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RESUMEN

En este trabajo se presentan evidencias que avalan la hipotesis de que la
sobreexpresion del gen de arginina descarboxilasa (ADC) incrementa los niveles
endogenos de poliaminas (PAs) favoreciendo la tolerancia de Lotus tenuis a estrés
osmotico.

En una primera etapa, se desarrolld un sistema de regeneracion basado en el
cultivo in vitro de laminas foliares a partir del cual se elabor6 un procedimiento de
transformacion indirecta mediada por Agrobacterium tumefaciens, obteniéndose varias
lineas transgénicas portadoras de la secuencia de arginina descarboxilasa bajo el control
del promotor RD294 (RD29A::0atADC); las que resultaron fértiles, capaces de producir
semillas y no presentaron alteraciones fenotipicas en relacion al genotipo salvaje en
condiciones Optimas de crecimiento. Posteriormente, se evalud la funcionalidad de la
expresion génica mediante la imposicion de estrés hidrico y salino a plantas enteras que
crecian en macetas bajo condiciones ambientales controladas determinandose que: 1) El
gen promotor RD29A es capaz de dirigir la expresion del gen gus en tallos y hojas de
plantas sujetas a condiciones de estrés osmatico (sequia, salinidad 6 frio). 2) Las plantas
transgénicas ADC expresaron actividad de la enzima arginina descarboxilasa en
situaciones osmoticas desfavorables y presentaron acumulaciéon de putrescina libre
inducible por sequia. 3) Como resultado de una mayor actividad enzimatica ante
condiciones de déficit hidrico, éstas presentaron un mayor contenido relativo de agua en
sus brotes respecto al genotipo salvaje, denotandose un elevado ajuste osmotico y
modificacion del destino de los fotoasimilados favoreciendo el crecimiento de raices en
desmedro de la parte aérea. 4) Las plantas ADC presentaron una mejor performance en
condiciones de salinidad, observandose un menor contenido de Na“ en raices
(acumulandose principalmente en hojas) concurrentemente con un incremento
significativo del nivel de K'; hecho por el cual, la relacién Na'/K' en este 6rgano se
mantuvo practicamente invariable, contribuyendo a una menor abscision foliar, mayor
brotacién y crecimiento radicular.

A partir de los resultados obtenidos tres lineas de evidencia confirman la
hipotesis inicial y apoyan las siguientes hipdtesis parciales. Que las PAs estan
involucradas en el mecanismo de defensa de la planta ante situaciones de estrés hidrico
y salino. Que las PAs en tales circunstancias mejoran el estado hidrico en células y

tejidos de la parte aérea y controlan la homeostasis i6nica en el ambito de las raices.



Que las PAs modifican la relacion fuente/destino favoreciendo el crecimiento y

desarrollo de raices.



ABSTRACT

This study was performed in Lotus tenuis and presented evidences which support
the hypothesis that polyamines (PAs) improve the tolerance to osmotic stress.

In the first step, a protocol for the production of transgenic plants was developed
for Lotus tenuis via Agrobacterium-mediated transformation of leaf segments co-
cultivated with an strain harbouring either the binary vector pBi RD29A:o0at arginine
decarboxylase (ADC) or pBi RD29A:GUS. Transgenic plants were shown to be fertile,
capable of producing seeds and showed no phenotypic alterations in relation to
untransformed plants. Subsequently, with the aim to determine the functionality of the
gene expression, several plants were subject to either water or salt stress under
controlled environmental conditions. The GUS transgenic line driven by the RD29A
promoter showed that strong signals of osmotic stress were detected in leaves and stem
tissues. The increase in the activity of arginine decarboxylase from stressed ADC lines
was accompanied by a significant rise in the putrescine level under drought. The
transgenic plants improved the relative water content of the leaves showed a higher
osmotic adjustment respect to the wild type and enhanced the growth and development
of roots. Furthermore, the salt stressed ADC-lines revealed a lesser amount of Na"
content in the roots concomitantly with a substantial increase of K level keeping stable
the Na'/K " ratio.

From these results, three sorts of evidences confirm the initial hypothesis and
support the following partial ones. First, that PAs are involved in the plant mechanisms
of tolerance to drought and salt stress. Second, that PAs improve the relative water
content in leaves subject to dehydration and recover the Na'/K " ratio in the roots of salt
stressed plants. Third, that PAs altered the sink-source relationship under both stresses

lead to enhance the root system.
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CAPITULO 1

Mecanismos de percepcion, traduccion de la sefal y

adaptacion de la planta ante una situacion de estrés osmotico



1. Introduccion

A lo largo de su vida, las plantas se encuentran expuestas a constantes
variaciones y combinaciones de los elementos ambientales, denominados factores
abidticos, a la vez que interactiian con distintos organismos que componen los factores
bioticos. En tal escenario, éstas deben adaptarse a las condiciones imperantes a fin de
mantener su integridad estructural y funcional, requiriendo de optimas cantidades e
intensidades de los distintos factores que le permitan aplicar su “'modelo fisiologico
normal”” y expresar su crecimiento potencial. Las desviaciones a ese patron son
consideradas como reacciones suboptimas produciendo dafios debido a las variaciones
en la intensidad de los distintos factores, situaciones para las que se usa el término
estrés (Schulze et al. 2002). Segun Taiz (2003) el estrés se produce cuando un factor
externo, bidtico o abidtico, ejerce una influencia desventajosa sobre las plantas
induciendo a un cambio fisioldgico tal que como resultado del mismo, se produce una

reduccion en el crecimiento.

Las plantas usualmente experimentan estrés debido a la imposicion de ciertas
condiciones adversas propias del dosel que afectan su normal crecimiento, desarrollo y
productividad. Estas pueden ser ejercidas por otros organismos dando lugar al estrés
bidtico; o bien, se originan a partir de un déficit o exceso en el ambiente fisico y/o

quimico dando lugar al estrés abiotico (Bray et al. 2000).

Entre las condiciones ambientales (factores abiodticos) que causan dafios
podemos mencionar inundaciones, sequias, temperaturas extremas, salinidad,
disponibilidad de nutrientes en el suelo, exceso o falta de luz y ozono; considerandose a
las mismas como la principal causa de reduccion del rendimiento (Junge Hur et al.
2004). En tal sentido, se estima que la pérdida potencial de productividad por sequia,
salinidad y altas temperaturas rondarian el 17, 20 y 40% respectivamente (Ashraf ef al.

2008).

Cualquiera sea la causa que provoque estrés, la planta en respuesta al mismo,
modifica su expresion génica y metabolismo celular, alterando su crecimiento y
productividad. La duracion, severidad y velocidad a la cual el estrés es impuesto afecta
el modo en que la planta responde; asimismo, la coaccion simultanea de distintas
condiciones adversas induce una respuesta diferente de aquella que se originaria en

réplica a un solo tipo de estrés; estando éstas condicionadas por el 6rgano o tejido



afectado, estado de desarrollo y genotipo (Bray et al. 2000). Los mecanismos de
resistencia pueden ser agrupados en dos categorias: escape o evitacion (del inglés
avoidance), mediante el cual la planta evade el estrés, y tolerancia, a través de los
cuales ésta soporta la situacion adversa. Los vegetales pueden obtener tolerancia a
través de un mecanismo de adaptacion, adquirida por un proceso de seleccion a lo
largo de muchas generaciones fundada en la incorporacion de ciertos caracteres
constitutivos (por ejemplo, la presencia de estomas hundidos y sistemas radiculares
profundos en especies de regiones semidridas) que se expresan independientemente de
si la planta padece estrés o no; o bien, a través de un proceso de aclimatacion, como
consecuencia de ajustes inducidos en respuesta a cambios ambientales experimentados

previamente (Schulze ef al. 2002, Taiz y Zeiger 2003).

