, 1996; Girma
et al., 1998), asi como las lesiones necréticas post- infestaciéon en variedades
resistentes al pulgdén ruso (Botha et al., 2005). La hipdtesis actualmente
aceptada sugiere que el pulgén causa el mal funcionamiento del aparato
fotosintético a nivel de las membranas tilacoides durante su alimentacién (Burd
& Elliott, 1996; Heng-Moss et al., 2003). Debido a que Diuraphis noxia no causa
el colapso total a nivel de los cloroplastos, la degradacion clorofilica inducida se
distingue de aquella originada durante la senescencia de las hojas (Ni et al.,
2001; Wang et al., 2004).

Por otro lado, la fotosintesis puede ser alterada por la alimentacién de
los herbivoros causando, entre otros, la reduccion en el area foliar, provocada
por el enrollamiento de hojas (Miller et al, 1994), y la disminucion en el
contenido de clorofila (Riedell, 1989, Riedell & Blackmer 1999). Los sintomas
especificos de la alimentacion de D. noxia sobre cultivares susceptibles de trigo

incluyen bandas longitudinales blancas o amarillas (Burd & Elliott 1996), que en
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infestaciones severas producen una drastica reduccion en el area foliar efectiva
(Walters et al., 1980). Aquellas plantas que poseen genes de resistencia al
pulgdn ruso provocan una significativa reduccién del crecimiento poblacional y
reproductivo del insecto, y en ellas ocurre ademas una menor pérdida de
clorofila y pigmentos carotenoides (Smith et al., 2010).

Estudios mas recientes sobre las respuestas fisioldgicas de resistencia/
susceptibilidad de los cereales a D. noxia, demostraron que las plantas
susceptibles adelantaron su declinacion fotosintética respecto de las plantas
control, en detrimento de su acelerada senescencia, mientras que aquellas
resistentes lograron compensar el dafio provocado por el pulgén (Franzen et
al., 2007). Aunque resulta claro que variedades resistentes logran compensar
el dafio causado por la alimentacion de los pulgones de alguna manera (Heng-
Moss et al., 2003), para que dicha compensacion ocurra es necesaria una
defensa efectiva o estrategia ante el estrés, una serie de productos génicos
capaces de activar los mecanismos de tolerancia al estrés (Botha et al., 2005).

Al igual que en la interaccion planta- patégeno, las defensas contra el
pulgén ruso consisten en la produccion de especies reactivas de oxigenos
(ERO) como por ejemplo H>O,. Estas moléculas ERO inducen la acumulacion
de acido salicilico (AS) en las células y disparan la expresion de proteinas
relacionadas con la patogénesis (PR, del inglés pathogen related proteins).
Varios productos relacionados con la defensa se acumulan en el apoplasto de
cultivares resistentes de trigo, incluyendo las proteinas PR B-1,3-glucanasas,
quitinasas y peroxidasas (Van der Westhuizen et al., 1998a, b). Ademas, el
nivel de respuesta varia entre los diferentes cultivares de trigo resistentes
(Botha et al., 2006).

Existe una estrecha relacion entre el dafio provocado por los pulgones y
la fitohormona etileno (ET). Se conoce que existen efectos especificos
causados por el afido sobre la ruta metabdlica del ET, los cuales no ocurren
cuando el tejido es lastimado en forma mecanica. Estudios con mutantes de la
via del ET se utilizaron para identificar genes blanco, asi como también para
aislar las moléculas de sefializacion emitidas por la actividad de los insectos
sobre un tejido vegetal (Stotz, 2000). Mas recientemente se demostré que la

expresion del gen Cm-ETR2, receptor de ET en meldn, se incrementd cinco
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veces por efecto del tratamiento con Etephon respecto del incremento
encontrado (2 veces) por efecto de la infestacion con el pulgdn Aphis gossypii
Glover (Hemiptera: Aphididae). Esto podria indicar que la cantidad de ET
emitida como consecuencia de la infestacion con el afido es significativamente
menor en comparacion con aquella producto del tratamiento exégeno con la
hormona (Anstead et al., 2010).

Manejo de la plaga

El manejo de la plaga es complejo. Si bien afio a afio varia la incidencia
de la plaga en los cultivos de trigo argentinos, aspectos como la cuantiosa
utilizacidn de pesticidas y los dafios implicitos para los aplicadores y para el
ambiente en general, se vuelven prioritarios para la sustentabilidad del sistema
global de cualquier planteo productivo. Histéricamente, se han registrado casos
de resistencia a los insecticidas por algunas especies de afidos (Devonshire &
Field, 1991), como asi también se ha observado el desarrollo de virulencia a los
genes de resistencia propios de las plantas (Smith et al., 2010). En definitiva, la
identificacion de genotipos resistentes constituye una herramienta fundamental
para el manejo sustentable de los afidos en el marco de la produccién
cerealera.

El uso de pesticidas trajo aparejados serios problemas, como el efecto
sobre organismos no blanco (organismos benéficos, el hombre), el
resurgimiento o la emergencia de otras plagas secundarias, el elevado costo
tanto de los ingredientes activos como de la aplicacion y el desarrollo de
resistencia a los pesticidas por la plaga blanco (Ekstrom & Ekbom, 2011).
Futuros aumentos en la produccién de alimentos se basan, entre otras cosas,
en el desarrollo de un manejo integrado de la plaga y no centrado en el control
quimico, que represente menor costo y mayor sustentabilidad (Stout, 2013).

Por ultimo, el control biolégico como alternativa para el manejo de esta
plaga se fundamenta en que los pulgones poseen numerosos enemigos

naturales entomodfagos (predadores y parasitoides) y entomopatdégenos
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(hongos) que ejercen fuerte presion en mantener las poblaciones por debajo de

los umbrales de dafo (Imwinkelried et al., 2004).

Genética de la tolerancia/ resistencia al pulgdn ruso

La interaccidn entre el cultivo de trigo (Triticum aestivum) y el pulgon
ruso es objeto de numerosas investigaciones. Castro et al. (2001) han indicado
que los mayores niveles de antibiosis a D. noxia y a S. graminum en trigo son
atribuidos a diferentes cromosomas de trigo ‘Synthetic’, sugiriendo que algunos
genes independientes podrian estar involucrados en la antibiosis. Los enfoques
actuales se basan principalmente en el estudio de la identificacion de los genes
de resistencia al pugén en el trigo (Botha et al., 2014).

El nivel de respuesta frente a la infestacion del pulgdn ruso varia en
diferentes cultivares de trigo, segun el fondo genético en el que se introduce un
determinado gen de resistencia (Dn, gen de resistencia a Diuraphis noxia),
quedando asi condicionada la efectividad de la respuesta de resistencia (Botha
et al, 2005). Actualmente, la resistencia genética es el medio mas efectivo y
econdmico para el control del pulgdn ruso, siendo una de sus principales
ventajas la posibilidad de pirimidalizar dos 0 mas genes en un mismo material.
Solo aquellas plantas que contengan varios genes de resistencia seran
capaces de responder ante la apariciéon de nuevos biotipos (Anderson et al.,
2003), si bien por el momento no se han detectado en el pais (Dughetti, 2012).

Once genes Dn (Dn1- Dn9, Dnx y Dny) fueron descriptos por conferir
resistencia al pulgdén ruso de trigo. Se hipotetiza que estos funcionan como
genes de resistencia codificando proteinas especificas que reconocen
efectores, los cuales inician cascadas de sefializacidn que resultan en una
respuesta defensiva (Flor, 1971; Lacock et al., 2003; Botha et al., 2005; Lapitan
et al., 2007). La identificaciéon de genes candidatos de resistencia a los afidos
apoyan la idea de que la interaccion planta- afido es gen a gen (Smith & Boyko,
2006). Sin embargo, la amplia variedad de secuencias identificadas en plantas
producto de la induccion por parte de los afidos, sugiere que mas de un
mecanismo esta involucrado en el reconocimiento del dafio en plantas

resistentes (Botha et al., 2014). El hecho de que ninguno de estos genes haya
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sido clonado, ademas de que resultaran contradictorios o poco concluyentes
los esfuerzos de mapeo realizados (Botha et al., 2014), permite suponer que la
resistencia a afidos es un tema complejo y aun no abarcado en su totalidad.

Sin embargo, aun en aquellas interacciones compatibles en las que los
genes R estan ausentes y los afidos son capaces de colonizar al hospedante,
las plantas despliegan sus defensas en pos de reducir la magnitud de la
infestacién. Estas defensas presentes aun en los sistemas compatibles,
constituidos por plantas susceptibles, se describen como resistencia basal.
Tanto la resistencia basal como aquella mediada por los genes R involucran la
sefalizacion hormonal y la reprogramacion transcripcional, ambos mecanismos
superpuestos a menudo en pos de contribuir con ambas formas de defensa
(Navarro et al., 2004; Wu et al., 2014).

Estudios previos en trigo y cebada habian indicado que los genes R de
resistencia a afidos se ubican en los grupos homeodlogos 1 y 7 en la tribu
Triticeas (Ma et al., 1998; Myburg et al., 1998; Venter & Botha, 2000; Liu et al.,
2001; Miller et al., 2001). Asi, se ha mapeado en trigo el gen de resistencia
Dn7, localizado originalmente en el cromosoma 1R de centeno y transferido a
trigo en la translocacién 1B/1R (Anderson et al., 2003). Durante muchos afos
se utilizaron las translocaciones de centeno, con el objetivo de incrementar en
el genoma del trigo la resistencia a varios patégenos e insectos, mejorar su
adaptabilidad a distintos ambientes e incrementar el rendimiento del cultivo
(Mater et al., 2004). En este sentido, la translocacion trigo-centeno 1AS/1RS
encontrada originalmente en el cultivar de trigo ‘Amigo’ (Sebesta et al., 1994),
porta genes de resistencia a los biotipos B y C del pulgdn verde de los
cereales, al oidio (Pm17)y a la roya del tallo (SrR) (Mater et al., 2004). A pesar
de las numerosas e interesantes ventajas agronémicas observadas, ciertos
efectos detrimentales en cuanto a la calidad panadera del trigo se han
incorporado en forma simultanea (Graybosch et al., 1993; McKendry et al.,
1996; Graybosch, 2001). Este efecto deletéreo se encuentra muy asociado con
la translocacion 1BL/1RS, mientras que se encuentra atenuado en 1AL/1RS
(Graybosch et al., 1993; Kumlay et al., 2003). No obstante, varios genes de
interés aun no transferidos al trigo estan disponibles en el genoma del centeno
(Saulescu et al., 2011).
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En la Argentina, aquellos cultivares de trigo que portan genes de
resistencia al pulgon ruso pero que han sido mejorados en otros paises,
pueden comportarse como susceptibles, debido a que la interaccion del
ambiente con el afido origina poblaciones del pulgdn ruso caracteristicas de
cada regién. Por ende, los resultados obtenidos en lineas extranjeras no son
extrapolables a las variedades locales (Ricci et al., 2012), lo cual refuerza la
idea de que estudios locales aportan mayor precision para el manejo de la
plaga.

En trigo, se han mapeado dos QTL de antixenosis en lineas infestadas
con pulgdén verde de los cereales y con pulgén ruso, ambos asociados al
cromosoma 6A (Castro et al., 2005). En cuanto a la tolerancia al pulgén ruso,
se mapearon siete QTL para el contenido de clorcfila, el peso seco aéreo, el
numero total de hojas y el numero de hojas expandidas, ubicados ellos en los
cromosomas 3AL, 3BS, 4DS, 5DS y 7AL de trigo (Ricciardi et al., 2010). Todos
ellos podrian ser transferidos a los cultivares de trigo para acrecentar la base
genética de defensa contra los afidos.

Con el propdsito de conocer el comportamiento ante la accion del pulgén
ruso de dos lineas de trigo y las plantas F4 y F, descendientes de aquellas, se
intenté conocer si debido a la accion del pulgon, se vieron afectados
diferencialmente los parametros de crecimiento de dichas plantas. Por lo tanto,
el objetivo del presente capitulo consistié en evidenciar la influencia de un
insecto inductor de las defensas vegetales, el pulgdn ruso del trigo, mediante la
determinacién de parametros fisioldgicos del crecimiento de una poblacion de
trigo originada a partir del cruzamiento de dos lineas (M y P).

Materiales y métodos

Material vegetal. La evaluacién de la tolerancia al pulgdn ruso se realizé en las

lineas recombinantes progenitoras madre (M) y padre (P), 106 plantas F,
obtenidas del cruzamiento dirigido entre ambos progenitores y 27 plantas F;
producto de la autofecundacion de las anteriores. A modo de referencia, se
utilizé también la linea Synthetic por ser una de las lineas utilizadas para la

obtencién de las recombinantes progenitoras de la poblacién en estudio.
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Se realizd una seleccion sobre la totalidad de las plantas pertenecientes
a la generacion F, que consistié en incluir en este estudio a aquellas plantas
que habian representado a las clases de mejor y peor comportamiento ante la
aspersion externa con etileno, en el estado de coleoptilo (Capitulo 3 de la
presente tesis).

De las 27 plantas F, seleccionadas, se extrajeron macollos con el
objetivo de obtener repeticiones de plantas infestadas y controles a partir de
idéntico genotipo. El procedimiento consistio en la separacion manual de los
macollos a partir del tallo principal cuando estos tenian entre 3 y 4 hojas,
estadio en el que los macollos de trigo logran una capacidad de abastecimiento
individual. En todo momento la manipulacién fue realizada con la precaucion de
no danar excesivamente al tejido vegetal y comprobando que cada macollo
portara consigo una raiz proveniente del tallo principal. Se lograron establecer
cuatro macollos por genotipo, de los cuales dos fueron infestados y dos se
reservaron como testigos. Los macollos fueron plantados en bandejas de
plastico de 70 x 50 x 8 cm sobre un sustrato de tierra fértil. Asi se obtuvieron 2
repeticiones por genotipo y tratamiento, maximo que se logré obtener dado que

se estudio cada genotipo en forma independiente.

Los afidos. Se utilizé una poblacidén de pulgones colectada entre los afios 2004
y 2008 en regiones humedas (Buenos Aires, Santa Fe) y subhumedas
(Coérdoba, La Pampa, Mendoza, Neuquén) de Argentina por la Dra. Castro y
colaboradores. Los pulgones fueron criados sobre cebada susceptible cv
‘Malteria Eda’ sembradas en macetas plasticas de 1 L de capacidad y cubiertas
por capuchones plasticos con ventilacion de voile (Figura 3). Se trabajé en el
insectario perteneciente a la catedra de Genética (Facultad Ciencias Agrarias y
Forestales, UNLP) en condiciones controladas de temperatura e iluminacion
(20° C £ 2° Cy 16:8 h de luz: oscuridad).
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Figura 3. Macetas de cria de los afidos sobre cebada susceptible
Para la evaluacion de la tolerancia de las lineas de trigo, las plantas en
segunda hoja expandida se infestaron mediante la colocacion de 7 pulgones

rusos adultos sobre cada una de ellas, con la ayuda de un pincel.

Determinaciones realizadas

1- indice de verdor: se determiné a través del medidor de clorofila Spad-502
(Minolta Camera Co.). La fundamentacién del método se basa en la
directa relacion que existe entre las lecturas del indice de verdor y el
contenido de clorofila y, entre ambos y la cantidad de nitrégeno en la
hoja (Schepers et al., 1992). Se midi6é en la primera hoja completamente
expandida de cada planta luego de 48 h de la infestacion con los afidos.
La determinacion se realizo en tres localizaciones (cerca de la base, en
el medio y en el apice de la hoja), valores que fueron promediados para
el analisis estadistico. Al ser esta metodologia de caracter no
destructivo, pudieron realizarse las determinaciones subsiguientes sobre
las mismas plantas. El contenido de clorofila se realizé en las plantas

pertenecientes a las lineas M, P, F1 y Fa.

2- Tasa de crecimiento. El crecimiento se cuantific6 mediante la
determinacion de la altura de cada planta (en mm), desde la base o nivel
de plantacién hasta el extremo de la hoja de mayor longitud, con la
ayuda de una regla. La tasa de crecimiento (Alt; - Alt;)) resulté del valor
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absoluto de la diferencia entre la altura inicial (Alt), inmediatamente
antes de la infestacion con pulgones, y la altura final (Alt)) a las 48 h de
la infestacién. Se midi6 en las lineas M, P y F;.

Estriado. Consistid en la evaluacion visual del estriado en la primera hoja
expandida, dafio tipico provocado por el pulgdn ruso. Se utilizd una
escala de 1 a 6, donde 1 corresponde a la ausencia de estriado y 6 al
maximo estriado. Se midi6 en plantas F4, a las 48 h luego de la

infestacion (Figura 4).

2 :'.M; 2 , :

Figura 4. Detalle del estriado ocasionado por el pulgon ruso

Enrollamiento. De igual manera, la evaluacion de enrollamiento de la
primera hoja expandida se relacion6 directamente con el dafio causado
por el pulgdn ruso. Se definid mediante una escala de 1 a 6, donde un
valor de 1 se asigné a plantas cuya primera hoja carecia de
enrollamiento y 6 cuando este fue completo. Se midi6 en F4, a las 48 h

post infestacién (Figura 5).

Figura 5. Detalle del enrollamiento causado por el pulgdn ruso

Foto adaptada, Dr. Edgar Schliephake (Julius Kuehn Institute, Germany)

107



Tesis doctoral M. Silvia Tacaliti CAPITULO 4. Tolerancia al pulgén ruso

Tanto para el estriado como para el enrollamiento, se utilizé una escala
que varia entre 1 y 6 (Du Toit, 1987; Robinson, 1994) que contempla una
evaluacion integral de los dafios observados sobre una planta infestada (Tabla

1),

Tabla 1. Evaluacion del daio provocado por el pulgdn ruso sobre plantas

infestadas
Valor Dario observado Clasificacion
1 Sin dafo aparente Resistente
2 Estriado clorético en pocas hojas Resistente

Estriado clorético en varias hojas,
3 Intermedia
minimo enrollamiento de las hojas

Estriado clorético severo,
4 Intermedia
enrollamiento evidente de las hojas

Estriado, enrollamiento severo de las hojas, _
5 _ Susceptible
necrosis

6 Severa necrosis, muerte inminente Susceptible

(Robinson, 1994)

5- Area foliar. Se determiné con un medidor Area Meter LI-3100 y sus

valores se expresaron en cm?. El area foliar se cuantificé en plantas F.

6- Pesos fresco y seco. Se midieron con una balanza de precisiéon Mettler
Toledo modelo PB303-S y se expresaron en miligramos (mg). El peso
fresco se evalud al cosechar las plantas, luego el material se llevo a
estufa (60°C) para determinar el peso seco. Ambas determinaciones se

realizaron en plantas F».

Analisis estadistico. Se utilizé el programa Statistica (StatSoft Inc, 2005) para

realizar el andlisis de la varianza, y luego la prueba LSD de Fisher (LSD, least

significant differences, diferencias minimas significativas) cuando las
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diferencias encontradas fueron significativas. Los valores obtenidos en las
determinaciones fueron transformados por la raiz cuadrada a fin de
homogeneizar la varianza del error, aunque para una mejor visualizacién de los
resultados en los graficos se presentan las variables no transformadas.

En la totalidad de los datos presentados se cumplieron los supuestos de
aleatoriedad, normalidad y homocedasticidad requeridos por el modelo. Los
valores del estriado y del enrollamiento de las hojas se analizaron mediante el
test de t (Student) debido a que solo se contdé con datos de plantas infestadas,

no habiendo testigos para estas determinaciones.

Resultados

1- Contenido de clorofila (indice de verdor)

El andlisis de varianza para el contenido de clorofila (unidades SPAD) en
las lineas progenitoras (M y P), F1 y F2 infestadas con pulgones mostré

diferencias altamente significativas entre los genotipos estudiados (Tabla 2).

Tabla 2. ANOVA del contenido de clorofila (unidades SPAD) en las lineas
Synthetic, M, P, F1y F»

Fuente de variacion CM F
Genotipos 642,67 39,319**
Error 16,34

CM: cuadrado medio; **: diferencias altamente significativas (p < 0,001)

Mediante la prueba de LSD se pudo observar que no existen diferencias
entre ambos progenitores, aunque si entre la F1 y la F,, siendo todos ellos
diferentes al progenitor donante Synthetic (Syn), el cual mostré el de mayor

contenido de clorofila (Tabla 3).
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Tabla 3. Contraste mediante el test de LSD para el contenido de clorofila
(unidades SPAD)
Genotipo SPAD medio £ DE

F2 22,82+1,48 a
F4 2576 +13b
M 29,01+£275b
P 2961+3,21b
Syn 42,35+2,06 c

DE: desvio estandar. Grupos homogéneos, a =0,05.

La misma letra indica similitud.

La distribucion de los valores medidos de SPAD de cada una de las
generaciones estudiadas permite apreciar que estos disminuyen a medida que
avanzan las generaciones. Se destaca el mayor valor de SPAD de la linea Syn
respecto de todos los demas genotipos analizados (Figura 6).

50

45

40

35

SPADf

30

25

20

F1 M P F2 Syn
Genotipo

Figura 6. Distribucién del contenido medio de clorofila (unidades SPAD) por

genotipo

2- Tasa de crecimiento

El analisis de la varianza de la tasa de crecimiento en las lineas M, P y
F1 permitid observar que existen diferencias altamente significativas entre ellas
(Tabla 4).
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Tabla 4. ANOVA de la tasa de crecimiento en las lineas progenitoras y la F4

CM
109,323 **

Fuente de variacion

19,89

Genotipos

5,494
**: diferencias altamente significativas (p < 0,001)

Error

CM: cuadrado medio;

Mediante el contraste de diferencias minimas significativas (LSD) se

establecié que las lineas M y P mostraron tasas de crecimiento similares y

obtenida a partir del cruzamiento de

)

F1
aquellas. El efecto del pulgon ruso sobre el crecimiento se observo en la Fq a

mayores respecto de la primera filial (

través de una marcada disminucion de la tasa de crecimiento en las plantas de

dicha generacion (Tabla 5, Figura 7).

Tabla 5. Contraste mediante el test de LSD para la tasa de crecimiento

Tasa de crecimiento media + DE

Genotipo

9,96 +2,86 a

10,24 + 2,44 a

595+234b

Fi
DE: desvio estandar. Grupos homogéneos, a

0,05.

La misma letra indica similitud
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Figura 7. Distribuciéon de la tasa de crecimiento en las plantas F4

respecto de My P.
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3- Estriado y enrollamiento
Analizando mediante el test de t (Student) el estriado y el enrollamiento

de las hojas en plantas F4, principales dafios causados por el pulgén ruso, se
encontraron diferencias significativas para ambas mediciones por efecto del

insecto (Tabla 6).

Tabla 6. Test de t para el estriado y enrollamiento de las hojas en plantas F

Determinacion Media + DE t p
Estriado 0,948 £ 0,24 40,58 0,001
Enrollamiento 1,279 +0,15 89,97 0,001

DE: desvio estandar. Diferencias significativas a un nivel de p < 0,05.

Se indican los valores normalizados de la media

En el caso del estriado, el valor de 4 fue el mas frecuente y 6 el maximo
valor encontrado a las 48 h desde la infestacion con pulgdn ruso (Figura 8). Por
lo tanto, un valor medio de 4 en la escala de evaluacion al dafio provocado por
el pulgon ruso indica un grado intermedio de resistencia hallado, en promedio,

en las plantas F4.

Intermedias
60
7]
‘E 40
%’_ 1 Resistente Susceptibles 7
% 20
-29 0 | mm l I | | L
1 2 3 4 5 6
Grado de estriado

Figura 8. Distribucién del estriado en las hojas de las F infestadas con pulgén

ruso, segun una escala preestablecida (1: sin estriado; 6: maximo estriado)

En la escala del enrollamiento, la mayoria de las plantas F4 mostré un
valor de 2, lo que corresponde con la categoria de plantas resistentes a pulgdn

ruso. Un grupo de cuatro plantas evidenciaron un comportamiento intermedio,
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con valores de 3 en la escala utilizada (Figura 9). Aunque el enrollamiento se
midié con valores entre 1 y 6, no se observaron plantas que tuvieran valores

mayores a 3 en esta escala.
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Figura 9. Distribucién del enrollamiento en las hojas de las F4 infestadas con

pulgdn ruso

Mediante las correlaciones entre la totalidad de las determinaciones
realizadas en plantas F4 se observd que el contenido de clorofila medido en
unidades SPAD estuvo significativamente correlacionado con la tasa de
crecimiento, con el estriado y con el enrollamiento de las hojas causados por la
accion del pulgdén ruso (Tabla 7). Sin embargo, aunque significativas, estas

correlaciones fueron de baja magnitud.

Tabla 7. Correlacion entre las determinaciones realizadas en plantas F4

SPAD; Estriado  Enrollamiento
Altf - Alti 0,27 ** -,0315 0,1038 ns
SPADs¢ 0,2671 ** 0,2334 *
Estriado 0,1573 ns

*: diferencias significativas a un nivel de p < 0,05
**. diferencias altamente significativas (p < 0,001)
ns: diferencias no significativas

4- Area foliar, peso fresco y peso seco

En las determinaciones del area foliar, el peso fresco y el peso _seco

realizadas en plantas F2, sélo se encontraron diferencias significativas para el
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peso fresco. En cambio, en el caso del area foliar y del peso seco, sus

diferencias no fueron significativas (Tabla 8).

Tabla 8. ANOVA de las determinaciones de area foliar, peso fresco y peso seco

en plantas F;

Fuente de Area foliar Peso fresco Peso seco
variacion CM F p CM F p CM F P
Genotipos | 155,18 1,781 ns 0,188| 0,8822 5,77* 0,0198| 0,1855 2,426ns 0,125

Error 87,11 0,1529 0,0765

*. diferencias significativas (p < 0,05); ns: diferencias no significativas

Analizando el peso fresco de este grupo de plantas F,, el contraste de
Fisher de diferencias minimas significativas (LSD) mostr6 dos grupos
independientes de plantas, aquellas tratadas con pulgdén por un lado y sus
respectivos testigos, por el otro (Tabla 9). La distribucién de los pesos frescos
de plantas F; testigo e infestadas con pulgdn puede observarse en la figura 10.

Tabla 9. Contraste mediante el test de LSD para el peso fresco

Genotipo Peso fresco medio + DE
Testigo 1,83+0,19 a
Pulgdn ruso 2,39+£0,27b

DE: desvio estandar; Grupos homogéneos, a = 0,05.
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Figura 10. Distribucién de las plantas F; segun su peso fresco.
Las flechas indican el valor medio y las barras horizontales, los desvios
estandar. T indica peso fresco promedio de las plantas testigo. PR indica peso

fresco promedio de las plantas infestadas con pulgon ruso.

Discusion

Existe suficiente evidencia como para afirmar que las plantas y los
insectos han co-evolucionado (Ehrlich & Raven, 1964; Agrawal, 2007). La
estrecha asociacion planta- insecto se fundamenta en los beneficios que
ambos organismos obtienen, sirviendo las plantas de refugio para la
alimentacion y oviposicion, mientras que los insectos colaboran con la defensa
y polinizacion de aquellas (Panda & Khush, 1995). Por otro lado, esta dinamica
relacion esta lejos de ser equilibrada y armonica, sino que esta sujeta a
continuos cambios. En este sentido, las plantas han desarrollado mecanismos
de proteccion contra la herbivoria, mientras que los insectos han logrado evitar
los efectos negativos, consecuencia de aquellos (Agrawal, 2007).

Segun sea el grado de infestaciéon, el dafio puede tornarse
extremadamente grave para una planta e inclusive causar su muerte. Se
conoce que varios herbivoros crecen mas lentamente o que disminuyen su

preferencia por plantas que se encuentran danadas, a diferencia de lo que
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ocurre en aquellas no afectadas (Agrawal et al., 2002) en las que sus defensas
no fueron previamente inducidas. Ademas, una planta que fue previamente
infestada con un insecto permanece en estado de alerta y activa con mayor
celeridad y mas exitosamente su sistema de defensas ante una nueva situaciéon
de estrés bidtico o abidtico (Goellner & Conrath, 2008). Este mecanismo,
denominado ‘priming’, esta conservado en monocotiledéneas (Conrath et al.,
2006). Inclusive las plantas son capaces de heredar de sus progenitores la
capacidad de tolerar el estrés, mediante la induccion de epialelos alternativos
(Mirouze & Paszkowski, 2011) que modifican la expresién génica y las
caracteristicas fenotipicas de los individuos (Pecinka & Mittelsten Scheid,
2012).

Analizando lineas de sustitucion de la totalidad de los cromosomas del
trigo, Castro et al. (2005) postularon que el cromosoma 6A porta genes
relacionados con las defensas constitutivas que afectan a la fotosintesis v,
consecuentemente, reducen la biomasa aérea de las plantas. En
consecuencia, este genotipo se vuelve menos atractivo para la alimentacion del
pulgdn verde (Schizaphis graminum) o directamente se induce su repelencia.
Salas (1991) concluy6 que las plantas de cebada infestadas con pulgdn ruso y
Rophalosiphum padi presentaron valores menores del contenido de clorofila, de
intercambio de CO, y potencial hidrico, respecto de las no infestadas.
Golawska et al. (2010), registraron la pérdida de clorofila a y b, en unidades
SPAD, ocurrida en plantas leguminosas infestadas con el pulgon Acyrthosiphon
pisum. En la poblacion analizada en el presente capitulo se observaron
diferencias significativas entre las lineas progenitoras, las filiales F{ y Fj,
resultados similares a los encontrados en cebada (Tocho et al., 2012), donde el
contenido de clorofila resultd ser uno de los parametros mas afectados por la
infestacion. Las lineas progenitoras M y P y las plantas correpondientes a la F4
se comportaron de forma similar, agrupandose segun sus diferencias minimas
significativas. En la siguiente generacion (F2) se observo la disminucién en el
contenido de clorofila, encontrandose valores medios menores a los de sus
progenitores. Al tratarse el contenido de clorofila de un caracter cuantitativo,
era esperable la manifestacion de la herencia transgresiva del caracter, en

sentido negativo en este caso. De todos modos, la inclusién de pocos
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individuos F; relativiza lo que se pueda concluir a partir de datos obtenidos en
esta segunda filial.

Resulta interesante destacar que una elevada proporcién de plantas que
habia sido caracterizada como susceptible ante la infestacién con pulgon,
evidencio un lento crecimiento y aun murié al poco tiempo de ser transplantada
a suelo, sin dejar descendencia. Aunque en un primer momento este fendmeno
parecidé azaroso y/o debido al estrés post-transplante, la reiterada muerte de
plantas ocurrida con mayor frecuencia en la generacién F, podria deberse a la
manifestacion en homocigosis de alelos letales enmascarados en las
generaciones parentales (Rick & Smith, 1953), o deberse a la presencia de la
seleccién de un caracter umbral, por debajo del cual la vida de los genotipos
mas sensibles no seria posible.

Rick & Smith (1953) propusieron tres posibles explicaciones para la

existencia de vigor hibrido interespecifico: (1)- mutacién de novo inducida por el

cruzamiento amplio en si mismo, (2)- interaccion de los genes provenientes de

ambas especies progenitoras, (3)- desenmascaramiento de alelos recesivos

que se encuentran en estado de heterocigosis normalmente presentes en
especies silvestres. Si bien los padres utilizados en este trabajo son
completamente homocigotas, habiendo variacidn genética s6lo en un pequefio
fragmento del cromosoma 6AS comprendido entre los microsatélites Xgwm459
y Xgwm334a, las tres explicaciones detalladas serian factibles para la
poblacion de plantas estudiadas.

En lo que respecta al crecimiento de las plantas en condiciones de
infestacion, se observaron tasas de crecimiento similares entre ambos padres y
un menor valor medio en la generacion Fy. Se deduce que la herencia de este
parametro también fue transgresiva en sentido negativo, presentando valores
menores respecto de las lineas My P.

La herencia transgresiva observada para el contenido de clorofila y la
tasa de crecimiento podria explicarse por nuevas combinaciones alélicas que
produjeron otros fenotipos, los cuales excedieron el rango de los progenitores,
habiendo presentado valores menores respecto de ellos para ambas

determinaciones.
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Debido a que los parametros en los que se basa la seleccion de
materiales tolerantes son la persistencia de la clorofila y el mantenimiento del
crecimiento en términos de peso seco y area foliar (Voothuluru et al., 2006), se
buscd alguna asociacion entre ellos. Asi, algunas plantas mostraron valores
mayores o0 menores tanto en el contenido de clorofila como en la tasa de
crecimiento, respecto de la media. Sin embargo, en la Fy se observd una
correlacidon baja significativa entre el contenido de clorofila, con el estriado y
con el enrollamiento de las hojas, lo que puede dar cuenta de que la asociaciéon
lineal entre estas variables es baja.

El dafo causado por el pulgon ruso en el tejido foliar puede deberse a la
completa destruccion fisiolégica de las células, acompafiada de una rapida
disminucién de la presion y del sellado de los vasos xilematicos, como asi
también la lesion de las células acompafantes del floema generada por
algunos componentes presentes en la saliva (Saheed et al., 2007). En el
presente trabajo, la evaluacion del grado de estriado y enrollamiento observado
en las hojas de las plantas F4 mostré diferencias significativas entre ellas como
consecuencia del dafo ocasionado por el pulgdén ruso. Por lo tanto, estos
sintomas estarian indicando que la accion del insecto puede producir el
aislamiento apoplastico y simplastico del xilema y del floema. En consecuencia,
puede suponerse un intercambio nutricional limitado desde estos tejidos hacia
las células adyacentes, lo cual provocaria estrias y enrollado de las hojas por la
accioén del afido.

Por otro lado, el menor plegado de las hojas sobre si mismas se
convierte en una barrera para la infestacion de los afidos al permitir su efectivo
control biolégico y quimico. Ademas, las plantas que no enrollan sus hojas ante
la infestacion no sufren mermas en su nivel fotosintético, como tampoco en su
crecimiento (Voothuluru et al., 2006). En consecuencia, la seleccién de
aquellas plantas que mantienen sus hojas planas, en lugar de enrolladas por la
acciéon del pulgon, seria ventajosa en pos de buscar una Optima arquitectura
del canopeo que dificulte el establecimiento del pulgdn.

En lineas de sustitucion de trigo (Castro et al., 2007), se establecié que
los menores pesos obtenidos en las plantas pertenecientes a la linea 6A,

infestadas con pulgdn verde, pueden deberse al elevado costo de la sintesis

118



Tesis doctoral M. Silvia Tacaliti CAPITULO 4. Tolerancia al pulgén ruso

constitutiva de metabolitos secundarios (Martin et al., 2003), reasignando
recursos destinados al crecimiento y produccidn de las plantas para hacer
frente al dafio provocado por un insecto (Cipollini, 2002). Esto podria explicar
las diferencias significativas encontradas en el peso fresco de las plantas F;
evaluadas.