El mecanismo de respuesta a la situacion adversa inicia cuando la planta
reconoce el estrés a nivel de sus células (Fig. 1.1). Seguidamente, se activa la ruta de
traduccion de la sefal involucrada transmitiendo la informacidon primero a través de
células individuales y luego, extendiéndose al resto de la planta. Finalmente, cuando la
sefal llega al nacleo se produce un cambio en la expresion de los genes alterando el

metabolismo y desarrollo del vegetal.
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Fig. 1.1: Percepcion y sefalizacion de las variaciones ambientales que originan una situacion de estrés.
Tomado de Bray et al. 2000.

La transduccion de las senales se inicia con la percepcion de un estimulo, dado

por moléculas sensoriales especificas. Estos receptores, denominados osmosensores,



difieren en su modo de percepcion de la sefial, localizacion, estructura e identidad
dependiendo del tipo de estrés. Cambios en la presion de turgencia celular, alteraciones
en las paredes y volumen celular son senales fisicas, luego convertidas a sefiales
bioquimicas, que se generan en respuesta al estrés (Bray 2007). Se incluyen receptores
acoplados a proteinas G, quinasas (receptor-like kinases), tirosina-quinasas, histidina-
quinasas, receptores acoplados a canales i6nicos, hormonales y sensores de Ca" extra e
intracelular. El influjo de Ca®" e histidina-quinasas han sido identificadas en la respuesta
a bajas temperaturas. Ciertos estudios sugieren que una proteina G heterotrimérica esté
relacionada con la respuesta a ABA en células guardas; mutantes de Arabidopsis,
sometidas a estrés hidrico, son insensibles a la regulacion de la apertura estomatica

mediada por acido abscisico (ABA, Xiong e Ishitani 2006).

A partir de esta sefial se activa la cadena de transduccion, como una red
integrada, que amplifica la sefial inicial en la que participan mensajeros secundarios
como fosfato inositol (IP3), especies reactivas de oxigeno (ERO’s) que pueden modular
el nivel intracelular de Ca®", quien inicia una cascada de fosforilacion/desfosforilacion
proteica corriente abajo, donde se incluyen distintos tipos de sensores de Ca®”, que son
proteinas que decodifican sus sefiales y poseen un sitio de unién al Ca®* denominado
EF-hand: Calmodulinas (CaMs, CMLs), calcineurinas (CBLs), quinasas dependientes
de Ca** (CDPKs), quinasas activadas por mitogenos (MAPKs), fosfolipidos ligados a
enzimas (phospholipid-cleaving enzymes, PLEs. Shi 2007; Jewel et al. 2010).
Finalmente se alcanza a la proteina directamente involucrada en la proteccion celular o

en factores de transcripcion que controlan grupos de genes especificos (Fig. 1.2).
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Fig. 1.2: Via de traduccion de sefiales ante la respuesta a estrés salino, bajas temperaturas y sequia.
Ejemplos de componentes en cada uno de los pasos en la sefializacién. Ver comentario en texto. Dedos
de Zn, CBF/DREB: C-repeat binding factor/Dehydration-responsive elements binding protein y MYB:
myeloblastosis (factores de transcripcion involucrados en la regulacion de genes de repuesta a estrés
osmético). Tomado de Xiong e Ishitani 2006.

Las dinamicas propiedades del Ca®" y su oscilacién dentro del citoplasma
determinan la eficacia de la respuesta obtenida. Han sido observadas numerosas vias de
respuesta ante situaciones de estrés osmotico, entre éstas la sefializacion por Ca*" se
encuentra involucrada en la mayor parte de los procesos, como mensajero secundario,
en diversas respuestas a estimulos internos y externos. La variacion del contenido de
Ca®" en el citoplasma luego de tratamientos con ABA, 4cido indolacético (AIA), estrés
hidrico indica que es un componente esencial que mediaria la cascada de sefializacion
en vias ABA dependientes, controlando el cierre de estomas. El Ca’" modula su
contenido intracelular por medio de diferentes tipos de canales de cationes no selectivos
(NSCCs: CNGCs, HACCs, DACCs y GLR)I, bombas de Ca2+, presentes en membranas
y sistemas de endomembranas (reticulo endoplasmatico y aparato de golgi) y un anti-
transportador de Ca®" presente en vacuolas, (CAX1), que permiten el flujo hacia y desde
el citoplasma. En este contexto, diversos estudios relacionan la tolerancia al estrés
mediante la modulacién de los niveles de Ca*" interno. Asimismo, en respuesta a estrés

salino, SOS2 activa a CAXI iniciando sefales de Ca*'. Los CNGCs, particularmente,

" Del idioma inglés. NSCCs: non-selective cation channels, DACCs: depolarization-actived Ca®"
channels, HACCs: hyperpolarization-activated Ca>* channels, CNGCs: cyclic nucleotide gated channels y
GLR: glutamate receptor channels.



controlan la homeostasis i6nica mediante sefializacion por Ca®" debido a que contienen
un dominio de unién a CaMs. Otras determinaciones indican que los transportadores
NHX también contienen un sitio de unién a CaMs, regulando de manera adicional la
homeostasis iénica mediante compartimentalizacion de Na' bajo condiciones salinas.
En sintesis, CaMs y CMLs percibirian sefiales de Ca®" ocasionadas por salinidad vy,
regularian transportadores de iones, mejorando la homeostasis Na":K". Ciertos CaMs no
solo son inducidos por salinidad, incluso lo hacen bajo condiciones de sequia, bajas y
altas temperaturas, radiacion UV, hormonas (ABA, etileno) y mensajeros como ERO’s
(H,03,), metil jasmonato y acido salicilico. La sobreexpresion de CaM4 en Arabidopsis
regularia diferencialmente la transcripciéon de genes regulados por MYB2?, genes y
promotores RD22, PSCS1 y ADHI relacionados en la tolerancia a estrés osmotico (Shi
2007); mientras que la sobre-expresion de CaM3 controlaria a ciertos promotores tales

como RD29A (Xiong e Ishitani 2006).

El papel que desempefian los CBLs denominados SCaBP (del inglés, SOS3-like
Ca-binding proteins) en la tolerancia a sales se lleva a cabo en la via de sefalizacion
SOS; activandose ésta mediante la acumulacién de Ca** en el citoplasma (ver tolerancia
al estrés i0nico). En adicion, distintos trabajos propusieron otros complejos diferentes al
SOS, entre los que se encuentran el complejo CBL/CIPK quien origina una union entre
sefiales de Ca”" y la disponibilidad y transporte de K. Por ejemplo, CIPK23 promueve
el ingreso de K* ya que interactiia con AKT1 (transportador de K') en plantas sometidas
a baja disponibilidad del cation. El estrés ocasionado por la baja concentracion externa
de K" dispara sefiales de Ca®" citoplasmatico que conducen a la activacion de los

sensores CBLs que interactuan con CIPK23.