La clasificacion de las plantas F1 como de resistencia intermedia (grado
4) segun su valor medio de estriado y como resistentes (grado 2) segun su
grado de enrollamiento, debe ser considerada relativa debido al corto tiempo de
infestacion al que fueron sometidas dichas plantas para su evaluacion. Para
caracterizar a las plantas por su grado de resistencia, debieron evaluarse a lo
largo de un mayor periodo de infestacion. De igual manera, esta pudo haber
sido la causa de la baja correlacidn encontrada entre el contenido de clorofila,

la tasa de crecimiento y los dafos visuales de estriado y enrollamiento.

Conclusiones

- El indice de verdor, y por ende el contenido de clorofila medido en unidades
SPAD, disminuy6 en la segunda filial (F2), mostrando valores menores respecto
de las lineas M, P y la F4. Por lo tanto, puede afirmarse que hubo herencia
transgresiva del contenido de clorofila.

- Al ser infestadas con pulgon ruso, las plantas F; reflejaron el efecto del estrés
bidtico a través del aumento en el peso fresco. Sin embargo, el peso seco y el
area foliar no mostraron esas diferencias en plantas F, infestadas respecto de

las testigos.
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Introduccidon

Una planta sometida a un estimulo activa un amplio espectro de
respuestas mediante varias rutas metabdlicas de sefializacion, conformadas
por intrincadas redes con frecuentes intercepciones o interferencias (Anderson
et al., 2004). Esto conlleva a la produccién de proteinas cuyos roles se
relacionan con el alivio de los efectos dafinos del estrés (Anderson et al.,
2004). El reconocimiento de una situacion de estrés induce cascadas de
sefalizacion que activan canales ionicos, kinasas, la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ERO) y la acumulacién de hormonas tales como acido
salicilico (AS), etileno (ET), acido jasmoénico (AJ) y acido abscisico (ABA)
(Fujita et al., 2006). Estas sefales inducen la expresion de genes de defensa
especificos y, por ende, establecen reacciones de defensa mediante
mecanismos sinérgicos o antagonicos (Lee & Choi, 2013). La interconexion
existente entre las diversas rutas metabdlicas especificas de cada hormona,
permiten suponer la complejidad de los sistemas de defensas. El término
‘crosstalk’ define esta idea como la influencia de una via metabdlica sobre otra
u otras (Kuppusamy et al, 2009). Esta interaccion entre hormonas se
caracteriza por ser compleja en cuanto a la biosintesis, por implicar numerosos
compuestos intermediarios y por la amplitud en la gama de respuestas
pleiotrépicas elicitadas a través de sofisticados mecanismos moleculares
(Kumar, 2013).

Existe amplia evidencia de que las vias metabdlicas de defensa
mediadas por el AS, el AJ y el ET son mutuamente afectadas, en sentido
positivo o negativo. La interconexién entre ellas provee a las plantas de un
importante potencial regulatorio para activar multiples mecanismos de
resistencia, otorgando prioridad a una via de defensa por sobre otra con la
finalidad de enfrentar al agente invasor en cuestion (Pieterse et al., 2001).

Es ampliamente aceptado que las plantas son capaces de reconocer y
responder a los distintos estimulos bidticos y abidticos provenientes del medio
ambiente, como asi también que manifiestan una serie de respuestas
generalistas o especificas ante una amplia variedad de agentes patégenos y de
herbivoros. Dichas respuestas se manifiestan a nivel biolégico, molecular y
bioquimico (Walling, 2000; Pandey et al., 2008; Bari & Jones, 2009; Schmelz et
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al., 2009). Ademas, los cambios morfolégicos y quimicos que ocurren en la
planta como consecuencia de las condiciones nutricionales o de luminosidad
existentes en el medio, estan generalmente asociados a cambios en la
expresion génica (Moreno et al., 2009). Estudios transcriptémicos han logrado
identificar genes y procesos involucrados en el control de las respuestas en las
plantas ante multiples estreses bidticos y abidticos, asi como establecer
objetivos para la mejora de la tolerancia al estrés. En plantas de pimienta
inducidas mediante aplicaciones exdégenas de ABA, ET, AJ y AS, se
identificaron cientos de genes regulados por cada una de estas hormonas,
aunque soélo un numero reducido de estos fue regulado en forma coordinada
por mas de una de ellas. Asi, se deduce que no existe un unico regulén
operando ante la aplicacion exdgena de las cuatro fitohormonas (Lee & Choi,
2013).

Desde hace mas de veinte afios que se sabe que el AS, el ET y el AJ
constituyen moléculas de sefalizacion, implicadas en los mecanismos de
regulacion de las respuestas primarias de resistencia (Dong, 1998; Reymond &
Farmer, 1998; Bostock, 1999; Glazebrook, 1999; Maleck & Dietrich, 1999;
Pieterse & Van Loon, 1999; Feys & Parker, 2000; Glazebrook, 2005). Estudios
genéticos y moleculares con mutantes y plantas transgénicas alteradas en su
resistencia a patégenos o insectos, revelaron que dichos compuestos cumplen
un rol fundamental en las defensas de las plantas (Pieterse et al., 2001). En
numerosos casos, la infeccién por parte de un microorganismo patégeno o el
ataque de un insecto esta asociada a la producciéon de estas fitohormonas, con
la consiguiente activacion de distintos sets de genes de defensa (Maleck et al.,
2000; Reymond et al., 2000; Schenk et al., 2000). Ademas, las aplicaciones
exdgenas de estos compuestos intensifican los niveles de resistencia (Pieterse
et al., 2001), al activar genes de defensa con antelacion al estrés.

A pesar de que se sabe que las moléculas de senalizacion interactuan
mediante la modulacion de sus diferentes vias metabdlicas (Pieterse et al.,
2001), no es completamente conocido el mecanismo por medio del cual las
plantas integran las sefiales generadas por los diversos inductores de
resistencia en las respuestas especificas de defensa. Asi, las defensas
dependientes del AS se activan mayoritariamente en respuesta a organismos

patogenos biotréficos y aquellas dependientes del AJ y del ET hacen lo propio
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ante la accion de insectos necrotréficos y herbivoros (Reymond & Farmer,
1998; Pieterse & Van Loon, 1999; Kessler & Baldwin, 2002; Glazebrook, 2005;
Van Loon et al., 2006). Mediante las rutas del AJ/ ET se inducen defensas
directas que derivan en la produccion de volatiles atrayentes de predatores y
parasitoides de los herbivoros (Kessler & Baldwin, 2002).

Esta demostrado que estreses bioticos y abidticos influyen activando
elementos transponibles en las plantas en general (Mansour, 2007) y en el trigo
en particular (Hirochika, 1995). Esto es de especial relevancia dado que la zona
del cromosoma 6A de trigo objeto de esta tesis se ubica préximo a la zona
telomérica, regidn que se caracteriza por ser muy rica en transposones (Devos
et al., 2005).

La forma en que las plantas logren reconocer y responder ante los
cambios suscitados en el medio ambiente, influira en su habilidad competitiva
en un ecosistema dado y redundara en una importante consecuencia
adaptativa de la especie en cuestion (Broz et al., 2010). A lo largo de la
evolucion, las plantas han logrado reunir la informacion recogida de las
intrincadas redes de sefalizacion activadas por la accion de los herbivoros, los
organismos patogenos y por los agentes abioticos propios de su ambiente,
para intentar repartir sus limitados recursos con discrecion (Browse, 2009). Por
lo tanto, la interconexién entre las vias metabdlicas dependientes del AJ, del
ET y del AS podria constituirse en un sistema regulatorio potencial, por medio
del cual se activarian en la planta una via por sobre alguna otra, segun cual
fuera el organismo invasor (Pieterse et al., 2001; Koornneef & Pieterse, 2008).
En consecuencia, esta interaccion ayudaria a las plantas a minimizar el costo
energético involucrado en su defensa y a flexibilizar sus redes de sefializacién,
redundando en el ajuste final de los sistemas de defensa implicados (Pieterse
et al., 2001; Bostock, 2005).

Mediante varios estudios realizados con mutantes de Arabidopsis, se
demostré ampliamente que el AJ contribuye a incrementar la resistencia basal
de la planta contra diferentes microorganismos patdgenos (Pieterse et al.,
2001; Thomma et al.,, 1998; Norman-Setterblad et al., 2000). Ademas, se
conoce que esta fitohormona cumple un importante rol de defensa primaria

ante el ataque de insectos herbivoros (Browse, 2009).
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El MeJA actua como inductor bajo condiciones de estrés biotico (De Vos
et al., 2005; Hermsmeier et al., 2001). Mediante una combinacion de factores
desencadenantes de estreés, tales como la proximidad de las plantas vecinas o
la accidon de herbivoros especialistas, se ha estudiado el efecto de la aplicacion
del metil- jasmonato (MeJA) como inductor de defensas, simulando la accién
de un insecto herbivoro sobre plantas de una maleza exoética Centaurea
maculosa (Broz et al., 2010). Se comprob6é que el MeJA es un compuesto
volatil capaz de alertar a las plantas vecinas sobre la presencia de herbivoros,
ademas de incrementar la produccion de compuestos de defensa relacionados
(Baldwin et al., 2002; Karban et al., 2006). Estudios recientes han avanzado en
la comprension de las funciones del regulador transcripcional MYC2, que
cumple un rol central en las rutas de sefializacion propias del AJ, mediando en
la integracion de varias sefiales enddgenas y exdgenas relativas al crecimiento
y desarrollo de las plantas (Kazan & Manners, 2013).

Por otro lado, se conoce que el ABA cumple importantes roles en varios
aspectos relativos al desarrollo de una planta, en la regulacién de la apertura
estomatica y en la iniciacidon de las respuestas adaptativas a varias condiciones
ambientales. Mediante la combinacion de las vias de sefalizacion relativas al
ABA, la planta regula su adaptacion ante condiciones de sequia, bajas
temperaturas y salinidad. Por el contrario, el AS, el AJ y el ET juegan
importantes roles en la resistencia a enfermedades (Mauch- Mani & Mauch,
2005). No obstante, estas hormonas no controlan vias de sefializacion lineares
sino que son parte de una compleja red de interacciones sinérgicas vy
antagodnicas (Thomma et al, 2001; Turner et al., 2002). Sin embargo, a pesar
de que los procesos de sefializacién relativos al estrés bidtico y aquellos en los
que actua el ABA tienen varios elementos en comun, no es del todo claro el rol
de esta fitohormona en la resistencia a enfermedades (Mauch- Mani & Mauch,
2005).

Existe evidencia acerca de la interacciéon entre el ABA y el ET, de modo
que altas concentraciones de ABA inhiben la produccion de ET (Le Noble et al.,
2004). A su vez, las vias metabdlicas del ET y del ABA interactuan de manera
antagonica en el desarrollo (Beaudoin et al., 2000; Ghassemian et al., 2000) y
en el crecimiento vegetativo de las plantas (Anderson et al., 2004). Estudios
con mutantes insensibles al ET o con una intensificada respuesta al ABA
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conllevan a la identificacion de un mismo gen denominado EIN2 (Ethylene
Insensitive2) o ERA3 (Enhanced response to ABA3), que identifican a la misma
proteina como punto de convergencia entre las rutas metabdlicas de ambas
hormonas (Ghassemian et al., 2000).

En la interaccion entre las rutas metabdlicas relativas al ABA y al AJ se
han reportado tanto efectos sinérgicos como antagénicos. En este sentido, en
Arabidopsis altas concentraciones de ABA redujeron marcadamente los niveles
de transcripcion de los genes de defensa relativos al AJ y al ET, mientras que
los mutantes de dicha especie deficientes en ABA mostraron un incremento de
los transcriptos en cuestién (Anderson et al., 2004). Sin embargo, mediante la
aplicacién de metil- jasmonico o ET no se pudo superar el efecto inhibitorio del
ABA. Esto consolida la idea de que una molécula como es el ABA, mas
reconocida por su participacion en eventos de estrés abidtico, tiene el potencial
de anular la sefalizacion propia del estrés bidtico en circunstancias en las que
ambas situaciones ocurran simultaneamente (Mauch- Mani & Mauch, 2005).

Varios autores indican que existe un efecto antagénico en la expresion
génica entre el AS y el MeJA, forma volatil del AJ (Koornneef et al., 2008;
Koornneef and Pieterse, 2008; Van der Does et al., 2013). Se conoce el
antagonismo entre los sistemas de defensas dependientes del AS y del AJ/ET,
a nivel de la sintesis y de la traduccién de sefiales (Dong, 1998; Pieterse et al.,
2001). Por el contrario, al menos 35 genes fueron regulados en forma
coordinada por el AS y el MeJA a nivel de su expresion génica diferencial (Lee
& Choi, 2013), lo cual corroboraria la idea de interaccion sinérgica entre ambas
hormonas, variando inclusive segun la concentracion relativa de ambos
tratamientos (Mur et al., 2006).

El acido jasmodnico

Bajo la denominacion de jasmonatos se conoce a un grupo de moléculas

hormonales derivadas de lipidos que incluye al acido jasmoénico (AJ), al metil

jasmonato (MeAJ), asi como también conjugados del acido jasmonico con
diversos aminoacidos, como leucina e isoleucina. Todos estos compuestos

estan ampliamente distribuidos en el reino vegetal y participan en procesos
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cruciales que involucran las respuestas defensivas directas e indirectas, el
metabolismo secundario, procesos reproductivos, senescencia, desarrollo de
los frutos e interacciones ftritroficas (Seo et al.,, 2001; Arimura et al., 2005;
Liechti & Farmer, 2006; Wasternack, 2007). Su funciéon consiste en regular
varios aspectos de la biologia de las plantas, desde el desarrollo hasta las
respuestas ante los estreses bidticos y abidticos, en particular en la defensa de
las plantas ante herbivoros y patéogenos necrotréficos (Devoto & Turner, 2003;
Browse, 2009).

La accion hormonal propia del AJ estd integrada con procesos de
sefalizacion, los cuales incluyen la interaccién con otras hormonas, cascadas
de proteinas activadas por mitogeno (MAP), otras proteinas kinasas, enzimas
fosfatasas y sistemas de calcio/ calmodulinas (Browse, 2009).

Estudios recientes han avanzado en la comprension de las funciones del
regulador transcripcional MYC2, compuesto cuyo rol central en las rutas de
sefalizacion propias del AJ consiste en la integracion de varias sehfales
endbégenas y exogenas relativas al crecimiento y desarrollo de las plantas
(Kazan & Manners, 2013).

En relacion a los aspectos del desarrollo en los que estan involucrados
los jasmonatos, estos generalmente promueven los procesos defensivos y
reproductivos, mientras que inhiben el crecimiento y fotosintesis de los tejidos
vegetales, proceso denominado por Howe y Jander (2008) como ‘el dilema de
las plantas: crecer o defenderse’ y comunmente observado ante cambios
abruptos en el medio o ante ambientes hostiles.

Es ampliamente conocido el rol central desempefiado por el AJ y los
jasmonatos en la promocion de la resistencia a insectos (Howe & Jander,
2008). Asi, la sintesis de jasmonatos inducida mediante un insecto herbivoro
promueve la reprogramacion global de la expresion de los genes de defensa.
Numerosos estudios con mutantes demostraron que los jasmonatos estan
comprometidos en la resistencia a un amplio rango de artrépodos herbivoros,
de los drdenes lepidopteros, coledpteros, tisandpteros, homodpteros, acaros,
dipteros y heteropteros (Howe & Jander, 2008; Browse, 2009). En mutantes de
Arabidopsis, se demostré6 ampliamente que el AJ contribuye a incrementar la
resistencia basal de la planta contra diferentes microorganismos patdégenos
(Pieterse et al., 2001; Thomma et al., 1998; Norman-Setterblad et al., 2000).
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Por otro lado, mediante estudios basados en microarreglos, se conoce que los
jasmonatos cumplen roles en la regulacion global de la expresion génica en
respuesta al dafio mecanico y a la herbivoria (Howe & Jander, 2008).

Cientos de genes regulados o corregulados por el AJ han sido
identificados (Browse, 2009). El analisis de los mecanismos moleculares
elicitados como consecuencia de la alimentacion por parte de dos insectos
herbivoros, uno generalista y otro especialista, estableci®¢ que ambos
mostraron respuestas similares sobre Arabidopsis e indujeron la expresion de
los mismos genes de forma significativa, todos ellos de importancia en la via
del AJ (Reymond et al., 2004).

En plantas de Centaurea maculosa, aplicaciones exdgenas de MeAJ
fueron capaces de simular la accidon de un insecto herbivoro (Broz et al., 2010),
por lo que se concluye que los mecanismos defensivos desencadenados
fueron similares a la propia accion del insecto. Ademas de actuar el MeAJ
como un compuesto volatil capaz de alertar a las plantas vecinas sobre la
presencia de herbivoros, resulta incrementada la produccion de otros
compuestos de defensa relacionados (Baldwin et al., 2002; Karban et al.,
2006). Por otro lado, la aplicacion de AJ intensifico la resistencia de plantas de
Brassica rapa a trips, la cual se evidencid por su restriccion en la oviposicion y
la menor densidad poblacional de su descendencia (Abe et al., 2009).

En su rol de elicitor, se probd que el pretratamiento con AJ seguido de la
infestacion con insectos indujeron mayores niveles de defensa en las plantas
de mani, de modo tal que las plantas en cuestion fueron menos dafadas, asi

como las larvas disminuyeron su peso y supervivencia (War et al., 2011).

El acido abscisico

Se conoce que el acido abscisico (ABA) desempefa importantes roles

en varios aspectos relativos al desarrollo de una planta, en la regulacion de la
apertura estomatica y en la iniciacion de las respuestas adaptativas a varias
condiciones ambientales, como sequia, bajas temperaturas y salinidad. Sin

embargo, a pesar de que los procesos de senalizacion relativos al estrés
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bidtico y aquellos en los que actua el ABA tienen varios elementos en comun,
no es del todo claro el rol de esta fitohormona en la resistencia a enfermedades
(Mauch- Mani & Mauch, 2005).

Existe evidencia acerca de que el ABA interactua con el ET. Asi, se sabe
que altas concentraciones de ABA inhiben la produccion de ET (Le Noble et al.,
2004). A su vez, las vias metabdlicas del ET y del ABA interactuan de manera
antagonica en el desarrollo (Beaudoin et al., 2000; Ghassemian et al., 2000) y
en el crecimiento vegetativo de las plantas (Anderson et al., 2004). Estudios
con mutantes insensibles al ET o con una intensificada respuesta al ABA
permitieron la identificacion de dos genes denominados EIN2 (ETHYLENE
INSENSITIVE2) y ERA3 (ENHANCED RESPONSE TO ABA3), los cuales
identifican a la misma proteina como punto de convergencia entre las rutas

metabdlicas de ambas hormonas (Ghassemian et al., 2000).

Contenido de clorofila y tolerancia al estrés

Las plantas manifiestan respuestas generalistas o especificas ante una
amplia variedad de patdgenos y herbivoros, las cuales son evidenciadas a nivel
bioldgico, molecular y bioquimico (Walling, 2000; Pandey et al., 2008; Bari &
Jones, 2009; Schmelz et al., 2009). Debido a que la fotosintesis es un proceso
esencial para el crecimiento y desarrollo de un cultivo, la cuantificacién en las
hojas del contenido de clorofila — principal pigmento cloroplastico - tiene una
relacion positiva con la tasa fotosintética del cultivo (Guo & Li, 1996). En este
sentido, la mayor productividad de los cultivos esta ligada, entre otras cosas, a
la capacidad de las plantas de sostener su contenido de clorofila en el tiempo
aun cuando las condiciones ambientales disten de ser 6ptimas, como por
ejemplo en condiciones de estrés.

La determinacion del indice de verdor, y por ende del contenido de
clorofila, es un indicador de la tasa fotosintética y de la produccién de biomasa,
asi como de la concentracibn de nitrogeno en hoja. En arroz, cereal
filogenéticamente muy proximo al trigo, se vieron afectadas las
concentraciones de nitrégeno y clorofila en condiciones de estrés abidtico
(Haefele et al., 2010). En trigo, el contenido de clorofila evidencié una

correlacién positiva con la tasa fotosintética y tuvo un significativo impacto
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sobre el crecimiento y la productividad del cultivo (Thomas et al., 2005; Ahmed
etal., 2012).

Por todo lo expuesto, los materiales que muestren un comportamiento
diferencial ante situaciones de estrés podrian ser portadoras de alelos que
contribuyan a otorgar tolerancia a multiples factores de estrés. Por ello, el
objetivo del presente capitulo fue caracterizar un grupo de plantas F; de
acuerdo a su crecimiento compensatorio inducido por tratamientos exdgenos
con las hormonas AJ y ABA, obtenidas a partir de la autofecundaciéon de

plantas F, selectas por su crecimiento diferencial ante aplicaciones de ET.

Materiales y métodos

Material vegetal. Se pre-germinaron semillas F3; resultantes de la

autofecundacién de las plantas F, que se habian manifestado como tolerantes
o susceptibles ante aplicaciones exdgenas de ET, tal como fuera descripto en
el capitulo 3 de la presente tesis. Para ello se utilizaron cajas de Petri que
contenian discos de papel absorbente previamente humedecido. Fueron
conservadas en completa oscuridad hasta su germinacion.

Una vez germinadas, las plantulas se trasplantaron al suelo previamente
laboreado, individualizando cada una de ellas con una estaca de madera. Se
realizé una siembra temprana, a principios del mes de abril para permitir que el
macollaje sea profuso. Durante todo el ciclo del cultivo las plantas se regaron y

se desmalezé manualmente.

Separacion de macollos de las plantas F3. La separacion manual de los

macollos de las plantas F3; a partir del tallo principal se realizé cuando estos
tenian entre 3 y 4 hojas, momento en el que los macollos de trigo logran una
capacidad de abastecimiento independiente. En todo momento la manipulacién
fue realizada con la precaucion de no danar excesivamente al tejido vegetal y
comprobando que cada macollo portara una raiz adventicia proveniente del
tallo principal. Los macollos asi extraidos fueron plantados de a pares, en

bandejas de plastico de 70 x 50 x 8 cm, sobre un sustrato de tierra fértil. Cada
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par de macollos de idéntica constitucion genética fue individualizado con
estacas de madera (Figura 1).

Figura 1. Bandejas conteniendo los macollos F3 tratados

Tratamientos hormonales. Una vez establecido un par de macollos en cada una

de las tres bandejas (una por cada tratamiento y una tercera para los testigos)
se esperd a que transcurrieran entre 10 y 14 dias desde su extraccion a fin de
otorgarle a las plantas un tiempo de recuperacion. Los tratamientos hormonales
se realizaron mediante aspersiones con acido abscisico (ABA) 10 uM y acido
jasmonico (AJ) 100 mM, en bandejas separadas. Una tercera bandeja
conteniendo un tercer par de macollos del mismo genotipo fue reservada como
testigo y solo recibidé agua junto con el tensioactivo Tween20® (Polietilenglicol
sorbitano monolaurato). En total se trataron 150 familias Fs.

El numero de macollos obtenido por planta F; sélo permitié contar con
dos sub-muestras por cada tratamiento y genotipo, ubicados en las tres
bandejas independientes.

De igual manera se analizaron las lineas progenitoras que dieron origen
a la poblacion evaluada en este trabajo, de manera tal que en cada bandeja se
repitieron los padres (lineas M y P).

Determinacion del indice de verdor y, por su directa relacion, del contenido de

clorofila. Esta determinacién se realizé en la primera hoja expandida de cada

macollo, previamente a la aplicacion del tratamiento hormonal. Se utilizé para
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ello un medidor automatico SPAD-502 (Minolta). Durante el mismo dia, se
realizé el tratamiento hormonal. Transcurridas 72 h, se determind nuevamente
el contenido de clorofila en cada genotipo. Tanto antes como después del
tratamiento, se realizaron tres determinaciones en cada hoja a fin de contar con
una medicion en la base, una en la parte media y otra en el extremo de la hoja.

Finalmente, los tres valores se promediaron.

Determinacion del peso seco. Para cada genotipo se determind su peso seco

(PS). Finalizado el periodo de 72 h bajo tratamiento, se corté la planta al nivel
de la base y se colocod dentro de un sobre de papel a fin de someterla al
secado en estufa (60°C). Se compard cada genotipo con sus respectivos
testigos, en relacion a los macollos que soélo recibieron agua y tensioactivo

como tratamiento.

Determinacion de la altura del rebrote post-corte. Luego de 7 dias desde el

momento de corte de los macollos para la determinacién de su peso seco, se
midié la altura del rebrote de cada genotipo. Con la ayuda de una regla, se
determiné el crecimiento de cada planta post-corte. Se referencié cada
genotipo a sus respectivos testigos, por comparacion entre los macollos

tratados y los que sélo recibieron agua y tensioactivo como tratamiento.

Analisis estadistico. Los datos se analizaron mediante analisis de la varianza,

empleando el Modelo General Linear (GLM) y en los casos en que se
encontraron diferencias significativas se realizaron las pruebas de medias
multiples empleando el test LSD de diferencias minimas significativas. Para la
totalidad de los analisis se empleo el programa Statistica (StatSoft Inc, 2005).
En la totalidad de los datos presentados se cumplieron los supuestos de

aleatoriedad, normalidad y homocedasticidad requeridos por el modelo.

Correlacion entre los tratamientos y las determinaciones realizadas. Para

conocer si existio correlacion entre el contenido de clorofila, el PS y el rebrote
post-corte en las plantas tratadas con hormonas y los testigos, se calcul6 el
coeficiente de correlacion (r) en la descendencia F3; respecto de la tasa de

crecimiento del coleoptilo de sus progenitores F». El coeficiente r se calcul6 en
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base a los valores de covarianza para cada tratamiento hormonal en Fj,
respecto de los valores de varianza de la F; tratada con ET y para cada una de
las tres determinaciones realizadas. Se analiz6 por separado cada familia,
considerando como tal a la totalidad de las plantas F3; descendientes de una

Unica F».

Resultados

1- Contenido de clorofila

El analisis de la varianza mostro que existen diferencias altamente
significativas en el contenido de clorofila entre los genotipos F3; estudiados
para los distintos tratamientos hormonales, y en la interaccion entre genotipos y

tratamientos (Tabla 1).

Tabla 1. Analisis de la varianza del contenido de clorofila en las plantas F3

Contenido de clorofila
Fuente de variacion
CM F p
Genotipos 179,74 10753 ** 0,0001
Tratamientos 11,41 682 ** 0,0001
Genotipos * Tratamientos | 50,34 3011 ** 0,0001
Error 0,0167

CM: cuadrado medio; **: diferencias altamente significativas (p < 0,001)

Para el total de los genotipos evaluados, el andlisis de las diferencias
minimas significativas entre tratamientos mediante el test de Fisher, permitid
observar que en el caso del contenido de clorofila, los tratamientos pudieron
separarse en dos grupos (Tabla 2). El tratamiento con AJ provocd una
disminucion del contenido de clorofila en las plantas F3; analizadas. Por el
contrario, las aplicaciones con ABA no mostraron diferencias en el contenido de

clorofila respecto de los testigos.
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Tabla 2. Test de diferencias minimas significativas (LSD) para el contenido de
clorofila

Tratamiento Media Spad

AJ 28,44 a
ABA 28,84 b
T 28,93 b

Distinta letra indica diferencias altamente significativas (p < 0,001)

La misma letra indica diferencias no significativas (p > 0,05)

2- Peso seco

El ANOVA para el peso seco evidencid que existen diferencias
altamente significativas entre los genotipos F3 analizados, como asi también en
la interaccion entre los distintos genotipos y tratamientos. Por el contrario, no
se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos hormonales
(ABA, AJ) respecto de sus testigos (Tabla 3).

Tabla 3. Analisis de la varianza del peso seco en las plantas F3

Fuente de variacion Peso seco
CM F p
Genotipos 0,55 8,12 ** 0,0001
Tratamientos 0,03 0,43 "™ 0,6500
Genotipos * Tratamientos 0,12 1,78 ** 0,0001
Error 0,07

CM: cuadrado medio; ns: diferencias no significativas;

**. diferencias altamente significativas (p < 0,001)

Habiendo resultado no significativas las diferencias entre los pesos
secos para los tratamientos estudiados, no pueden separarse estadisticamente
los efectos de los mismos. La significativa interaccion entre los genotipos F3 y
los tratamientos (AJ, ABA y T) permite identificar genotipos para los cuales los
pesos secos aumentaron por efecto de uno u otro tratamiento hormonal (AJ o
ABA) respecto de su testigo (lineas ascendentes, Figura 2) y otros genotipos

en los cuales se observa el efecto inverso, o sea, la disminucién del peso seco
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debido a los tratamientos con AJ y ABA respecto de los testigos (lineas

descendentes, Figura 2).
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Genotipo*Tratamiento
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Tratamiento
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Figura 2. Interaccion entre los genotipos F3 y los tratamientos (T, AJ y ABA)

Cada color indica un genotipo F; diferente.

3- Rebrote post-corte

El ANOVA de las determinaciones del rebrote post-corte mostré que se

hallaron diferencias altamente significativas entre

los genotipos, los

tratamientos hormonales y en la interaccion entre ambos (Tabla 4).

Tabla 4. Analisis de la varianza del rebrote post-corte en las plantas F3

Fuente de variacion Rebrote
CM F P
Genotipos 2,39 145,33 ** 0,0001
Tratamientos 2,31 145,48 **  0,0001
Genotipos * Tratamientos | 2,33 141,19 ** 0,0001
Error 0,02
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CM: cuadrado medio; **: diferencias altamente significativas (p < 0,001)

En el caso del rebrote post-corte, el Test de Fisher permitié diferenciar a
las plantas en dos grupos, separando a la accion del tratamientos con AJ, por
un lado, de las asperjadas con ABA vy las plantas testigo, por el otro (Tabla 5).
Por lo tanto, el AJ determin6 un rebrote menor respecto del obtenido luego del
corte de plantas que habian sido tratadas con ABA y de aquellas reservadas

como testigos.

Tabla 5. Test de diferencias minimas significativas (LSD) para el rebrote post-

corte

Tratamiento Media Rebrote

AJ 4,28 a
T 5,29 b
ABA 5,52 b
En la tercera columna, distinta letra indica diferencias altamente significativas
(p <0,001)

La misma letra indica diferencias no significativas (p > 0,05)

4- Correlaciones entre las determinaciones efectuadas

Por otro lado, se estudiaron las correlaciones entre la tasa de
crecimiento del coleoptilo de las plantas F; tratadas con ET con el contenido de
clorofila y el peso seco. De igual modo se evaluo el rebrote en las plantas F3y
las tasas de crecimiento del coleoptilo de las madres F,. El analisis se hizo
dentro de familias de plantas descendientes de F; tolerantes y susceptibles, en
forma separada para uno u otro grupo.

Entre las plantas descendientes de madres tolerantes, se encontré una
correlacidon muy significativa, aunque de valor medio, entre el contenido de
clorofila y el peso seco (Tabla 6). Se observé que el contenido de clorofila esta
significativamente correlacionado con el peso seco. Asi, en las plantas
tolerantes que mostraron pesos secos superiores también se evidenciaron
mayores valores de su contenido de clorofila. El resto de las correlaciones no

fueron significativas o resultaron de baja magnitud (Tabla 6).
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Tabla 6. Correlaciones entre el contenido de clorofila, peso seco y rebrote de

plantas F3; tratadas y el crecimiento de sus progenitoras F; tolerantes

F3 Trat Clorofila PS Rebrote
FoET 0,0513 0,0879 0,0029 -0,0954
F3 Trat 0,0878 0,0340 -0,0079
Clorofila 0,4759 ** 0,0017
PS -0,0092

Fo ET: F, tratadas con ET; F3 Trat: Fs tratadas (AJ, ABA y T); PS: peso seco
**: correlacion altamente significativa

En el caso de las plantas F; hijas de progenitoras susceptibles, se
observo un coeficiente de correlacion muy significativo aunque de valor medio,
entre el contenido de clorofila y el peso seco, similar al observado en plantas
descendientes de F; tolerantes (Tabla 7). Ademas, se encontré una correlacion
negativa muy significativa entre el contenido de clorofila y la tasa de
crecimiento del coleoptilo de las plantas F, progenitoras de valor medio
también (Tabla 7).

Los valores de los coeficientes de correlacion entre el contenido de
clorofila, peso seco y rebrote en las plantas F3 tratadas con hormonas y sus
testigos, fueron cercanos a cero, tanto en los descendientes de plantas
tolerantes como susceptibles. Esto indica la independencia que existe entre el
rebrote, el PS y el contenido de clorofila (Tablas 6y 7).

Tabla 7. Correlaciones entre los contenidos de clorofila, peso seco y rebrote de

plantas F3; tratadas y el crecimiento de sus progenitoras F;, susceptibles

Fs3 Trat Clorofila PS Rebrote
Fo ET -0,1148 -0,4318 ** -0,2297 0,1446
F3 Trat 0,0603 0,1476 -0,1617
Clorofila 0,4130 ** -0,1409
PS 0,0523

Fo ET: F, tratadas con ET; F3 Trat: F3 tratadas (AJ, ABA y T); PS: peso seco

**: correlacion altamente significativa

Se analizo la correlacion entre el contenido de clorofila, peso seco y
rebrote post-corte por familia F3; y la tasa de crecimiento a nivel del coleoptilo

de su respectiva progenitora F, (Tablas 8, 9 y 10). Las familias F3; se separaron
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ET sus
progenitores F,. Se considerd el valor medio de cada familia F3, comparando

segun hubieran sido tolerantes o susceptibles al respectivos
en todos los casos con la tasa de crecimiento del coleoptilo de sus respectivas

progenitoras F».

Tabla 8. Correlacién entre el contenido de clorofila en plantas F3 tratadas y
testigos con la tasa de crecimiento de las progenitoras F»,

caracterizadas como tolerantes o susceptibles al ET

Clorofila F2> ET- TOLERANTES F, ET- SUSCEPTIBLES
FaT 0,262 -0,295
Fz AJ 0,295 -0,280

F3 ABA 0,263 -0,335

F5 T: testigo; F3 AJ: tratadas con AJ; F3 ABA: tratadas con ABA

Tabla 9. Correlacién entre el PS en plantas F3; tratadas y testigos con la tasa de
crecimiento de las progenitoras F,, caracterizadas como tolerantes o

susceptibles al ET

PS F2, ET- TOLERANTES F, ET- SUSCEPTIBLES
FaT 0,279 0,055
Fs AJ 0,246 -0,285
F3 ABA 0,254 -0,053

F5 T: testigo; F3 AJ: tratadas con AJ; F3 ABA: tratadas con ABA

Tabla 10. Correlacién entre el rebrote post-corte en plantas F3 tratadas y

testigos con la tasa de crecimiento de las progenitoras F,, caracterizadas como

tolerantes o susceptibles al ET

Rebrote | F, ET- TOLERANTES | F; ET- SUSCEPTIBLES
FsT -0,353 0,215
Fs AJ 0,455 -0,188

F3 ABA 0,399 -0,428

F3 T: testigo; F3 AJ: tratadas con AJ; F; ABA: tratadas con ABA
En negrita se sefalan los valores destacados.
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Tanto para el contenido de clorofila como para el peso seco, se
observaron valores medios a bajos de coeficiente de correlacion. Sin embargo,
en el caso del rebrote post-corte de las plantas F3 y la tasa de crecimiento del
coleoptilo de sus progenitoras F, tolerantes, se observaron valores levemente
mas elevados. Se aprecia en este caso que los tratamientos hormonales
invirtieron el signo de la correlacion respecto de los testigos.