Por su parte, los CDPKs, codificados por una gran familia de genes, estarian
involucrados en varios procesos del crecimiento y defensa de la planta, encontrandose
ubicados en sitios estratégicos de la sefializacion por Ca®" en el ambito del nicleo,
citoesqueleto, membrana plasmadtica, citosol y peroxisomas. Los CDPKs reciben la
sefial de Ca’" y la traducen corriente abajo a través de fosforilacién activando genes
especificos. Otras proteinas receptoras de Ca’" son las fosfolipasas C, fosfolipasas D,
anexinas, EROIs (especies reactivas de oxigeno intermedias), ABII. Esta wltima es una

serin-treonina fosfatasa 2C que se une al Ca*" y que al interactuar con CDPKs por

2MYB: myeloblastosis (factor de transcripcién involucrados en la regulacion de genes de repuesta a
estrés osmotico).



fosforilacién, modulan componentes de respuesta a sales y tratamientos con ABA

(Xiong e Ishitani 2006; Shi 2007).

En respuesta al estrés, se inducird la expresion de algunos genes mientras que
otros seran reprimidos. En consecuencia, el producto proteico de dicha expresion
diferencial se acumulard en respuesta a la situacion desfavorable. La funcion de tales
proteinas y los mecanismos que regulan su expresion constituyen el objetivo general de
las investigaciones que actualmente se realizan en fisiologia del estrés vegetal. Los
primeros estudios moleculares se focalizaron en la activacion de la transcripcion de los
genes que se expresan diferencialmente, teniéndose en la actualidad evidencias de que
la acumulacion de sus productos es ademds afectada por mecanismos regulatorios
postranscripcionales que incrementan la cantidad de ARNm, aumentan la traduccion,
estabilizan las proteinas, alteran la actividad proteica o bien, realizan alguna
combinacion de éstas (Forrest y Bhave 2007; Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki 2006).
La disponibilidad de variadas técnicas de genética molecular desarrolladas en los
ultimos afios posibilito a través de su aplicacion, un notable avance en los
conocimientos tendientes a esclarecer los mecanismos de respuestas de las plantas

asociados con la exposicion a estreses especificos.

En el marco de ésta tesis nos propusimos indagar el papel que desempefian
ciertas fitohormonas en las estrategias adaptativas que despliegan las plantas para
mitigar los dafios ocasionados por situaciones de estrés osmotico a través de la sobre-

expresion de un gen que codifica una proteina clave de la biosintesis de poliaminas.

El estrés osmotico, disminuye la disponibilidad de agua y reduce el contenido
hidrico de los tejidos; en consecuencia, se acumulan iones que resultan deletéreos para
el vegetal (Munns 1993). Distintas condiciones ambientales pueden ocasionar déficit
hidrico en las plantas. Un periodo de ausencia o escasas precipitaciones producen un
estado meteoroldgico conocido como “sequia” cuya duracion afectara el contenido de
agua disponible para el crecimiento de las plantas. Sin embargo, el déficit hidrico
también puede ocurrir en situaciones donde la disponibilidad de agua no es una
limitante; por ejemplo, en habitats salinos, donde las elevadas concentraciones de sales
presentes en el suelo dificultan la extraccion de agua por parte del sistema radicular. Del

mismo modo, la accién de bajas temperaturas puede causar estrés hidrico cuando el



agua presente en las células fluye hacia el espacio intercelular formando nucleos de

hielo (Buso6 Saez 2005; Levitt 1980; Jewel et al. 2010).

2. Respuestas fisiologicas y bioquimicas al estrés hidrico
Balance hidrico de la planta

El balance hidrico de la planta esta determinado por la relacion entre la fraccion
de agua que se pierde hacia la atmdsfera por evaporacion (transpiracion) y su absorcion
a partir del agua disponible del suelo. Cuando la transpiracion excede la absorcion, el
contenido relativo de agua® (CRA) y el volumen celular decrece, determinando la
pérdida de la turgencia celular, al mismo tiempo que se incrementa la concentracion de
solutos en el ambito de las células generando a su vez, la reduccion del potencial
osmotico () y el potencial agua (U); situaciéon que podria ser modificada por ajuste
osmotico en aquellas especies que poseen tal mecanismo de defensa (Lawlor y Cornic
2002). Un menor estado de turgencia celular y CRA provoca una disminucién de la
conductancia estomatica y retrasa el crecimiento. En este contexto dos pardmetros
describen el estado hidrico de la planta: CRA y Y (Nobel 2009). CRA es facil de medir
y es considerado un s6lido indicador del contenido hidrico en situaciones que requieren
la comparacion de tejidos y especies, debido a que éste “normaliza” el contenido hidrico
al reflejar un estado relativo a la condicion de maxima turgencia. En este sentido, CRA
constituye una medicion relativa de los cambios que se generan en el volumen celular,
mientras que Y es la resultante de la presion de turgencia y Tf dependiendo tanto de la
concentracion de solutos como de la rigidez de la pared celular, sin relacionarse de

manera directa con el volumen de éstas (Kaiser 1987; Jones 2007).

Estrategias de las plantas para mitigar los daiios producidos por la deshidratacion

La falta de agua limita el crecimiento y productividad de los cultivos al generar
un estado de insuficiencia hidrica en la planta denominado déficit hidrico (Jewel ef al.
2010). Este puede surgir debido a la presencia de periodos secos inesperados, por
disminucion de las precipitaciones (en zonas himedas); o bien, por escasez o ausencia

de lluvias por lapsos de tiempo prolongados como resultado del cambio climatico (Petit

3 CRA (%) = masa fresca — masa seca / masa fresca saturada — masa seca x 100



et al. 1999). En la actividad agricola este flagelo repercute fuertemente afectando la
fenologia, la fijacion de carbono, la distribucion de asimilados y la reproduccion de la
planta (Fuad-Hassan et al. 2008). En tal escenario, a fin de lograr el sostenimiento de su
productividad, la agricultura utiliza cerca del 70% del agua, estimdndose que el
requerimiento con fines de riego se incrementaria en un 14% para el afio 2030 (FAO

2009).

Las especies mesofitas que padecen déficit hidrico, modifican o ajustan su
metabolismo celular a las nuevas condiciones impuestas por el estrés. Cuando la
regulacion es inadecuada y el metabolismo no es ajustado para mantener sus funciones,
se desencadenan una serie de dafios nocivos que pueden eventualmente ocasionar la
muerte del vegetal. La regulacion es fuertemente influenciada por la especie y el
ambiente; mientras que los cambios metabdlicos implican modificaciones bioquimicas,

fisioldgicas y estructurales (Passioura 2007).

Numerosos factores pueden afectar la respuesta de la planta al estrés hidrico,
entre los que se incluyen la duracion e intensidad de la situacion adversa; como asi
también la posibilidad de que ésta pueda aclimatarse como resultado de una exposicion
previa. En la naturaleza las plantas pueden experimentar un estado de deshidratacion
como consecuencia de un proceso lento y paulatino de disminucién hidrica (dias,
semanas o0 meses) o bien, éste puede acontecer a través de un proceso rapido y
repentino (horas o dias). Ante un proceso de desarrollo lento del déficit hidrico, la
planta puede evitar la deshidratacion acortando su ciclo de vida (un hecho comun en
cultivos de granos y oleaginosas), o bien maximizando la ganancia de recursos mediante
distintos procesos de aclimatacion. De presentarse una deshidratacion rapida, ésta
responde minimizando las pérdidas de agua o desplegando mecanismos de proteccion
metabolica contra los dafos deletéreos producidos por la deshidratacion y co-desarrollo
de estrés oxidativo (Fig. 1.3). Independientemente de la velocidad con que se genere la
deshidratacion, la respuesta fisiologica dependera principalmente de la interaccion entre

el genotipo y el ambiente.
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Fig. 1.3: Respuestas de la planta al déficit hidrico. lzquierda, respuestas de largo plazo (aclimatacion).
Derecha, Respuestas inmediatas o de corto plazo. Tomado de Chaves et al. 2003.

Las plantas pueden fortalecer su respuesta a una situacion de sequia evitando la
deshidratacion de sus tejidos a través de mecanismos que permitan mantener tan alto
como sea posible el potencial agua, o bien, haciendo uso de diversas estrategias
metabolicas que ayuden a soportar una reduccion del mismo (Bray 1997). El escape a la
deshidratacion es un mecanismo que emplean tanto especies anuales como perennes y
esta asociado a una variedad de caracteres adaptativos que involucran, por un lado,
minimizar la pérdida de agua y por el otro, maximizar su absorcioén. En este sentido, el
cierre de estomas (Bell et al. 2007), reduccion de la absorbancia de luz, incremento de
la reflectancia y disminucion del area foliar son estrategias que las plantas utilizan para
minimizar la pérdida de agua (Chaves et al. 2003; Aguirrezabal et al. 2006); mientras
que la modificacion del patron de crecimiento favoreciendo un mayor desarrollo
radicular en desmedro de la parte aérea, constituye el principal recurso para maximizar
su absorcion (Munns 1993; 2005). La relacion del peso seco raiz/parte aérea se
incrementa a medida que se intensifica el estrés hidrico en la planta (Tester y Davenport

2003).

Mecanismos de respuestas que se suscitan en el ambito de las hojas

El cierre de los estomas conjuntamente con la reduccién del area foliar

constituyen las respuestas mas inmediatas que las plantas despliegan ante una situacion
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de sequia a fin de evitar una pérdida excesiva de agua, la cual podria resultar en una
deshidratacion celular que, en casos severos, produciria la cavitacion del xilema
determinando la muerte del vegetal (Comstok 2002). Sin embargo, la apertura
estomadtica tiene un rol preponderante en la refrigeracion de la hoja mediante el
intercambio del calor latente, siendo este cardcter un objeto de seleccion en el
mejoramiento genético de cultivos irrigados que crecen en regiones de climas calidos
(Lu et al. 1997). Tanto la apertura como el cierre de los estomas ocurre debido a los
cambios de turgencia que experimentan las células oclusivas respecto a las células
epidérmicas circundantes a través de un complejo mecanismo bioquimico y molecular
resultante de la interaccion de ABA/citocininas, pH del xilema y tejido foliar (Schroeder
et al. 2001; Wilkinson y Davies 2002). Independientemente del mecanismo de
percepcion y senalizacion que determina el cierre estomatico, muchas plantas muestran
una tendencia a incrementar la eficiencia del uso del agua (EUA) cuando el estrés es
moderado como resultante de una relacion no lineal entre la asimilacion de carbono y la
conductancia estomatica, hecho por el cual, la planta restringe la pérdida de agua sin
afectar en demasia la actividad fotosintética (Blum 2005; Taiz y Zeiger 2003). En este
contexto, estudios experimentales que analizaron la asimilacion de CO, en plantas C-3
que soportaban déficit hidrico revelaron que el decrecimiento de CRA empobrece la
asimilacion neta (A) y decrece la asimilacion méxima® (Amax). La respuesta de Apax con
relacion a CRA puede suceder de dos maneras distintas, las que reciben el nombre de
Tipo 1 y Tipo 2 (Lawlor y Cornic 2002). La respuesta del Tipo 1 consta de dos fases
principales, comparativamente distintas. La fase estomatica, ocurre con variaciones de
CRA entre 100 y 75% y transcurre sin efectos sobre An.x; hecho por el cual A puede ser
restaurada por enriquecimiento de CO,. Dado que A« no es afectada, la conductancia
estomatica regula A mediante la variacion de los niveles de CO; en el apoplasto y en el
cloroplasto. Cuando CRA desciende de 75% se origina una inhibicién metabdlica que
afecta negativamente Ay, 1a cual paulatinamente se torna irreversible a medida que se
acentta la reduccion del CRA. Por el contrario, en la respuesta Tipo 2, no se observa
con claridad una delimitacion de fases. La conductancia estomatica y A decrece como
en Tipo 1; sin embargo, Amax se deteriora progresivamente y solo es parcialmente

incrementada por enriquecimiento de CO,, cuyo efecto disminuye a medida que

* Asimilacion maxima (Apmy): se define como la maxima tasa de asimilacion en condiciones 6ptima de
turgencia celular, saturacién de CO, y luz.
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desciende CRA. Ambas respuestas reflejan un balance entre la sensibilidad de la
conductancia estomatica y el metabolismo en la regulacion de Ap.x a medida que
decrece CRA. Tipo 1 tiene baja conductancia estomatica pero mantiene alto Ay.x hasta
que CRA disminuye substancialmente; mientras que en la respuesta Tipo 2, Apax €s mas
sensible al decrecimiento de CRA. En ambos tipos, la causa primaria de la declinacion
de An.x probablemente lo constituya la limitacion de la sintesis de ribulosa bisfosfato
carboxilasa (RuBP) causada por una deficiencia de ATP, resultante de la pérdida de la
capacidad de sintesis. En ambos casos el transporte de electrones es mantenido en un
amplio rango de variaciéon de CRA (Sage et al. 2008; Taylor ef al. 2011). Sin embargo,
el decrecimiento de Anax como consecuencia del estrés ambiental causa un exceso de
energia radiante que no es utilizada para fotosintesis y que la planta debera eliminar a
fin de evitar la sobreproducciéon de especies quimicas altamente reactivas que
potencialmente pueden producir dafios oxidativos que comprometerian la actividad
fotosintética (Chaves et al. 2003). Los organismos autotrofos cuentan con una variedad
de mecanismos directos e indirectos que detectan el excedente de fotones incidentes;
entre los cuales se pueden mencionar fotoreceptores (fototropinas, neocromos,
fitocromos, rodopsinas y criptocromos), variacion del pH en el lumen de los tilacoides,
cambios en el estado de oxido-reduccion, produccion de especies reactivas de oxigeno
(ERO’s) y acumulacion de metabolitos, que inducirdan cambios en la expresion génica
plastidica y nuclear tendientes a mitigar los dafios producidos por la situacion adversa
(Li et al. 2009). A fin de evitar el exceso de luz, las plantas pueden disminuir su
absorcion mediante la variacion del angulo de las hojas respecto al sol 6 eliminacion de
clorofila; como asi también, éstas pueden desviar la luz absorbida por reacciones
fotoquimicas a otros procesos tales como disipacion térmica (Pastenes et al. 2004;
Baker 2008). En efectos, es ampliamente aceptado por la comunidad cientifica el hecho
de que la regulacion de la fotosintesis es un proceso altamente dindmico y es modulado
en el corto tiempo por la disipacion térmica no radiante. Este incremento de la
disipacion de energia esta vinculado (al menos parcialmente) a un incremento paralelo
de los niveles de carotenoides fotoprotectores. En este escenario, el proceso mejor
caracterizado lo constituye el llamado “ciclo de las xantofilas” consistente en la
interconversion dependiente de la luz de tres xantofilas (carotenoides oxigenados):
violaxantina, anteraxantina y zeaxantina. Este constituye una reaccion ciclica que
involucra una secuencia de des-epoxidacion del di-epdxido violaxantina via el mono-