Por otro lado, se estudi6 cada parametro de crecimiento luego del
tratamiento con AJ y ABA respecto de los testigos, en las plantas F3 agrupadas
en familias por descender de un mismo progenitor F,. Asi, se observd un grupo
de familias descendientes de un progenitor tolerante y otro que provino de uno
susceptible bajo tratamiento con ET. Las familias F3 descendientes de plantas
F, tolerantes se encuentran representadas en una nube de puntos ubicados en
la zona superior. Por el contrario, las familias que surgieron de plantas F;
susceptibles, se hallan en la parte inferior de las graficas (Figuras 3, 4 y 5).

Ademas, en comparacion con las lineas progenitoras (madre y padre)
que dieron origen a la poblacion involucrada en este estudio y al haber
seleccionado plantas de mejor y peor comportamiento que el promedio de las
plantas F,, se observa que los progenitores se ubican en la parte media del
grafico. En el caso de los testigos, la linea madre supera al padre en cuanto a
su contenido de clorofila (Figura 3A). Con la aplicacion de AJ cambia la
situacion, asemejandose ambos progenitores en cuanto a su contenido de
clorofila y en su comportamiento con ET (Figura 3B). Ante aplicaciones con
ABA se invierte el contenido de clorofila de ambos progenitores y resulta la

linea paterna de mayor contenido respecto de la materna (Figura 3C).

Figura 3A. Testigos
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Figura 3B. AJ
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Figura 3C. ABA
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Figura 3. Diagrama de dispersion del contenido de clorofila de plantas F3
testigos, tratadas con AJ y con ABA, respecto de las plantas F, progenitoras

Rombos oscuros: plantas tolerantes. Rombos claros: plantas susceptibles

Para las determinaciones de peso seco, las lineas progenitoras se
ubicaron también en la parte media de la nube de puntos. Ambos adoptaron
valores similares en cuanto a su peso seco como testigos sin tratamiento y a su
comportamiento ante ET (Figura 4A). Como consecuencia de las aplicaciones
de AJ y ABA, ambos padres mostraron diferencias entre si y mantuvieron
similar comportamiento ante ambos tratamientos hormonales, por cuanto el

padre superd en peso seco a la madre (Figuras 4B y 4C).
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Figura 4A. Testigos
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Figura 4B. AJ
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Figura 4C. ABA
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Figura 4. Diagrama de dispersion del peso seco de plantas F; testigos, tratadas

con AJ y con ABA, respecto de las plantas F, progenitoras

Circulos oscuros: plantas tolerantes. Circulos claros: plantas susceptibles

En cuanto al rebrote post-corte, las plantas tratadas con AJ mostraron

una menor dispersion (Figura 5B) respecto del comportamiento de las testigo

(Figura 5A),

tanto en familias tolerantes como susceptibles. Las lineas

progenitoras, ademas de ubicarse en la parte central de los graficos de

dipersion, mostraron valores de rebrote similares entre si en el caso de los
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testigos y ante la accion de ET. Ambas lineas progenitoras se encuentran muy
proximas en cuanto a la longitud de su rebrote post-corte sin tratamientos
hormonales y a su comportamiento con ET (Figura 5A). Al ser tratadas con AJ,
la linea madre presenté valores mayores y la linea padre valores inferiores a
sus testigos (Figura 5B). Por el contrario, en el caso del tratamiento con ABA se
invierte el comportamiento de ambos progenitores, al desplazar hacia valores
mayores de crecimiento post-corte a la linea paterna respecto de la materna
(Figura 5C).

Figura 5A. Testigos
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Figura 5C. ABA
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Figura 5. Diagrama de dispersion del rebrote post-corte de plantas F3 testigos,
tratadas con AJ y con ABA, respecto de las plantas F;, progenitoras

Triangulos oscuros: plantas tolerantes. Triangulos claros: plantas susceptibles

Por otro lado, se estudié el contenido de clorofila luego de las
aplicaciones hormonales y en los testigos, para cada familia F3 en particular
(Figura 6). Se observéo una mayor fluctuacion de los valores debido al
tratamiento con ABA respecto de los testigos. El contenido de este pigmento
fue similar en el caso de las plantas tratadas con AJ y en los testigos, con
excepcion de la familia F3 numero 35, en la que se observé un menor contenido
de clorofila por efecto del tratamiento con AJ. Un patron similar ocurrié en otras
tres familias (numeros 32, 33 y 41, representadas con 6valos en la Figura 6).
Es importante destacar que no hay diferencias significativas entre las tres

tratamientos aplicados en cada familia, aunque si las hay entre familias Fs.
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Figura 6. Representacion del contenido de clorofila (unidades Spad)
por familia de plantas F3

El évalo indica familias F; con divergencia del contenido de clorofila segun el tratamiento
recibido.

Si bien en el analisis del peso seco de la totalidad de genotipos F3 no se
encontraron diferencias significativas entre los tratamientos hormonales
respecto de sus testigos, al considerar individualmente a cada familia, se
observo que varias de estas superaron o disminuyeron su peso seco respecto

de los controles, tanto debido al tratamiento con ABA como con AJ (Figura 7).

Pesoseco{mg)

Familia F3

3 35 37 39 41 43

01 -] Al — A EA

1 3 S 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33

Figura 7. Representacion del peso seco por familia de plantas F3

El 6valo indica familias F; con divergencia del peso seco segln el tratamiento recibido.

En el caso del rebrote post-corte se encontré6 que los tratamientos
hormonales con AJ y ABA causaron la dismimucion del rebrote en comparacion
con sus testigos, para la mayoria de las familias F3 que habian sido tratadas
(Figura 8). A pesar de haber hecho este analisis en un menor numero de
familias F3, resultan muy marcadas las diferencias encontradas entre plantas

testigo y tratadas.
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Figura 8. Representacion del rebrote post-corte por familia de plantas F3

Ademas, se realizaron comparaciones individuales acerca de las
respuestas observadas en las plantas F3; por efecto de los tratamientos
hormonales, respecto de sus testigos. Se agrupé en tres categorias la totalidad
de las plantas F3 en cuanto a sus valores de contenido de clorofila, PS y
rebrote diario post-corte. Se consideraron plantas tolerantes aquellas que
mostraron valores mayores al de las medias de cada tratamiento hormonal,
mas el valor de un desvio estandar. Las plantas susceptibles fueron aquellas
con valores menores a las medias correspondientes a cada tratamiento, menos
el valor de un desvio estandar. Las plantas pertenecientes al grupo medio
representaron aquellas cuyos valores para cada determinacion tuvieron valores

comprendidos entre las tolerantes y las susceptibles (Figura 9).
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Figura 9. Distribucién de las plantas caracterizadas segun el comportamiento

ante los tratamientos hormonales, en comparacion con el testigo
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Por ultimo, se individualiz6 una sola planta F3; tolerante cuyo
comportamiento fue superior para ambos tratamientos hormonales, en las
determinaciones del contenido de clorofila, PS y rebrote diario. Es de destacar
que, si bien esta planta mostré los mayores valores, tuvo la particularidad de
ser descendiente de una planta F, susceptible. Por el contrario, otra planta F3
se caracterizO como susceptible dado que todas las determinaciones
evidenciaron valores bajos para ambos tratamientos hormonales, respecto de
los testigos. A su vez, este genotipo descendié de una planta F, que habia sido
caracterizada previamente como muy tolerante. En ambos casos, esta mayor
variabilidad en F3; respecto de las plantas progenitoras F, s6lo puede provenir
de la exxpresion del/de los gen/genes localizados en el fragmento comprendido
por los marcadores Xgwm 334a y Xgm 459, en el gen 6A del trigo.

Finalmente, un tercer grupo de setenta plantas fue agrupado por mostrar
valores medios en la totalidad de las parametros, tanto para el tratamiento con
ABA como con AJ.

Observando en forma conjunta a la totalidad de los descendientes de
cada planta F,, se realizé el analisis de los valores de Spad para ambos
tratamientos en referencia a sus testigos y en comparacion con los primeros
progenitores que dieron origen a la poblacién abarcada en este estudio, las
lineas M y P. Se observd que algunas lineas fueron muy superiores en cuanto
a su contenido de clorofila respecto del resto, como asi también respecto de
ambos progenitores.

A modo de ejemplo, se observa en la figura 10 el comportamiento de la
totalidad de las F3 descendientes de un unico genotipo F», sometidos a los

tratamientos hormonales con ABA y AJ.
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Figura 10. Dispersion del contenido de clorofila en la totalidad de las plantas F3
descendientes de una unica planta F,, para ambos tratamientos hormonales

respecto del testigo y en comparacién con las lineas My P

En el caso del mismo genotipo F, el PS de la totalidad de los
descendientes F3; para ambos tratamientos hormonales respecto de sus
testigos mostraron un comportamiento similar, existiendo lineas que superaron
a ambos padres, lineas de comportamiento similar y lineas de menor peso que

ambos, tanto con aplicaciones de AJ como de ABA (Figura 11).
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Figura 11. Dispersion del peso seco (PS) en la totalidad de las plantas F3;
descendientes de una planta F,, para ambos tratamientos hormonales respecto

del testigo y en comparacion con las lineas My P
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Discusiéon

Existe amplia evidencia de que las defensas inducidas ante el ataque de
un microorganismo patdgeno o de un insecto herbivoro son reguladas por una
red interconectada de vias de sefalizacion, donde tienen un rol dominante las
moléculas de AS, AJ y ET. Esta red metabdlica intrincada redunda en
beneficios para la planta, desde el punto de vista del costo metabdlico y del
ajuste fino de sus defensas (Koornneef & Pieterse, 2008). Mas de 30 genes de
defensa fueron alineados en las complejas cascadas que integran las vias de
senalizacion relativas al AS, AJ y al ET, asi como otros han sido identificados
aunque sin la completa determinacion de su rol o ubicacién en dichas rutas
(Zarate et al., 2007). De esta manera, resulta interesante el estudio de los
sistemas hormonales ABA y AJ en forma conjunta y en relacién con el ET,
todos ellos entendidos como participantes que orquestan la mejor respuesta
defensiva de la planta (Zarate et al., 2007).

Actualmente, numerosos estudios genémicos y moleculares se proponen
dilucidar las complejas redes concernientes a la induccion de las defensas de
las plantas. Interacciones entre AS y ET, entre AJ y ABA y entre AJ y ET
funcionan como respuestas adaptativas de la planta ante la acciéon de
herbivoros y organismos patégenos, tanto necrétrofos como bidtrofos
(Koornneef & Pieterse, 2008). Uno de los casos mas complejos es la
interaccidn entre las respuestas al AJ y al AS, entendidos como procesos
antagonistas o sinergistas por distintos autores (Koornneef & Pieterse, 2008).
Ademas, se encontré que las aplicaciones exdégenas con ABA reprimen la
transcripcion de los genes inducidos por AJ, y los transcriptos de los genes
inducidos por el AJ fueron incrementados en los mutantes de la ruta
biosintética del ABA (Anderson et al., 2004). De aqui se desprende que el ABA
regula los genes de respuesta propios del AJ, y viceversa. A su vez, los
factores de transcripcion MYC2 y ERF1 (factor de respuesta al ET- Ethylene
response factor1) constituyen importantes nodos de senalizacion en las vias
integradas por el AJ, el ABA y el ET (Koornneef & Pieterse, 2008), por lo que
quedaria demostrada la interrelacion entre estas tres hormonas.

En el presente estudio, se encontraron diferencias altamente
significativas en el comportamiento de los distintos genotipos ante la aplicacién
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de las hormonas ABA y AJ, tanto en las determinaciones del contenido de
clorofila como del rebrote post-corte. Las diferencias muy significativas
observadas tanto entre genotipos como en la interaccion entre genotipos y
tratamientos hormonales, permite concluir que existen genotipos de
comportamiento diferencial ante la accion de ambas fitohormonas. En
particular, y corroborando la idea de Anderson et al. (2004), el tratamiento con
AJ determind en las plantas tanto un menor contenido de clorofila como un bajo
rebrote post-corte, mientras que el ABA no modificdé ninguno de esos
parametros, respecto de los testigos.

Al igual que lo planteado por varios autores (Walling, 2000; Pandey et
al., 2008; Bari & Jones, 2009; Schmelz et al., 2009) se pudo corroborar que las
plantas expresaron sus diferencias a nivel bioquimico y fisiolégico como
respuesta ante la accion de algun agente causante de estrés, especificamente
las plantas respondieron ante la aplicacién exégena de ABA y de AJ (De Vos et
al., 2005; Hermsmeier et al., 2001; Baldwin et al., 2002; Karban et al., 2006) al
verse modificado el contenido de clorofila y el rebrote post-corte respecto de los
mismos genotipos mantenidos como testigos.

La totalidad de las plantas F3 mostraron una amplia variabilidad en los
tres parametros estudiados, propia de una poblacion segregante en la que
existe variabilidad genotipica. Si bien se habian encontrado diferencias
significativas en el contenido de clorofila en la totalidad de genotipos F3y entre
los tratamientos, en un analisis mas detallado que muestra cada grupo familiar
en forma independiente se encontré que el ABA resulta ser el tratamiento que
modifica el contenido de clorofila en mayor proporcién, respecto de los valores
determinados en los testigos.

A nivel del cultivo agricola, un elevado contenido de clorofila tiene
implicancias directas en su mayor productividad (Guo et al., 2008). La estrecha
relacion entre la concentracion de clorofila y el contenido de nitrégeno en
tejidos foliares, aun en condiciones de estrés abittico (Haefele et al., 2010),
demuestra que el metabolismo de este macronutriente se encuentra afectado
por las situaciones estresantes generadas por los tratamientos fitohormonales.

En base a la estrecha relacion que existe entre la produccion de
biomasa y el contenido de clorofila, un genotipo que no modifica la

concentracion de este pigmento ante la aplicacion exdgena de ABA o AJ,
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puede ser considerado tolerante. Asi como ante la alimentacion por parte de
ciertos insectos como los afidos, una planta que no sufre una excesiva pérdida
de clorofila puede considerarse tolerante (Lage et al., 2003), este concepto
podria aplicarse a la inducciéon mediada por el tratamiento hormonal.

En el analisis del comportamiento individual de las plantas F3 se pudo
identificar una planta tolerante, cuyas determinaciones relativas al crecimiento
aqui evaluadas fueron superiores en los tratamientos hormonales con ABA y
AJ respecto de sus testigos. Es interesante destacar que esta planta descendio
de una F, caracterizada como susceptible ante la aplicacion exégena de ET,
otra fitohormona relacionada con el estrés. Existe evidencia sobre la interaccion
entre el ABA y el ET, mas aun, se sabe que altas concentraciones de ABA
inhiben la produccion de ET (Le Noble et al., 2004). Si bien se trata de plantas
F, tratadas con ET, cuya descendencia F3 se sometio a la accion del ABA y del
AJ, con la consiguiente manifestacion de la variabilidad fenotipica propia de
estas generaciones, se destaca el comportamiento antagonico entre el ABA y
el ET anteriormente evidenciado por numerosos autores (Beaudoin et al., 2000;
Ghassemian et al., 2000; Anderson et al., 2004). Se sabe que las respuestas al
estrés pueden generar modificaciones, directa o indirectamente, en la
regulacion epigenética y a nivel de la cromatina. Algunos cambios en la
cromatina son estables, originando epialelos heredables en casos extremos
(Soppe et al., 2000, Manning et al., 2006). Por lo tanto, es aceptada la idea de
que el estrés induce modificaciones persistentes y heredables de la cromatina,
las cuales redundan en cambios a nivel de la expresion génica y de las
caracteristicas fenotipicas (Pecinka & Mittelsten Scheid, 2012). Las
modificaciones epigenéticas heredables podrian otorgar una memoria del
estrés a nivel generacional y transgeneracional (Chinnusamy & Zhu, 2009).

La correlacién negativa encontrada entre el crecimiento del coleoptilo en
las plantas progenitoras F, susceptibles y en el contenido de clorofila en la
descendencia (F3), podria explicarse por la ocurrencia de algun evento de
regulacion epigenética por medio del cual la planta conservaria en su genoma
la memoria del estrés sufrido. Algun paso metabdlico estaria modificandose en
una planta estresada de modo tal que estos cambios fisicos pueden

evidenciarse.
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Ademas de que la zona del cromosoma 6A objeto de este estudio cuenta
con abundantes transposones, el estrés al que fueron sometidos estos
materiales pudo haber promovido su expresion. Esta afirmacion se basa en el
hecho de que el estrés influye incrementando la expresién de varios
retrotransposones en las plantas, cuando fueron sometidas tanto a estreses
bidticos como abidticos (Mansour, 2007). Dado que las semillas F3 fueron
obtenidas a partir de plantas F, que habian sido tratadas con ET, podria existir
alguna regulacién epigénica inducida por el tratamiento hormonal en la planta
madre (F2).

Por otro lado, la comparacion entre el comportamiento de las plantas F3
descendientes de una unica planta F,;, muestra que algunas superaron
inclusive a las lineas progenitoras de esta poblacién (lineas M y P). La
identificacion de plantas F3 que superaron los valores de Spad propios de
ambas lineas progenitoras, permite suponer una combinacion exitosa de alelos
de diferentes genes, caracterizados por ser numerosos y de efecto menor por
tratarse de un caracter de herencia cuantitativa como es el contenido de

clorofila.