epoxido anteraxantina para formar la zeaxantina (sin grupos epoxidos). El ciclo esta
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regulado por la luz, ya que la violaxantina se des-epoxida a anteraxantina y zeaxantina
en condiciones de alta fluencia de fotones (o en situaciones donde la actividad
fotosintética es disminuida por efectos del estrés); mientras que en oscuridad (o cuando
el factor de estrés es removido), la zeaxantina es epoxidada nuevamente a violaxantina
(Demming Adams y Adams 1996; Nelson y Yocum 2006). En adicion, otros procesos
tendrian funciones significativas de fotoproteccion y estabilizacion entre los que se
incluyen las propiedades antioxidantes de a-tocoferol como componente constitutivo de
la matriz lipidica de las membranas de los tilacoides (Li et al. 2009). Cuando en
condiciones de déficit hidrico, el uso de la luz absorbida ya sea en fotosintesis o en
fotorespiracion y la disipacion térmica no resulta suficiente para retener el exceso de
energia, los electrones en estado altamente excitados son transferidos al oxigeno
molecular (O,) determinando la formacidon de especies reactivas de oxigeno (ERO’s),
tales como peroxido de hidrogeno (H,0,), ion superdxido (O;), radicales oxidrilos (HO
) y singulete (‘O,), todas las cuales son altamente toxicas pudiendo ocasionar dafios
oxidativos a proteinas, ADN y lipidos (Miller et al. 2010). Ante esta situacion, la planta
cuenta con una serie de moléculas antioxidantes y enzimas, ubicadas en distintas
compartimentos celulares, las que actiian como depuradores de ERO’s. Estas incluyen
superoxido dismutasas (SOD’s), las cuales catalizan la dismutacion de superéxido en O,
y H,0,; las catalasas (CAT’s), las cuales son responsables de la remocion de H,O; y las
enzimas y los metabolitos del ciclo de ascorbato-glutation, los cuales también se
encuentran involucrados en la remocion de H»O, (Schwanz y Polle 2001; Gill y Tuteja
2010a; Miller et al. 2010). La actividad antioxidante es altamente dependiente del grado
de severidad con que se manifiesta el estrés, como asi también, del genotipo y el estado
de desarrollo. La aclimatacién de las plantas a la sequia esta generalmente asociada al
incremento en la actividad de enzimas antioxidantes que mantienen la concentracion de
ERO’s en niveles relativamente bajos (Mittler et al. 2004). A pesar de que ante un estrés
ambiental, un incremento de ERO’s puede ocasionar dafios oxidativos en el &mbito de
las células, estudios recientes demostraron que éstas tendrian un rol protagonico en la
traduccion de la sefial en respuesta a la infeccion de patdgenos, estreses abidticos,
muerte celular programada y diferentes estimulos de desarrollo (Suzuki y Mittler 2006,

Gill y Tuteja 2010a, Miller et al. 2010).
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3. Respuestas fisiologicas y bioquimicas al estrés salino

Salinidad de los suelos

En el mundo existen cerca de 800 millones de hectareas (6% de la superficie
terrestre) que, debido al origen de sus suelos, contienen altas concentraciones de sales
que afectan el crecimiento y desarrollo de los cultivos (FAO 2005). Asimismo,
alrededor de 32 millones de hectareas son afectadas por salinidad secundaria o de origen
antropico representando aproximadamente el 2% de la superficie destinada a la
actividad agricola de secano (Munns y Tester 2008); a la vez que el 20% de la superficie
irrigada (aproximadamente 45 millones de hectireas) manifiestan problemas de
salinidad. En términos cuantitativos, Argentina ocupa el tercer puesto en el ranking de
paises con problemas de salinidad (FAO 2006). En este escenario, la planicie Chaco-
pampeana presenta cerca de 20 millones de hectareas afectadas ya sea por salinidad y/o
alcalinidad (por causas naturales y antropicas) y exceso de agua. Asimismo, unas
600.000 ha irrigadas se consideran afectadas por sales; por lo que tomando en
consideracion el hecho de que el 10% de las tierras agricolas pertenecen a regiones
aridas y semiaridas, es decir, no son aptas para agricultura, un manejo inadecuado de las
técnicas de cultivo, principalmente riego, determinaria un proceso de salinizacion con
graves consecuencias en la produccion (Taboada y Lavado 2009).

Los suelos normalmente contienen sales solubles que aportan nutrientes
minerales a las raices y, debido a su baja concentracion, éstas no afectan sus
propiedades quimicas y fisicas. Por el contrario, en los suelos perturbados por sales,
¢éstas afectan negativamente el crecimiento y desarrollo de las plantas, a la vez que
alteran sus propiedades. Entre los cationes predominantes en condiciones salinas se
encuentran el sodio (Na'), el calcio (Ca’") y el magnesio (Mg”"); mientras que los
aniones cloruros (Cl"), sulfatos (SO4*) predominan en los llamados suelos salinos, y
carbonatos (CO5%) y bicarbonatos (HCOj; ) en los suelos alcalinos (Lauchli y Grattan
2007). Estos tltimos a su vez son clasificados de acuerdo a la proporciéon de sodio
intercambiable (PSI), por lo cual también se los denominan suelos sodicos.
Posiblemente el problema mas comun lo constituyan aquellos suelos que contienen
sales solubles y sodio intercambiable llamados suelos salinos-sodicos. En la Tabla 1.1
se resume las principales caracteristicas de las clases antes mencionadas. En términos
agrondémicos, la salinidad del agua o del suelo se mide ya sea por conductividad

eléctrica o bien, a través de la determinacion del potencial osmotico. Cuanto mayor es la
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concentracion de sales, mayor es la conductividad eléctrica y menor el potencial

osmotico de la solucion (Taiz y Zeiger 2003).

Tabla 1.1: Clasificacion de suelos segun su conductividad eléctrica (CE), pH y
proporcion de sodio intercambiable (PSI).

Grupo de suelos CE pH PSI Descripcion Efecto sobre el
(ds/m) crecimiento de las
plantas
No sodicos, no salinos < 4% <8.,5 <15 Muchos cultivos son
afectados por una menor
CE.

Salinos >4 <85 <15 La CE podria reducir el Componentes
rinde de cultivos. Sin i6nicos y osmoticos
embargo, muchos cultivos  inhiben el
son afectados con menor crecimiento de
CE. raices y apices.

Sodicos <4 > 8.5 > 15 El PSI afecta la estructura ~ Pobre estructura
del suelo. Presenta un del suelo inhibe
elevado pH debido a la crecimiento de
presencia de carbonatos. raices. El elevado

pH afecta el

ingreso de

nutrientes.
Salinos-sodicos >4 > 8,5 >15

* El valor de 4 dS/m se considera equivalente a 40 mM NaCl y genera una presion osmética de 0,2 MPa.
Fuentes: Black et al. 1975, Munns 2005.

Los suelos salinos se caracterizan por tener una condicion fisica normal, buena
permeabilidad y buena estructura; sin embargo, éstos evidencian un desbalance
nutricional, un potencial hidrico muy bajo, exceso de algunos iones y una elevada
conductividad eléctrica que afectan negativamente el crecimiento y desarrollo de las
plantas. Por su parte, en los suelos sodicos la presencia de un alto contenido idnico
determina la dispersion del complejo coloidal alterando su estructura por movilizacion
de particulas y obstruccion de poros, disminuyendo la permeabilidad y la conductividad
hidraulica (Allison et al. 1970, Black et al. 1975, Taboada y Lavado 2009). Ambos
tipos de suelos se encuentran asociados en muchos casos, ya que el sodio se encuentra
presente provocando diferentes efectos negativos tanto en el ambito de las plantas como

del suelo (Taiz y Zeiger 2003, Lavado y Taboada 2009).
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El incremento de sales en los suelos se produce mediante un proceso de
salinizacion primaria debido a causas naturales (origen geomorfoldgico) o en su
defecto, es provocado por una salinizacion secundaria como consecuencia de una
actividad agricola inadecuada. En el primer caso, el incremento de sales puede tener un
origen superficial siendo transportada por viento y precipitaciones en zonas cercanas al
mar, donde el agua de lluvia, que se genera por evaporacion de los océanos, contiene
entre 6 y 50 ppm NaCl (Munns y Tester 2008); asimismo, en regiones aridas y
semidridas debido a las escasas precipitaciones, las sales del suelo no son lavadas, a la
vez que la intensa evaporacion tiende a concentrarlas en superficie dando origen a la
desertificacion. Por otro lado, inundaciones con agua salitrosa y/o presencia de alguna
barrera fisica o planicies que impide el normal escurrimiento del agua hacia rios y lagos,
incrementan la salinizacion en las zonas bajas (Jobbagy et al. 2008). De la misma
forma, el ascenso de agua subterrdnea constituye un factor cuantitativamente importante
en el proceso de salinizacion primaria en extensas areas de nuestro pais (Allison ef al.
1970; Black et al. 1975; Taboada y Lavado 2009), pudiendo acaecer tanto en regiones
semiaridas como humedas. En estas ultimas se encuentran varios millones de hectareas
cubiertas por suelos halomorficos asociados a grandes planicies con pendientes
menores a 0,1% y con capas fredticas cercana a la superficie del suelo (Carol et al.
2009). En este escenario, la Llanura Pampeana debido a sus caracteristicas
geograficas y edaficas, presenta una considerable proporcion de su superficie afectada
por encharcamientos periddicos y salinizacion. En algunas zonas de la Pampa Interior o
arenosa (Hapludoles), el agua se mantiene lejos de la superficie en los suelos profundos,
mientras que donde el relieve es ondulado, la capa freatica se aproxima a la superficie
generando problemas de salinizacion y exceso de sodio intercambiable en los suelos.
En la region norte de la Pampa Deprimida, la presencia o ausencia de un horizonte Bt
natrico’ en el perfil del suelo y el tipo de inundacién (agua de lluvia o napas
subterraneas), afectan la capacidad de uso de los suelos. En presencia de un Bt nétrico,
las sales no ascienden a la superficie quedando atrapadas en el horizonte Bt, por lo que
el somero horizonte A es fértil (suelos del tipo Natracuol); debiéndose aplicar técnicas
culturales que eviten mezclar los horizontes (Taboada y Lavado 2009). Los suelos de la
zona centro se caracterizan por ser no salinos y no sédicos, aunque son susceptibles de

sufrir salinizacion durante la temporada de lluvias debido al ascenso de la napa freatica,

> Horizonte Bt natrico: Horizonte subsuperficial enriquecido de arcillas que posee alto contenido de Na”.
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pudiendo alcanzar una conductibilidad eléctrica de 30 dS/m. Finalmente, la region sur
debido a la presencia de sulfatos y cloruros presenta salinizacion temporaria y
sodificacion moderada (Taboada y Lavado 2009).

El proceso de salinizacion secundaria se produce en las regiones del Bosque
Chaqueiio y del Espinal. Estas se caracterizan por ser bosques secos en donde el
intercambio gaseoso generado principalmente por el estrato arbdreo disminuye
drasticamente el contenido de agua de las napas dificultando su recarga, manteniendo
niveles freaticos profundos a la vez que su cobertura reduce el escurrimiento superficial.
Al ser reemplazados por pastizales o cultivos anuales, se altera el equilibrio hidrico del
perfil edafico afectando su fertilidad y contenido de sales y concomitantemente
favorece la expansion del area salinizada por un mayor escurrimiento superficial del
agua (Jobbagy et al. 2008).

Independientemente del proceso mediante el cual se increment6 el contenido de
sales, la combinacion de efectos salinos e inundacion son frecuentes en las areas
afectadas por este flagelo. En tales condiciones, con suelos pobremente drenados se
dificulta la difusion de oxigeno a las raices limitando la respiracion y el crecimiento de
la planta. Asimismo, nutrientes tales como nitratos, sulfatos, hierro y manganeso se
encuentran en un estado quimico reducido decreciendo su disponibilidad para la planta a

la vez que es interrumpido el transporte selectivo de iones (Drew et al. 1988).

Crecimiento y desarrollo de las plantas en condiciones de salinidad

La salinidad afecta negativamente a las plantas por efectos osméticos, toxicidad
de iones especificos y/o desérdenes nutricionales. El grado de incidencia de cada uno
dependera a su vez de otros muchos factores tales como especie, genotipo, edad de la
planta, fuerza idnica, composicion de la solucion salinizante y del 6rgano en cuestion
(Lauchli y Grattan 2007).

Las plantas experimentan cambios caracteristicos desde el momento en que
sufren la imposicion del estrés hasta que alcanzan su madurez. Munns (2002) describe
estos cambios en funcidn de distintas escalas de tiempo del crecimiento y desarrollo de
la planta. Momentos luego de la salinizacidn, las células se deshidratan y contraen pero
mantienen su volumen original por muchas horas. Sin embargo, la disminucién del
periodo de division celular acompafiado de una menor expansion de las células
resultantes determina una menor tasa de crecimiento de hojas y raices. Pocos dias