Conclusiones

La induccion de defensas quedd demostrada mediante cambios en el
contenido de clorofila y en el rebrote post-corte. Aquellas plantas que
evidenciaron valores superadores en estos parametros serian las que lograron
encender sus sistemas de defensa eficientemente, sobreponerse al mayor
costo metabdlico que implica el mantenimiento de dicho sistema y, en
consecuencia, crecer diferencialmente. Finalmente, se comprueba la hipotesis
formulada, en tanto puede afirmarse que algun gen/ algunos genes fueron

inducidos por la aplicacién externa de AJ.
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Introduccidon

La regulacion de la expresion génica a nivel de la transcripcion influye
sobre varios procesos biolégicos en la vida de un organismo, y entre ellos
sobre la adaptacion de las plantas a diversos ambientes. La comprension
acabada de las respuestas que se desencadenan en una planta ante una
situacion de estrés, y por consiguiente el nivel de tolerancia o susceptibilidad
que ésta manifieste, permitira clarificar aiun mas los mecanismos por medio de
los cuales un ataque es percibido y compensado satisfactoriamente
(Riechmann et al., 2000).

La interaccion entre las plantas y los organismos patdgenos e insectos
constituye un sistema dinamico y de alta complejidad. Luego del ataque sufrido
por una planta, ocurren una serie de eventos de sefializacion que activan
respuestas celulares especificas. Intrincadas cascadas de sefalizacion
comprenden varios factores de transcripcion y acarrean, como consecuencia, la
activacion transcripcional de los mecanismos de defensa (Cantu et al., 2013).
Tanto los estreses abidticos como bidticos, desafian un amplio rango de
respuestas propias de las plantas, desde la alteracion de la expresion génica y
cambios en el metabolismo celular, hasta modificaciones en el crecimiento y
desarrollo de las plantas, con la consiguiente variacion en el rendimiento de los
cultivos (Nuruzzaman et al., 2013).

Se ha reportado que diferentes tratamientos que generan estrés, como
la infeccidn con Phytophthora infestans y el dafio mecanico, pueden inducir
respuestas similares (Baron & Zambryski, 1995; Collinge & Boller, 2001). Esto
se debe a que las plantas responden a un abanico de efectores/ inductores
cuando son atacadas por un patogeno, algunos de los cuales derivan de la
accion misma del patdogeno sobre los componentes estructurales o sobre el
metabolismo del hospedante (Collinge & Boller, 2001).

La expresion de los genes relacionados con el estrés se basa en
factores de transcripcidon especificos y de otros elementos actuantes en cis que
modulan la estructura del ADN en las regiones promotoras (Nuruzzaman et al.,
2013), lo cual afecta directamente el inicio de la transcripcién. Bajo condiciones
de estrés bidtico o abidtico, los genes relacionados con las defensas de las

plantas presentan un patron de expresidn especifico en concordancia con su
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funcionalidad (Nuruzzaman et al., 2012a), de modo que su sobreexpresion o
supresion pueden incrementar la tolerancia de las plantas a ambos tipos de
estrés (Nuruzzaman et al., 2013). Por lo tanto, la identificacién de estos genes
resulta de importancia a fin de asociar patrones de expresion especificos a
tejidos u 6rganos en particular (Nuruzzaman et al., 2012b).

La familia de proteinas que poseen dominios NAC son estructuras de
gran tamano, que se caracterizan por tener dominios funcionales altamente
conservados como el sitio N- terminal, acompanado de numerosos dominios C-
terminales muy divergentes (Ooka et al., 2003; Ernst et al., 2004) que propician
la amplia actividad transcripcional especifica de las proteinas NAC (Xie et al.,
2000; Yamaguchi et al., 2008; Jensen et al., 2010). La sigla NAC se
corresponde con el acronimo proveniente de los nombres de los primeros tres
genes que fueron descriptos por contener estos dominios, a saber: NAM (del
inglés, no apical mersitem), ATAF 1,2 (del inglés, Arabidopsis transcriptor
activation factor) y CUC2 (del inglés, cup-shaped cotyledon) (Souer et al., 1996;
Aida et al., 1997). El primero de ellos fue identificado en petunia (Petunia
hybrida) y determina la posiciéon del meristema apical; CUC2 pertenece a
Arabidopsis y participa en el desarrollo de embriones y flores.

Las proteinas NAC cumplen importantes funciones en el crecimiento,
desarrollo y en la respuesta al estrés (Kikuchi et al., 2000; Ooka et al., 2003).
Su rol en la senescencia, en procesos relacionados con el estrés y las
defensas de las plantas fue dilucidandose en los ultimos 20 afos, aunque
actualmente se continuan identificando funciones de los genes NAC
relacionadas con varios aspectos de la vida de las plantas (Collinge & Boller,
2001; Hegedus et al., 2003; Voitsik et al., 2013).

Los genes NAC son especificos y muy abundantes en las plantas.
Constituyen una de las mayores familias de factores de transcripcion que
funcionan en las regiones promotoras de diferentes genes relacionados con el
estrés (Nuruzzaman et al., 2013). Su participacion en diversos procesos fue
ampliamente demostrada. En particular, se relacionan con el desarrollo del
meristema apical del tallo (Souer et al., 1996; Aida et al., 1997), la formacion de
raices laterales (Xie et al., 2000), la especificidad del desarrollo del érgano
floral (Sablowski & Meyerowitz, 1998), la respuesta a la infeccion viral (Collinge

& Boller, 2001) y al estrés abidtico (Hegedus et al., 2003; Fuijita et al., 2006;
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Tran et al., 2004). Participan, ademas, en procesos relacionados con el estrés
bidtico, como es el caso de los genes GRAB1 y GRAB2 de trigo pan que
interactuan con la proteina RepA propia del virus del enanismo (Xie et al.,
1999).

En Arabidopsis, los genes ATAF1 y ATAF2 fueron inducidos en
respuesta al dafio mecanico (Collinge & Boller, 2001), mientras que un
subgrupo de los genes ATAF (ANACO019, ANAC055 y ANACQ72) lo fueron en
respuesta a la deshidratacion, elevada salinidad y aplicaciones de acido
abscisico (Fujita et al., 2006; Tran et al., 2004). En relacion a los procesos de
defensa, las proteinas NAC han sido parcialmente estudiadas (Olsen et al.,
2005). En particular, ANACO72 participa en la senalizacion del estrés mediado
por ABA e inducido en respuesta a especies reactivas de oxigeno. Otros genes
que son inducidos tanto por factores de estrés bidtico como abidtico, son el
SINAC en papa (Solanum tuberosum) y varios genes NAC inducidos por
insectos herbivoros y hongos en colza (Collinge & Boller, 2001; Hegedus et al.,
2003). Ademas, se destaca que la expresién de varios de esos genes fue
inducida también por factores de estrés abidtico, como el dafio mecanico, el frio
y la deshidratacion (Collinge & Boller, 2001; Hegedus et al., 2003).

Numerosas investigaciones basadas en la secuenciacion completa de
algunas especies han permitido identificar 117 genes NAC en Arabidopsis, 151
en arroz, 79 en vid, 26 en Citrus, 163 en alamo, 152 tanto en soja como en
tabaco (Rushton et al., 2008; Hu et al., 2010; Nuruzzaman et al., 2010, 2012a;
Le et al., 2011). Aun se han encontrado pocos genes NAC en los cereales.
Especificamente, en el trigo (Triticum aestivum) el analisis de la expresion de
los genes NAC permitié conocer la participacién de estos en su aclimatacién al
frio (Monroy et al., 2007). Estudios sobre la divergencia funcional de homdlogos
de genes NAC en trigo y en arroz sugieren que las funciones de los factores de
transcripcion ortdlogos en ambas especies serian divergentes (Distelfeld et al.,
2012). Por otro lado, la sobreexpresién del gen TaNAC-S en el fenotipo ‘stay-
green’ de trigos transgénicos indicé que este es un regulador negativo de la
senescencia del cultivo, sobreexpresion que estuvo a su vez relacionada con
una mayor concentracion de nitrégeno en el grano respecto de trigos silvestres
(Podzimska-Sroka et al., 2015). Ademas, existen numerosos genes NAC

ubicados en el cromosoma 6AS de trigo, regidn donde se ubican los
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microsatélites Xgwm459 y Xgwm334a, entre ellos, el gen NAC2 (GenBank
HQ630372.1).

Varias proteinas NAC relacionadas con la traduccion de sefales
hormonales fueron también identificadas (Greve et al., 2003). Estudios en base
a microarreglos especificos para el arroz revelaron que los genes OsNAC se
activaron diferencialmente segun el estado de desarrollo (vegetativo o
reproductivo) del tejido analizado. Ademas, en plantulas de 3 semanas tratadas
con fitohormonas, cuatro genes fueron sobre-expresados luego de la aplicacion
de ABA (100uM) en comparacion con el control, mientras que un solo gen
(Os06g04090) fue activado diferencialmente por accién del AJ (500uM)

(Nuruzzaman et al., 2012b).

PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR)

La reaccion de PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR, del inglés
real time quantitative PCR) es ampliamente utilizada para cuantificar la
expresion geénica. A diferencia de la técnica convencional de PCR cuyos
resultados se obtienen en el punto final de la reaccion, la RT-gPCR cuantifica
los cambios en el nivel de expresidon de manera instantanea, a partir de un
amplio rango dinamico (Brunner et al., 2004). Ademas, resulta de utilidad en
experimentos cuya cantidad de ARN es limitante (Brunner et al., 2004), cuando
se dispone de poca muestra o cuando se pretende discriminar pequefios
cambios en la expresion génica (Schmittgen et al., 2000).

La RT-gPCR es una técnica cinética (Higuchi et al., 1993) que emplea
reactivos convencionales de PCR junto a un compuesto marcado con un
fluorocromo que permite la emision de fluorescencia detectable en un
termociclador, con la capacidad de excitarlo convenientemente. Este
compuesto puede ser de dos tipos: aquel que se une a un oligonucledtido
especifico que hibride con el producto de PCR a monitorizar o bien un
compuesto que se una inespecificamente y de forma dependiente del numero
de copias a todo acido nucleico de doble cadena de la mezcla, como por
ejemplo el SYBR- Green (Morrison et al., 1998). Cualquiera sea la técnica de

deteccion, la cuantificacion mediante RT-gPCR se basa en el valor del Ct (del
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inglés cycle threshold, ciclo umbral), valor que representa el incremento
significativo del producto de PCR medido a través del aumento de su
fluorescencia, momento que coincide con el punto medio de la fase
exponencial de amplificacion (Brunner et al., 2004).

La cuantificacion mediante qPCR puede ser absoluta, es decir, se
determina el numero exacto de moléculas para lo cual se requiere de una curva
de calibracién que permita cotejar la sefial de amplificacion obtenida con el
contenido en ADN (Livak & Schmittgen, 2001). Por el contrario, la cuantificacién
relativa de la expresién de un gen mediante RT-qPCR se fundamenta en la
comparacion entre el nivel de expresion del gen a estudiar (target o de interés)
respecto de un gen control (también llamado de referencia, interno,
normalizador o, en inglés, housekeeping gene). La normalizacion mediante el
uso de un gen de control interno permite evaluar la expresion diferencial entre
un gen de interés y el gen de referencia en una situacion control (o testigo).
Ademas, debe considerarse que ambos genes, target y control, pueden tener
diferentes eficiencias de amplificacion mediante PCR debido a sus distintas
secuencias y tamafnos de amplicon (Chini et al., 2007).

La seleccion de un gen control incide directamente sobre el éxito de la
metodologia (Livak & Schmittgen, 2001; Van Guilder et al., 2008). Como
caracteristicas fundamentales que este debe reunir es importante que su
expresion no se vea afectada por el tratamiento a evaluar, asi como que su
nivel de expresion y su eficiencia de amplificacion sean similares a los del gen
target o candidato. EI gen 78S ARNr es uno de los genes comunmente
utilizados en los analisis de expresién en monocotiledéneas. A pesar de que
algunos autores cuestionan la eficiencia de los genes control clasicos como los
de actina, beta-globulina, 18S ARNr en estudios de expresion génica debido a
su insuficiente estabilidad ante diversos tratamientos (Thellin et al., 1999;
Paolacci et al., 2009), no existe el gen de referencia universal que se exprese
en igual nivel en la totalidad de los tejidos vegetales y con independencia de los
tratamientos recibidos (Tenea et al., 2011).

Para medir los cambios en el nivel de expresion relativa de un gen,
existen dos métodos matematicos. El primero se basa en el calculo del 22
(Livak & Schmittgen, 2001) y se caracteriza por ser menos laborioso, mas

econdmico y por no requerir curva de calibracion previa. El método del AACt o
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ddCt (delta delta Ct) fue uno de los primeros utilizados para calcular los
resultados obtenidos por RT-PCR. En su metodologia de calculo lleva implicita
una serie de supuestos (Livak & Shmittgen, 2001), como por ejemplo que las
eficiencias del gen de control interno y del gen blanco (o candidato) son
similares. Por otro lado, la eficiencia de la reaccién pone a prueba el balance
que existe entre la enzima, dNTPs, primers y el cDNA molde.

El segundo modelo para cuantificar la expresidn relativa de un gen
responde a un meétodo disenado por Pfaffl (Pfaffl, 2001; Pfaffl et al., 2002), el
cual requiere de una correccién definida por la eficiencia cinética de la reacciéon
de PCR y toma en consideracion las distintas eficiencias de amplificacion que
puedan hallarse entre el gen control y el target o de interés. Aun en el caso de
que las eficiencias de amplificacion de ambos genes sean muy similares,
algunos autores sugieren la preferencia de este método por ser mas preciso y
confiable (Chini et al., 2007).

Las diferencias encontradas en la respuesta a los tratamientos
hormonales y ante infestaciones con el pulgdbn ruso en las plantas
descendientes de las dos lineas recombinantes dihaploides de trigo, que
comparten exactamente el mismo fondo genético a excepcion de una pequefia
region en el cromosoma 6A, desencadend la pregunta: el gen NAC2 localizado
en dicha region ¢;esta relacionado con las respuestas contrastantes entre las
lineas progenitoras? Asi, el objetivo del presente capitulo fue conocer la
expresion diferencial del gen NAC2 en dos lineas de trigo (M y P) tratadas en
forma exdgena con las hormonas ET y ABA, asi como también infestadas con

el pulgdn ruso.

Materiales y métodos

El estudio de la expresion del gen NAC2 se realiz6é en dos lineas de trigo
pan (Triticum aestivum L.), lineas madre (M) y padre (P) de la totalidad de los

descendentes (F1, F2 y F3) analizadas en los capitulos precedentes.

Tratamientos. Siete plantas de las lineas progenitoras M (madre) y P (padre) en

el estado de tercera hoja expandida se asperjaron hasta el punto de chorreo

con etileno (Ethrel®) 50 mM o con acido abscisico (ABA) 10 uM,
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independientemente. Otro grupo de plantas de ambas lineas fue reservado
como testigo (T) y soélo recibieron una solucion de agua y Tween20®
(Polietilenglicol sorbitano monolaurato). Asimismo, se infesté a un cuarto grupo
de plantas de ambas lineas con pulgdn ruso (Diuraphis noxia, Rondani),
infestacion que consistio en colocar entre 7 y 10 adultos por planta, con la
ayuda de un pincel.

Luego de 72 h desde la aplicacidon de los tratamientos, la parte aérea de
todas las plantas se cosech6 y almacend en nitrégeno liquido (-80 °C). Asi, las
ocho muestras obtenidas se denominaron segun la linea progenitora de la cual
fue cosechada (M, linea madre; P, linea padre) y segun el tratamiento recibido
(T, testigo; E, etileno; A, acido abscisico y P, pulgon ruso), a saber: MT, PT,
ME, PE, MA, PA, MP, PP.

Extraccion de ARN. Se utilizé TRI Reagent (Sigma Aldrich) para el aislamiento

del ARN a partir de tejido foliar previamente almacenado en nitrégeno liquido.
Por cada 100 mg de tejido, se agregé 1 mL de TRI Reagent y se homogeneiz6
en nitrégeno liquido. Para la separacién de fases, se procedié a agregar 0,2 mL
de cloroformo por cada muestra y se agité cada una por 15 seg. Luego de la
incubacion a temperatura ambiente, por 2 - 3 minutos, se realiz6 una
centrifugacion a 12.000 g a 4 °C, por 15 min. Se retiré la fase acuosa a un
nuevo set de tubos, al que se agregaron 0,5 mL de isopropanol 100% por
muestra. Se incubaron a temperatura ambiente por 10 min y se efectué una
segunda centrifugacion en iguales condiciones que la anterior, por 10 min. Una
vez eliminado el sobrenadante, el pellet obtenido se lavo con etanol 75%, los
tubos recibieron un vortex suave y se centrifugaron a 7500 g a 4 °C por 5 min.
El pellet se dejoé secar al aire por 15 min y luego se re-suspendié cada muestra
en 27 pl de agua libre de RNasas. Por ultimo, se incubo la totalidad de las
muestras a 60 °C por 15 min para su posterior almacenamiento a - 80 °C.

La cuantificacion del ARN se realiz6 en el cuantificador Nano Vue
(General Electric). Se coloco una cantidad de 3 pl por cada muestra en la celda
de lectura para determinar la concentracion de ARN vy la relacion de
absorbancia 260/280 en cada muestra. Dicha relacién debe evidenciar valores
entre 1,9 y 2,1 para garantizar que las muestras estan libres de contaminacion

proteica (Liu et al., 2013). Ademas, la integridad del ARN se verifico a través de
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una corrida electroforética a 80 voltios por 30 min, en un gel de agarosa (1%).
Se utiliz6 bromuro de etidio para la tincion del ARN y se observo en
transiluminador de UV.