después, la reduccion de division y expansion celular se traduce en un retraso en la
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aparicion de las hojas y disminucion del area foliar. Las plantas que son severamente
afectadas por el estrés presentan ademas lesiones visibles debido a la absorcion excesiva
de sales. Luego de varias semanas de imposicion, puede verse afectado el crecimiento
de ramas laterales y trascurrido algunos meses puede comprobarse un claro efecto
negativo en el crecimiento general de la planta estresada respecto del control no
estresado. Basado en estas diferencias temporales de respuesta a salinidad, Munns
(1993; 2002; 2008) desarroll6 el concepto de respuesta bifasica a salinidad (Fig. 1.4).
La primera fase de reduccion del crecimiento ocurre rapidamente (en minutos) luego
de la exposicion a salinidad. Esta respuesta es inducida por los cambios osméticos que
se originan en el exterior de la raiz afectando las relaciones hidricas de las células. El
efecto osmoético que se genera inicialmente reduce la habilidad de la planta para
absorber agua. Este efecto es similar al estrés hidrico y presenta pocas diferencias
genotipicas. Varios minutos después de la desaceleracion de la expansion foliar se
manifiesta una recuperacion de la tasa de crecimiento hasta alcanzar un nuevo estado
cuya magnitud dependera de la concentracion de sales en la solucion del suelo (Munns
2002; Tester y Davenport 2003; Munns y Tester 2008). La segunda fase transcurre de
una manera mds lenta requiriendo de dias, semanas o meses y se origina como
consecuencia de la acumulacion de sales en las hojas. Esta toxicidad puede causar la
muerte de tales 6rganos reduciendo el area foliar fotosintéticamente activa; hecho por el
cual, disminuye el suministro de fotosintatos a la planta en detrimento del balance de
carbono necesario para mantener el crecimiento. La fitotoxicidad ocurre primero en las
hojas més viejas debido al incremento de Na’ y CI” por efecto de la transpiracion.
Probablemente los dafios tisulares y la muerte de las hojas se deban a una elevada
concentracion de sales que supera la capacidad de compartimentalizacion en las
vacuolas, hecho por el cual el contenido de éstas en el citoplasma se eleva a niveles
toxicos (Munns y Termaat 1986, Munns 2002, 2005, Munns et al. 2006). La velocidad
con que se produce la muerte de las hojas y en consecuencia la reduccién del area
fotosintética determinard la sobrevivencia de la planta. Si la formacion de nuevas hojas
supera a la tasa de abscision, desarrollara una superficie fotosintética que le permitird
florecer y producir semillas a pesar de que se reduzca el nimero de hojas. Si por el
contrario, la muerte de hojas maduras supera a la tasa de formacioén de nuevas hojas, la
planta no sobrevivira el tiempo suficiente para suministrar fotosintatos a los érganos

reproductivos y producir semillas viables.
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Basados en el concepto bifésico, la reduccion inicial del crecimiento tanto en
genotipos sensibles como en aquellos tolerantes, es causado por un efecto osmotico
debido a la alta concentracion de sales en la zona radicular. En contraste, en la segunda
fase, los genotipos sensibles difieren de aquellos tolerantes por su inhabilidad de
prevenir o evitar la acumulacion excesiva de sales en las hojas con un intercambio
gaseoso activo (Munns et al. 2006, Munns y Tester 2008). Si bien, Munns propone en
su modelo bifasico el desarrollo de las fases de manera secuencial en el tiempo y que
¢éste ha sido validado en diversas especies vegetales, la expresion diferencial de ciertos
genes en respuesta a la toxicidad idnica en etapas tempranas estaria indicando que la
fase ion-especifica inicia junto con la primera etapa, no encontrandose ésta desplazada

en el tiempo (Rajendran et al. 2009; Taleisnik et al. 2009).
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Fig. 1.4: llustraciéon esquematica del modelo de crecimiento bifasico en respuesta a salinidad de distintos
genotipos que difieren en la velocidad en la cual la concentracién de sales alcanzan niveles toxicos en las
hojas. Tomado de Munns 1993.

En adicién, es ampliamente aceptado por la comunidad cientifica en general el
hecho de que, la sensibilidad de un determinado cultivo a la condicién de salinidad,
varia de un estado fenoldgico a otro. En este contexto, la mayoria de los cultivos
anuales presentan mayor tolerancia durante la germinacion de sus semillas, siendo mas
sensibles en el momento de la emergencia de la plantula y etapas tempranas del
desarrollo vegetativo. A medida que avanza su madurez, éstas adquieren una mayor
tolerancia, especialmente en los ultimos estados del desarrollo (Taiz y Zeiger 2003;

Flowers 2004). Si bien, esta aseveracion es irrefutable en términos generales, cabe
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destacar el hecho de que el concepto de tolerancia difiere en cada estado fenologico.
Durante la germinacién y emergencia, la tolerancia estd basada en el porcentaje de
sobrevivencia, mientras que en los estados fenologicos tardios, ésta usualmente se
fundamenta en la reduccion del crecimiento relativo (Lauchli y Grattan 2007). La
salinidad afecta tanto el desarrollo vegetativo como reproductivo y su grado de
implicancia dependera del tipo de d6rgano y del producto cosechado (tallo, hoja, raiz,
brote, fibra o grano); favorece el crecimiento radicular en desmedro de la parte aérea y a
la vez puede reducir el numero de flores, incrementar su esterilidad y/o modificar el

periodo tanto de floracidn, fructificacion como de maduracion.

Estrategias de las plantas para mitigar los darios producidos por estrés salino

La salinidad afecta negativamente el crecimiento y desarrollo de las plantas de
dos maneras. Por un lado, la elevada concentracion de sales en el suelo dificulta la
absorcion de agua por las raices y por el otro, el incremento del contenido de sales en la
planta que ingresa en la solucion acuosa resulta toxico a la misma. En tal escenario, la
adaptacion de la planta a la situacion adversa se basa en tres mecanismos distintos:
tolerancia al estrés osmotico, exclusion de Na’ y Cl y tolerancia del organismo a la

acumulacion de tales iones (Munns y Tester 2008; Jha ef al. 2010).

Tolerancia al estrés osmotico.

El estrés osmotico inmediatamente reduce la expansion celular en épices
radiculares y hojas jovenes e induce el cierre de estomas. Si bien, el incremento
rapido de la salinidad edafica puede ocasionar un estado de deshidratacion
celular en el ambito de las hojas, la pérdida de turgencia y expansioén es
transitoria, recuperandose luego de unas horas mediante el mecanismo de ajuste
osmotico (Fricke y Peters 2002; Passioura y Munns 2000; Munns y Tester
2008). No obstante, una menor divisidon y expansion celular retrasard la
formacion de las hojas y el tamaiio final de las mismas (Taleisnik et al. 2009).
Ademas, la salinidad puede afectar el proceso reproductivo alterando la
floracion. Todos estos cambios producidos por el estrés osmotico son similares a
aquellos producidos por sequia. El mecanismo que regula el crecimiento de

hojas y tallos en condiciones de estrés atin no ha sido esclarecido en su totalidad.
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La reduccion del crecimiento foliar podria ser dirigido por un mecanismo de
sefializacion a larga distancia donde probablemente participen hormonas o sus
precursores dado que tal modificacion es independiente del abastecimiento de
carbohidratos y del contenido hidrico (Munns et al. 2000; Fricke y Peters 2002)
sucediendo aun, en ausencia de una deficiencia de nutrientes y toxicidad i6nica
(Hu et al. 2007). Si bien, el ABA tiene un rol preponderante en la sefializacion
raiz-parte aérea en situaciones de estrés hidrico, mediciones del contenido
endogeno en hojas de cebada y maiz en condiciones de estrés salino no avala tal
teoria (Fricke et al. 2004). Del mismo modo, mutantes ABA-deficientes en maiz
y tomate presentan idéntica tasa de crecimiento foliar comparados con la planta
normal en suelos secos y salinos (Mikela et al. 2003; Voisin et al. 2006), lo cual
estaria indicando la concurrencia de otro factor limitante. Al respecto, las
giberelinas (GAs) podrian estar involucradas. ABA inhibe la elongacion de hojas
de cebada por disminucion del contenido endogeno de GAs (Munns y Tester
2008). En adicion, una serie de evidencias demuestran que las proteinas
DELLA, una clase de reguladores negativos del crecimiento, median la accion
promotora de GAs en numerosas especies € integran la sefal de un rango de
hormonas en condiciones de estrés abiotico (Hussain y Peng 2003; Achard et al.