Las muestras se trataron con ADNasa a fin de eliminar los restos de
ADN que pudieran haber persistido luego de la extraccion. Por cada alicuota de
8 ul de ARN, se agregd 1 ul del buffer RQ1 RNasa- free DNasa 10X (Promega)
y 1 yl de RQ1 RNasa (Promega). Las muestras se incubaron a 37 °C por 30
min en el termociclador y luego se agregé 1 yl de ARNasa- ADNasa STOP

para terminar la reaccion. Por ultimo, se llevaron a 65 °C por 10 min.

Sintesis del ADNc mediante transcripcion inversa. En cada muestra

proveniente de la reaccidon anterior, se agregaron 0,25 ul de primer oligo dT y
se llevo a 70 °C por 5 min con el objetivo de romper la estructura secundaria.
Se enfrio en hielo inmediatamente al finalizar la incubacion y luego se
agregaron 14 yl por muestra de un mix conformado por:

5 ul del buffer M-MLV 5X (Promega),

5ul de dNTPs 10 mM,

0,625 ul de RNasin ribonuclease inhibitor,

1 pl de M-MLV retrotranscriptasa (Promega),

2,375 yl de agua libre de nucleasas.

Las muestras se llevaron a 42 °C por 60 min y se conservaron a -20 °C para su
posterior utilizacion. Al finalizar este proceso el ARNm (mensajero) se copio en
ADN complementario (ADNCc).

Determinacion del gen candidato

Para conocer si la region comprendida entre los microsatélites Xgwm459
y Xgwm334a del cromosoma 6A de las lineas progenitoras es portadora de
genes NAC, se efectuaron busquedas en bases de datos disponibles on-line.
Se utilizé la base de datos URGI (http://wheat-urgi.versailles.inra.fr/Seq-
Repository), plataforma bioinformatica que pertenece a la unidad de

investigacion del Departamento de Mejoramiento Vegetal del INRA, Francia.
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Dado que existen varios genes NAC alineados con el fragmento del
cromosoma 6AS comprendido entre los marcadores Xgwm459 y Xgwm334a,
se busco una secuencia consenso mediante BLAST en la base de datos URGI.
Se encontré una secuencia homéloga al gen NAC consenso dentro de uno de
los contigs (segmentos contiguos solapados) correspondientes al cromosoma
6AS (>gnl|IWGSC_6AS|IWGSC_chr6AS_ab_k71_contigs_longerthan_200_
4397602).

Se comprobd que la secuencia consenso obtenida corresponde a un gen
expresado en trigo, mediante la herramienta BLAST (del inglés Basic Local
Alignment Search Tool), en la base de datos del NCBI (National Center for
Biotechnology Information: www.ncbi.nlm.nih.gov), especificamente dentro de
las secuencias reportadas de ESTs y ARN. Asi, se identificaron varias
secuencias expresadas en trigo con un 100% de homologia con la encontrada
en el cromosoma 6AS. Por lo tanto, con la certeza de que los genes
encontrados se expresan, el estudio se focalizdé en el analisis de la expresion
de estos genes mediante RT-qPCR.

El gen candidato con el que se inici6 este estudio, corresponde a un
regulador denominado NAC2 que fue identificado en Triticum aestivum cultivar
Triticale 76 (Gen Bank HQ630372.1).

Para el diseno de los primers o cebadores se utilizd la herramienta

Primer-BLAST del NCBI que utiliza el programa Primer3 para su disefio y luego
los somete a una busqueda en la base de datos de secuencias seleccionada
utilizando el algoritmo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, Altschul et
al., 1990), con el objetivo de verificar la amplificaciéon unicamente del fragmento
deseado. Como blanco de la busqueda se utiliz6 a la secuencia del genoma
completo de Triticum aestivum.

Se establecié que los primers debian reunir las siguientes condiciones:
1) longitud entre 17 y 28 nucleétidos, 2) contenido de G-C entre 40 y 60%, 3)
temperatura de fusién (Tm) entre 55 y 80 °C, 4) terminaciones 3' no
complementarias para evitar la formacion de dimeros y 5) sin secuencias auto-
complementarias para evitar la formacién de estructuras secundarias. Bajo

estos requisitos se hallaron diez juegos de primers o cebadores compatibles
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que podrian amplificar en la regién flanqueante a los microsatélites Xgwm459 y
Xgwm334a (Figura 1).
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Como control interno se seleccion6 el gen 18S ARNr, cuya homologia

con el trigo fue del 100% (Figura 2) y cuyos primers fueron:

Primer F: TGCAACAAACCCCGACTTCT
Primer R: CCTTGGATGTGGTAGCCGTT

a. PrimerF.
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b. PrimerR.
IDescriptions
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Triticum aestivarm 188 rRMNA gene for 188 ribosamal RMA, strain My-15 401 4001 100% 0003 AJ2T2181.1
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Figura 2. Busqueda de primers para amplificar el gen 18S ARNr en trigo.

Las letras F y R al final de la denominacién del primer indican su ubicacién en la posicién

“forward” (directa) o “reverse” (inversa) sobre la secuencia a amplificar.

Estudio de la expresion del gen NAC2 mediante RT-gPCR

A partir de la secuencia consenso determinada a partir de la busqueda
de genes NAC en trigo (Figura 3), se alined ésta en el cromosoma 6AS de la
misma especie. Luego se construyeron los primers necesarios para amplificar

esta secuencia en los genotipos analizados (M y P).
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>consenso_nacs
ACTGCGGNCANGTCGATGCCGGCGGCGACGCGGCGGGAGAGGGGCGCGEGGGGCGGAGCTCAACCTGCCGCCGGGCTTC
CGGTTCCACCCCACGGACGAGGAGCTNGTCGCGCACTACCTCTGCCGCAAGGCCGCCGGCGAGCCCATCCCCGTCCCC
ATCATCGCCGAGGTCGACCTCTACAAGTTCGACCCCTGGGAGCTCCCGACAGGGCCCTNTTCGGCGANAAGGAGTGGT
ACTTCTTCACCCCGCGNGACCGCAAGTACCCCAACGGCTCCCGCCCCAACCGCGCCGCCGGGTCCGGCTACTGGAAGG
CCACCGGCGCCGACAAGCCCGTCGTCGCCCCCGCGGCGGGAGGACCNTNGGCATCAAGAAGGCGCTCGTCTTCTACGC
CGGCAAGGCGCCCAAGGGCGTNAAGACCGACTGGATCATGCACGAGTACCGCCTCGCCGACGCCGALCCGLGLCGLLGL
CGCAAGAAGGNCTCCCTCAGGTGGACGACTGGGTGCTTGCGCGGTGCACCCCCGGCGGTCGGACTCGACAACCCCTCG
TTGGAGGACGACCTGCTCTACCCCTCCCTCTTCAACANGACCGGCGGCAGGGGGAGGCAGCCCGCCGCCGGCCGCAAG
CCGGCGCCCTTTGAGCCGCGACGGGGACCGTCCGCGCCATGNCGAGNTCGACGGAGGTGGAGNNGCCGACGTCATG

>gnl|IWGSC_6AS|IWGSC_chr6AS_ab_k71_contigs_longerthan_200_4397602
Figura 3. Secuencia consenso de los genes NAC del cromosoma 6AS

del trigo.

De los diez juegos de primers disefiados (Figura 1), el primer 2 permitio

llevar adelante la amplificacion exitosamente (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas del primer utilizado para amplificar el gen candidato.
Secuencia 5°-3°, cantidad de bases, temperatura de fusién (T°m) y porcentaje
de bases G-C (% GC)

Secuencia (5' - 3') g:ggizg T°m % GC

Primer 2F * | GAGGGCCTGTTCACAGCAGA 20 62.12  60.00

Primer 2R | AGCCAGTTGAACGGGGTTGA 20 61.99 55.00
Longitud del producto 140

* Las letras F y R al final de la denominacion del primer indican su ubicacion en la posicion

“forward” o “reverse” de la secuencia a amplificar.

Las reacciones de RT-qPCR se realizaron en el equipo Stratagene
Mx3000P (Qiagen) perteneciente a la Catedra de Tecnologia y Sanidad de los
Alimentos, Facultad de Ciencias Veterinarias, UNLP.

Para la reaccion se trabajé con el kit Q-MixGreen' siguiendo el protocolo
recomendado. Para un volumen final de 25 pl, se agregaron 10 ul de Q-
MixGreen, 0,5 U de ADN Taq Polimerasa (Kapa Biosystems), 1 ul de cada
primer (F y R, stock 10 uM), 2 ul de ADNc y H,O hasta completar el volumen
indicado.

1 Gentilmente provisto por el Dr. Martin Abba, Centro de Investigaciones Inmunolégicas
Basicas y Aplicadas (CINIBA), Facultad de Ciencias Médicas, UNLP.
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Las condiciones de amplificacion fueron 10 min a 95 °C, seguido por 40
ciclos de 30 seg a 95 °C, 30 seg a 60 °C y 30 seg a 72 °C, con una extension
final de 10 min a 72 °C. A continuacién, se generaron las curvas de disociacion
o melting mediante la adicion de un ciclo de 70 °C hasta 95 °C, con
incrementos de 1 °C cada 30 seg. Se realiz6 un control negativo en cada
mezcla de reaccion, utilizando agua destilada en lugar de ADNc. Cada reaccion
se realiz6 por triplicado.

Normalizacién de resultados

Los resultados de la amplificacion mediante RT-qPCR se obtuvieron
luego de la estandarizacién de diluciones seriadas de un mix de las muestras
de ADNg, el cual reunia la totalidad de tratamientos aplicados en cada linea. La
eficiencia de la reaccion de amplificacion se calculdé segun la medicion del Ct
de cada dilucion del ADNc, este ultimo valor correlacionado linealmente con el
logaritmo de la cantidad de ADNc (curva estandar).

Luego, en base a la pendiente de esta curva se calcul6 la eficiencia de

amplificacion (E) del gen en cuestién, segun la formula (Higuchi et al., 1993):
E=10 (-1 / pendiente)

El método elegido para el célculo de la expresion diferencial fue el de
Pfaffl (Pfaffl, 2001) debido a que, aun en el caso de que las eficiencias de
amplificacion del gen candidato (NAC2) y del gen de referencia (18S) fueran
similares, este método resulta mas preciso. EI mismo consiste en el calculo de
la proporcion de expresion relativa (R) de ambas eficiencias afectadas por el

diferencial de Ct entre los controles y las muestras problema, segun:

ACt candidato (cOntrol-muestra)
(E candidato )

ACt referencia (control-muestra)
(E referencia )

(Pfaffl, 2001)
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donde E es la eficiencia de la amplificacion del gen candidato y del de
referencia, ACt la diferencia entre el valor de Ct del tratamiento control o testigo
y las muestras de cada tratamiento en particular.

De este modo, la correccion en relacion al gen de control interno (gen de
referencia) permite eliminar variaciones debidas a errores de pipeteo,
degradacion parcial del ARN o diferencias en la eficiencia de la
retrotranscripcion a ADNc.

El calculo de R para cada tratamiento y por cada genotipo (M y P) se
realizd por triplicado. Se efectud el andlisis de la varianza (ANOVA) en cada
linea para comprobar si existian diferencias significativas entre los
tratamientos. Luego se realiz6 el test de Fisher de diferencias minimas
significativas (LSD) para determinar entre qué tratamientos se encontraban
esas diferencias, con un nivel de significancia del 0,05. Para la totalidad de los

analisis se empleo el programa Statistica (StatSoft Inc, 2005).

Resultados

La calidad y cantidad del ARN fue corroborada en un gel de agarosa
(1%) y el revelado fue realizado con bromuro de etidio. Ademas, el rendimiento
en ARN fue cuantificado segun su concentracion (ng/ pl), mientras que la
relacion de absorbancia 260/280 permitié apreciar valores 6ptimos de este
ultimo parametro de entre 1,8 y 2,1 en la totalidad de las muestras (Tabla 2).
Luego por transcripcion inversa se obtuvo el ADNc de cada muestra para iniciar

el estudio de expresion del gen NAC2.
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Tabla 2. Concentracion (ng/ pl) y relacion de absorbancia 260/280 del ARN

total por muestra.

Muestra Descripciéon Concentracion Relacién de
N° (ng/ pl) Abs. (260/280)
1 PE 1074 2,097
2 ME 1018 2,094
3 PA 805 2,079
4 MA 1202 2,088
5 PP 734 2,02
6 MP 564 2,026
7 PT 334 1,861
8 MT 605 2,038

PE, PA, PP, PT: linea P con ET, con ABA, con pulgén, testigo, respectivamente; ME, MA, MP,

MT: linea M con E, con ABA, con pulgdn, testigo, respectivamente.

RT-gPCR

La curva de disociacion de la RT-gPCR mostré que la totalidad de las
muestras analizadas dieron un unico pico, lo cual indica que se obtuvo un solo
producto puro y que no se formaron dimeros (Li et al., 2012). Esto pudo
observarse en las curvas de disociacion del gen control (18S) (Figura 4) como
en la correspondiente al gen de interés o candidato (NACZ2). En el caso del gen
NAC2 se realiz6 una corrida preliminar con la totalidad de las muestras
reunidas en un mix (Figura 5) y luego se corri6 cada muestra en forma
independiente. Por ultimo, fueron consideradas validas aquellas curvas de
amplificacion que mostraron valores de Ct muy préximos para las tres réplicas

de la misma muestra (Figura 6).
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Figura 4. Curva de disociacion del gen 18S. La totalidad de las muestras se
observan por separado, una por linea graficada.

Eje de las abscisas indica Temperatura (°C). Eje de las ordenadas indica
Fluorescencia.

Figura 5. Curva de disociacion del gen NAC2 para la totalidad de las muestras

de cADN reunidas en un mix.

La linea azul muestra la curva correspondiente a un mix de cADN que reunio a
las 8 muestras en estudio. La linea roja muestra una dilucién 10”" de dicho mix.
La linea verde corresponde al blanco del ensayo (agua en lugar de cADN).
Eje de las abscisas indica Temperatura (°C). Eje de las ordenadas indica
Fluorescencia.
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Figura 6. Curva de amplificacién del gen NAC2 en la linea M, tratada con ET.

Las tres lineas se corresponden con las tres réplicas de idéntica muestra (ME).
Eje de las abscisas indica el numero de ciclos. Eje de las ordenadas indica
Fluorescencia.

Los valores del Ct de cada muestra y tratamiento fueron obtenidos por
triplicado y luego promediados. Se calculd el coeficiente de variacion (CV%) y
el diferencial del valor de cada Ct promedio en relacién con los respectivos
testigos (Ct) (Tabla 3).

Tanto en el caso del gen control (18S) como del gen candidato (NAC2),
pudo observarse que todos los tratamientos hicieron disminuir los valores del
Ct respecto de los testigos, en ambas lineas (M y P). Como excepcién se
destaca una mayor expresion ( ACt = 1,15) del gen NAC2 cuando la linea M

fue tratada con etileno (Tabla 3).

Tabla 3. Ct promedio, coeficiente de variacion (CV%) y diferencial de Ct de los
tratamientos respecto de los testigos, para el gen control (18S) y el gen de

interés (NAC2), en las lineas My P.

. . /\Ct
Linea M Ct promedio (n = 3) CV %
Gen 18S
Testigo 23,86 0,24
ET 13,25 2,72 -10,61
ABA 13,56 0,62 -10,3
Pulgén 17,15 1,24 -6,71
Gen NAC2

Testigo 27,93 0,10
ET 29,08 0,39 1,15
ABA 18,23 1,78 -9,7
Pulgén 28,875 0,17 0,945
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(CONTINUACION)

Linea P
Gen 18S
Testigo 23,085 6,77
ET 11,5 6,15 -11,585
ABA 16,095 0,57 -6,99
Pulgén 15,785 4,08 -7,3
Gen NAC2
Testigo 28,67 0,88
ET 16,64 1,78 -12,03
ABA 22,01 0,06 -6,66
Pulgén 28,57 0,15 -0,1

Mediante el trazado de la curva estandar de los valores del Ct respecto
del contenido de ADNc (expresado en forma logaritmica) se obtuvieron
coeficientes de determinacion (R?) de 0,9872 y 0,9281 para los genes 18S y
NAC2, respectivamente (Figura 7). Ambos valores indican un buen ajuste del

modelo.
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Figura 7. Curva estandar del Ct de los genes control (18S) y candidato (NAC2)

respecto del contenido de cADN (expresado en forma logaritmica).

Luego, a partir de las curvas estandar obtenidas para cada gen, se
dedujeron las respectivas eficiencias de amplificacion (E) en base a la

pendiente de la recta obtenida:

Gen 18S E=214
Gen NAC2 E =2,58

Ambos valores indican que, en cada ciclo de amplificacion, la cantidad de
ADNc aumenté en mas del doble respecto del ciclo anterior, concretamente
2,14 y 2,58 veces para los genes 18S y NAC2 respectivamente. Debido a que
las eficiencias de amplificacién del gen candidato (NAC2) y del gen de
referencia (18S) fueron diferentes, se corrobora que en este caso el método de

Pfaffl fue el adecuado para el calculo de la expresién diferencial del gen NAC2.
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Segun los analisis de la varianza (ANOVA) se encontraron diferencias
muy significativas entre los tratamientos hormonales y con pulgones, tanto en

la linea M (Tabla 4) como en la linea P (Tabla 5).

Tabla 4. ANOVA de los tratamientos hormonales y con pulgdn en la linea M.

Fuente de variacion CM F p
Tratamientos 7,24 27,09*** 0,004
Error 0,27

CM: cuadrado medio
***: p <0,001

Tabla 5. ANOVA de los tratamientos hormonales y con pulgén en la linea P.

Fuente de variacion CM F p
Tratamientos 72,24 24,82*** 0,005
Error 2,91

CM: cuadrado medio
*** p <0,001

Luego, segun el test de diferencias minimas significativas (LSD) de
Fisher, la expresion relativa (R) del gen NAC2 mostré diferencias significativas
en el caso del tratamiento con ABA en la linea M, con una sobreexpresion
relativa respecto de su testigo. Por el contrario, ni el tratamiento con ET ni la
infestacion con pulgén se diferenciaron estadisticamente del testigo para la
linea M (Figura 8). En el caso de la linea P tratada con ET, el gen NAC2 se
sobre-expreso significativamente respecto de su testigo, segun el test de
Fisher. Los tratamientos con ABA y pulgdon no evidenciaron diferencias

significativas respecto del testigo (Figura 8).
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Figura 8. Expresion diferencial (R) del gen NAC2 en las lineas M y P sometidas
a los tratamientos con ET, ABA, pulgones y en los testigos.

Letras diferentes indican diferencias significativas (P <0,05) en la expresion relativa del gen

NAC2, segun el test de diferencias minimas significativas de Fisher.

El tratamiento con pulgdn ruso no generd expresion diferencial del gen
NAC2 en ninguna de las lineas analizadas. En ambos genotipos infestados la
expresion de este gen fue similar a los respectivos testigos (Figura 8).

Por ultimo, los resultados encontrados permiten distinguir a ambos
genotipos ante la expresion de un gen que se relaciona con la transcripcion en
situaciones de estrés. Es asi como el ABA afecta la expresion del gen NAC2 en
la linea M, aunque no asi en la linea P. Por el contrario, el tratamiento con ET

s6lo genero expresion diferencial en la linea P, pero no en la M.

Discusion

Es conocida la relacion que existe entre los genes NAC vy la resistencia
al estrés. Varios autores reafirman el rol de los factores de transcripcion NAC
en las respuestas defensivas de las plantas, ante la accion de diferentes
organismos patogenos e insectos picadores (Nuruzzaman et al., 2013). Por
otro lado, aplicaciones exdgenas con fitohormonas como AJ, AS y ET han
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demostrado ser también inductoras de genes NAC en varias especies (Tran et
al., 2004; Hu et al., 2006; Sindhu et al., 2008; Lu et al., 2007; Nakashima et al.,
2007; Yokotani et al., 2009; Zheng et al., 2009; Xia et al., 2010a y 2010b; Yoshii
et al., 2010; Nuruzzaman et al., 2012b).

Existen numerosos ejemplos de la relacion de las fitohormonas sobre la
expresion de los genes NAC, como es el caso del gen AtINAC2 afectado por
auxinas y ET (Xie et al., 2000; He et al., 2005) o el gen OsNACS influenciado
por aplicaciones de ABA (Sperotto et al, 2009). Ademas, elgen
0s05g34830 fue activado por el tratamiento con ABA a nivel de las raices, en
una linea tolerante de arroz sometida a inundacion (Nuruzzaman et al., 2012a).

En trigo, el gen TaNAC4 se comporta como un activador de la
transcripcion relacionado con la respuesta al estrés, tanto bidético como abidtico
(Xia et al., 2010a). Ademas, se encontré que los transcriptos del gen SINAC,
acumulados principalmente en espigas/ espiguillas jovenes de trigo y arroz,
fueron inducidos por deshidratacion, salinidad, tratamientos con etileno y metil
jasmonato (Distelfeld et al., 2012). Por otro lado, el complejo grupo de factores
de transcripcion constituido por los genes NAC incide sobre las respuestas de
sefalizacion y colaboran en el mantenimiento homeostatico de las células
(Fujita et al., 2006; Miller et al., 2008). Por ejemplo, los genes ANAC019y
ANACO055 tienen que ver con la regulacion mediada por ABA y AJ (Greve et al.,
2003; Bu et al., 2008, 2009; Jensen et al., 2010). Dentro de la familia de los
factores de transcripcion ATAF, ATAF1 actua como regulador negativo en la
sefalizacion mediada por ABA, aunque induce genes relacionados con las
defensas asociadas a la via del AJ/ ET (Jensen et al., 2008). Por el contrario, la
expresion del gen ATAF2 se indujo mediante la deshidratacién, asi como por
tratamientos con AJ y AS (Delessert et al., 2005). Por lo tanto, un gen NAC
puede funcionar como regulador de numerosos y diversos procesos, asi como
también modular la interaccion entre los componentes de las rutas metabdlicas
implicadas (Nuruzzaman et al., 2013).

Es de destacar el hecho de que un solo gen NAC sea capaz de
responder a varios factores de estrés, ya que sus productos proteicos regulan
positiva o negativamente numerosos procesos que modulan la tolerancia al

estrés, tanto bidtico como abidtico.
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Al igual que la sobreexpresion diferencial de numerosos genes NAC
reportada en arroz ante aplicaciones exdégenas de ABA (Nakashima et al.,
2007; Nuruzzaman et al., 2012), el tratamiento con ABA en la linea M del trigo
provocd una sobreexpresion del gen NACZ2 tres veces mayor que los demas
tratamientos y su testigo. Es decir, que la induccion de este gen tuvo una
respuesta exclusiva en este genotipo y sélo por efecto del tratamiento hormonal
con ABA, ya que las aspersiones con ET y las infestaciones con afidos no
mostraron expresion diferencial respecto de los testigos.

Esta diferencia encontrada en la linea M a nivel de la expresién génica
por efecto del tratamiento con ABA no se relaciona con las determinaciones del
contenido de clorofila, el peso seco y el rebrote, mediciones que no
evidenciaron diferencias entre ambas lineas P y M. En la linea P tampoco varié
la expresion del gen NACZ2 luego del tratamiento con ABA, respecto del testigo.

La linea P que habia sido caracterizada como susceptible frente al
tratamiento con ET, mostr6 ademas una marcada sobreexpresion del gen
NAC2. Plantulas de esta linea habian demostrado una notable disminucion en
la tasa de crecimiento del coleoptilo por efecto del tratamiento con ET respecto
del testigo (Capitulo 3), razoén por la cual la linea P fue caracterizada como
susceptible. Por otro lado, cuando el mismo genotipo fue tratado con ET se
observo una sobreexpresion doce veces mayor del gen NAC2 en comparacion
con el testigo, en el estado de segunda hoja expandida. De este modo podria
concluirse que la mayor expresion del gen NAC2 producto del tratamiento con
ET es también consecuencia de su mayor susceptibilidad a este tratamiento, la
cual se mantiene desde el estado de coleoptilo hasta que la planta se halla con
su segunda hoja expandida. En definitiva, se destaca la importancia de
relacionar los resultados de la expresion de los genes a los estados fenologicos
de las plantas en cuestion, asi como también con el tejido a partir del cual se
extrajo el ARN objeto de estudio.

El dafo provocado por el pulgdn ruso sobre las lineas estudiadas no
modifico la expresidon del gen NAC2. Es asi que puede concluirse que las vias
metabdlicas activadas en las plantas ante la accion de este insecto, en favor de
encender sus sistemas defensivos, no involucran la expresion de este gen en

particular. Ademas, los resultados obtenidos en este estudio indican que la
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tolerancia al pulgon ruso no se relacionaria con los mecanismos de defensa
encendidos por las plantas cuando estos genotipos son tratados con ABAy ET.

La identificacion de las funciones de las proteinas NAC en los procesos
de estrés bidticos y abidticos es un desafio para los proximos afos, asi como la
individualizacion de la interaccidon proteina NAC — gen blanco que se enciende
en condiciones de estrés especificas (Nuruzaman et al., 2013). En este sentido,
se ha demostrado que el gen NACZ2 actua en respuesta al estrés inducido por
las vias del ET y del ABA en las lineas de trigo analizadas.

Las diferencias encontradas en la expresion del gen NAC2 en respuesta
a los tratamientos hormonales, en las dos lineas recombinantes dihaploides de
trigo, indican que esa pequefia porcion de la region telomérica del cromosoma
6AS esta relacionada con este comportamiento diferencial. EIl gen NAC2
localizado en dicha region se expresa de manera diferencial, tanto entre
tratamientos como en los genotipos de las lineas M y P estudiados. En
definitiva, en base a los resultados obtenidos se podria afirmar que las
respuestas contrastantes halladas entre los progenitores, ante los tratamientos
con ABA y ET, estarian reguladas por esa estrecha porcién flanqueada por los
microsatélites Xgwm459 y Xgwm334a que representa la unica porcion variable
entre ambos genotipos. En conclusion, esa porcién flanqueada por dichos
microsatélites sobre el cromosoma 6AS, Unica porcion que puede explicar la
variabilidad entre ambos genotipos, seria la responsable de la expresion
diferencial encontrada entre ambas lineas.

Queda pendiente aun conocer exactamente la posicion del gen NAC2 en
el cromosoma 6A respecto de los microsatélites. El proyecto genoma del trigo
que se lleva a cabo actualmente por un consorcio internacional establece que
en el corto plazo se terminaran de ensamblar los fragmentos (contigs) del
cromosoma 6A y el mapa completo del trigo estara disponible. La publicacion
del mapa gendmico del trigo permitiria conocer qué otros genes importantes se
encuentran en esta region y validar mediante estudios de expresion genética su

posible influencia en las diferencias fenotipicas halladas entre las dos lineas.
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Conclusiones

- La linea M evidencio la sobre-expresiéon del gen NAC2 por efecto del ABA,
mientras que en el caso de la linea P se observo por efecto del ET.

- El ataque del pulgdén no provoca mermas ni incrementos en la expresion del
gen candidato, lo que estaria poniendo en evidencia la tolerancia de estas
lineas progenitoras al afido.

- La tolerancia a pulgén ruso no estaria mediada ni por ET, ni por ABA.

- La publicacion del mapa completo del trigo permitira avanzar con la
localizacion del gen NAC2 en relacion con los microsatélites Xgwm459 y
Xgwm334a en el cromosoma 6AS del trigo. La identificacion del gen NAC2
como gen regulador involucrado con la tolerancia de ciertos individuos al estrés
biético, permitira su empleo como marcador altamente asociado en la seleccion

de genotipos tolerantes.
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Conclusiones generales

Se lograron los objetivos propuestos, en el desarrollo de esta tesis:
- se inicio la caracterizacion de un grupo de lineas DHR a nivel de proteinas
isoenzimaticas.
- se determiné que el tratamiento con la hormona ET generé mayor variacion
en el patron de estearasas reveladas en parte aérea de los materiales
evaluados.
- Luego, a partir del analisis de las dos lineas de trigo (M y P) seleccionadas
por ser contrastantes para los marcadores Xgwm334a y Xgwm459, ambos
ubicados en el cromosoma 6AS, se establecié que la linea M fue tolerante ante
el tratamiento con ET. Por el contrario, la linea P se caracterizé como
susceptible al ET debido a su menor tasa de crecimiento del coleoptilo.
- Posteriormente, en las generaciones F, y F3 se evidencié la variabilidad
esperada en la tasa de crecimiento del coleoptilo por efecto del ET, habiéndose
obtenido individuos tolerantes, medios y susceptibles.
- En la evaluacién de los sistemas antioxidantes acido ascérbico y peroxidasas,
el grado de tolerancia al estrés bidtico no se relacioné con una actividad
diferencial del acido ascorbico en respuesta a dicho estrés, ni por un mayor
contenido intrinseco de peroxidasas para las lineas y las condiciones
ensayadas.
- Ademas, se pudo demostrar que las defensas fueron inducidas a partir de un
grupo de plantas F3 caracterizado de acuerdo a su crecimiento diferencial luego
de los tratamientos exdgenos con las hormonas AJ y ABA, mediante los
cambios observados en el contenido de clorofila y en el rebrote pos corte.
Aquellas plantas que evidenciaron valores superiores al de sus testigos en
estos parametros serian las que lograron encender sus sistemas de defensa
eficientemente, sobreponerse al mayor costo metabdlico que implica el
mantenimiento de dicho sistema y, en consecuencia, crecer diferencialmente.
- Finalmente, puede afirmarse que los genes responsables del crecimiento
compensatorio fueron inducidos por la aplicacion externa de las fitohormonas
AJy ABA.
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A partir de lo expuesto, se pudo comprobar la hipotesis que planteaba
que los genes que aportan al crecimiento compensatorio son inducibles
por tratamientos exégenos con fitohormonas.

Por otro lado, la induccion de las defensas de las plantas por efecto del
pulgdn ruso fue evaluada a través de los cambios en el contenido de clordfila,
la tasa de crecimiento, el peso fresco, el estriado y el enrollamiento de las hojas
de las distintas generaciones filiales. Se pudo comprobar que la accion del
pulgdn ruso sobre las lineas progenitoras M y P y sobre sus descendientes Fqy
F. afectd diferencialmente los parametros de crecimiento de estos genotipos.
Por lo tanto, se comprueba la hipétesis formulada en tanto que puede
afirmarse que los genes responsables de crecimiento compensatorio son
inducidos por la infestaciéon con el pulgén ruso del trigo.

Ademas, dado que los progenitores M y P a partir de cuyo cruzamiento
se obtuvieron las filiales evaluadas solo se diferencian en ser contrastantes
para los microsatélites citados, se comprobo6 que los genes que determinan el
crecimiento compensatorio bajo infestacion se ubican en las mismas
regiones cromosoémicas que aquellos genes que son elicitados por
hormonas, siendo activados por estos.

Por ultimo, se pudo comprobar que la aplicacion exdgena de los
tratamientos hormonales en su rol de inductores de defensas propias del estrés
bidtico, modificd la expresion del gen NAC2. La sobreexpresion de dicho gen
por efecto del ABA en la linea M y por efecto del ET en la linea P permite
suponer que este factor de transcripcion que funciona en la regién promotora
del/de los gen/genes flanqueantes a los marcadores Xgwm334a y Xgwm459 en
el cromosoma 6AS estarian regulando el comportamiento diferencial de ambas
lineas ante los tratamientos aplicados.

En definitiva, la hipotesis que planteaba que los genes que aportan al
crecimiento compensatorio pueden ser mapeados y secuenciados se
pudo probar parcialmente. A través del estudio de la expresion del gen NAC2
se comprobd que dicha expresion se ve afectada diferencialmente por los
tratamientos hormonales en las lineas M y P. Dado que el mapa del trigo no
esta aun disponible y que sblo se ha logrado obtener informacién mediante
alineamientos on line y a través de las secuencias de los contigs sin ensamblar,

no se tiene certeza de la secuencia exacta del gen/ de los genes flanqueados
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por los marcadores Xgwm334a y Xgwm459. Sin embargo, se puede asegurar
que un factor de transcripcion NAC estaria actuando en la region
reguladora del/de los gen/genes abarcados en el fragmento comprendido
entre los marcadores microsatélites citados.

Finalmente, la identificacion del gen NAC2 cercano a los microsatélites
Xgwm459 y Xgwm334a en el cromosoma 6AS del trigo permitira su empleo
como marcador altamente asociado para la identificacion de plantas tolerantes
al estrés.

La utilizacion de las defensas de las plantas en la mejora de los cultivos
resulta promisoria desde el punto de vista ecoldgico. El hecho de comprender
la naturaleza de la expresidn de los genes relacionados con las caracteristicas
defensivas de las plantas sera de importancia en la identificacion de plantas
cultivadas tolerantes a los herbivoros, con la consecuente disminucion de
pesticidas toxicos empleados normalmente para el control de las plagas en los

cultivos.

201



	Resumen
	Abstract
	Generalidades del trigo
	El cultivo del trigo en la Argentina. Distribución
	Perspectivas a futuro del cultivo de trigo

	Taxonomía del trigo
	Breve descripción morfológica de la planta
	El genoma del trigo
	Generalidades acerca de los sistemas de defensa de las plantas
	El concepto de la tolerancia de las plantas frente a insectos plaga

	Del mejoramiento tradicional del trigo a la mejora asistida por marcadores moleculares
	Marcadores microsatélites
	Marcadores microsatélites en trigo pan
	Microsatélites ubicados en el cromosoma 6A del trigo

	Hipótesis
	Objetivos generales
	Objetivos particulares
	Bibliografía
	Introducción
	Las estearasas como sistema isoenzimático

	Materiales y métodos
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Bibliografía
	Introducción
	Moléculas antioxidantes
	Ácido ascórbico y glutatión
	Peroxidasas


	Materiales y métodos
	Determinación de la actividad peroxidasa mediante espectrofotometría. La actividad de peroxidasas fue determinada a partir de la capacidad de éstas de oxidar el ácido pirogálico formando el compuesto coloreado purpurogalina (Puntarulo et al., 1988). L...

	Resultados
	Determinación del contenido de ácido ascórbico mediante HPLC
	Determinación de la actividad peroxidasa mediante espectrofotometría

	Discusión
	Conclusiones
	Bibliografía
	Los mecanismos celulares y moleculares de la acción del etileno
	ET como hormona elicitada en condiciones de estrés

	Materiales y métodos
	Resultados
	Líneas progenitoras madre (M) y padre (P)
	Primera filial (F1)
	Segunda filial (F2)
	Tercera filial (F3)

	Discusión
	Conclusiones
	Bibliografía
	Introducción
	Los áfidos
	El pulgón ruso del trigo
	Manejo de la plaga
	Genética de la tolerancia/ resistencia al pulgón ruso

	Materiales y métodos
	Determinaciones realizadas

	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Bibliografía
	CAPÍTULO 5.
	Estudio de la tolerancia al ácido jasmónico y al ácido abscísico en plantas F3
	Introducción
	El ácido jasmónico
	El ácido abscísico
	Contenido de clorofila y tolerancia al estrés

	Materiales y métodos
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Bibliografía
	Introducción
	PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR)

	Materiales y métodos
	Determinación del gen candidato
	Estudio de la expresión del gen NAC2 mediante RT-qPCR
	Normalización de resultados


	Resultados
	RT-qPCR

	Discusión
	Conclusiones
	Bibliografía
	Conclusiones generales