2006).

La salinidad afecta inmediatamente la conductancia estomatica cuya respuesta es
regulada por sefalizacion radicular de manera similar al mecanismo que se
concatena ante la sefial de sequia edafica (Davies et al. 2005). Sin embargo, la
tasa fotosintética por unidad de area foliar permanece invariable debido a los
cambios anatdmicos que se suscitan en las hojas, brindando una lamina mas
pequefia, de mayor espesor y con una mayor densidad de cloroplastos. En
condiciones extremas, el contenido de sales en hojas pueden alcanzar niveles
excesivos desconociéndose aun coOmo éstas ejercen su accion toxica. El
contenido de sales puede aumentar en el apoplasto y provocar la deshidratacion
de la célula, puede incrementarse en el citoplasma e inhibir la actividad de las
enzimas involucradas en el metabolismo de carbohidratos o puede aumentar en
cloroplastos y ejercer un efecto toxico directamente en la fotosintesis (Munns y

Tester 2008). Por otro lado, una reduccion de la actividad fotosintética puede
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provocar la formacion de ERO’s e incrementar la actividad de enzimas

depuradoras de tales especies para prevenir el dafio oxidativo a los fotosistemas.

Tolerancia al estrés ionico

La sintomatologia producida por el exceso de Na“ se manifiesta en las hojas
maduras comenzando con una necrosis distal que se extiende por todo el érgano.
La reduccion del crecimiento y del rendimiento ocurre como resultado del
acortamiento de la vida util de cada hoja (Munns 1993). El periodo de tiempo
que transcurre hasta la aparicion de esta sintomatologia caracteristica depende de
la tasa de acumulacion de Na" en hojas y de la efectividad de su
compartimentalizacion en el ambito de células y tejidos (Tester y Davenport
2003). Asimismo, otros efectos deletéreos pueden estar relacionados con la
deficiencia de otros nutrientes o de la interaccion con otros factores ambientales,
tales como sequia, que exacerban su toxicidad. La primera situacion puede
ocurrir debido a que la excesiva concentracion de Na ' interrumpe la asimilacion
de nutrientes de manera directa por interferencia de los transportadores a nivel
de la membrana plasmatica en raiz (tales como canales idnicos selectivos de K,
por inhibicidn del crecimiento de la raiz debido a efectos osmoéticos, o bien, su
efecto se produce de manera indirecta a causa del deterioro que sufre la
estructura del suelo (Taiz y Zeiger 2003; Jha ef al. 2010).

La acumulaciéon de Na' puede acarrear una serie de problemas osmoticos y
metabolicos a la planta, siendo las hojas mas vulnerables que las raices. Estas
ultimas mantienen practicamente constante los niveles de NaCl en funcion del
tiempo, regulando mediante su exportacion al suelo o a la parte aérea. E1 Na' es
transportado a través del xilema favorecido por el flujo transpiratorio, existiendo
evidencias de que su transporte tiene un sentido unidireccional siendo muy
dificil el retorno a la raiz por floema, hecho por el cual se produce su
acumulacion progresiva en las hojas mas viejas (Tester y Davenport 2003). La
toxicidad metabodlica de Na’ es la resultante de la competencia con K™ en
muchas funciones celulares esenciales para el organismo (Rodriguez-Navarro y
Rubio 2006). Altos niveles de Na' o una relacion Na":K™ elevada puede
interrumpir varios procesos enzimaticos en el citoplasma (Yao ef al. 2010). De
hecho, la biosintesis de proteinas precisa de altas concentraciones de K~ debido

al requerimiento de este 16n para la union del ARNt al ribosoma durante el

23



proceso de traduccion del mensaje genético (Blaha et al. 2000, Jha et al. 2010).
Por otro lado, una elevada concentracion de Na' en el apoplasto puede ocasionar
la deshidratacion celular, a la vez que un nivel i6nico excesivo en éstas puede
originar otros problemas osmoticos en el sentido de que la planta necesita
mantener un potencial agua mas bajo que el suelo para mantener su turgencia y
la absorcion de agua; en tales circunstancias el ajuste osmotico requerido podria
obtenerse a través de la absorcion de solutos a partir de la solucion del suelo; o
bien, mediante la sintesis de osmolitos compatibles (Tester y Davenport 2003).
Finalmente, los altos niveles de Na" causan el desbalance ionico disparando una
excesiva produccion de ERO’s resultando en muerte celular (Zhou et al. 2007).
El mantenimiento de la homeostasis i6nica en las plantas es un factor critico para
mitigar los dafios provocados por altas concentraciones de NaCl. La habilidad
que éstas presentan para crecer en tales condiciones se relaciona directamente
con su capacidad para transportar, secuestrar, movilizar y extraer Na'
(Blumwald et al. 2000). La tasa de influjo y eflujo en raiz establece el estado
real de la entrada de Na' a la planta, mientras que su compartimentalizacion en
vacuolas y el transporte radial a la estela y de alli su derrame al xilema, establece
el control homeostatico de Na™ en el citoplasma de las células radicales. La
remocién del Na' por la corriente transpiratoria, su distribucion a través de la
planta y su progresivo acopio en vacuolas determinara su habilidad para
contrarrestar los efectos nocivos de la presencia excesiva de Na' (Apse y
Blumwald 2007).

Estudios sobre regulacion de genes han sugerido que varias ATPasas,
acuaporinas y transportadores ionicos son regulados por el estrés salino tanto a
nivel de transcripcion como de traduccion génica. El papel de varios de los
transportadores i0nicos en las plantas tolerantes a salinidad, ha sido un punto de
mucha atencion durante los ultimos tiempos, evidencidndose notables avances
en la caracterizacion de los transportadores idnicos y de la evaluacion funcional
de los mismos en la tolerancia a este estrés (Rodriguez-Navarro y Rubio 2006,
Blumwald et al. 2000, Apse y Blumwald 2007, Zhang et al. 2008, Jha et al.
2010, Kronzucker y Britos 2011).

Bajo condiciones salinas, la limitacién de la absorcion de Na' podria ser la
primer linea de defensa impidiendo la acumulacion del i6n en la planta. Sin

embargo, la similitud que presenta el ion Na" con respecto al K™ favorece su
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ingreso a las células. En tal escenario, la tasa de influjo de Na" en raiz se lleva a
cabo por medio de un “by pass apoplastico”, de los canales de cationes no
selectivos (NSCCs) y de los transportadores que responden a cambios en el
potencial eléctrico de membrana o a ciertos estimulos fisicos y ligandos. Se
destacan los canales cationicos independientes al voltaje (VI-NSCCs) y sus
subclases CNGCs, AAG-NSCCs y ERO-NSCCs. Como su nombre lo sugiere,
los VI-NSCCs no poseen una selectividad especifica en el influjo de cationes y
parecerian seguir un patrén de permeabilidad relativa entre los distintos cationes
que podria responder a la relacion Na":K™ de 0,3:3. Sin embargo, las subclases
se encuentran predominantemente relacionadas con el transporte de Ca*"
(Kronzucker y Britos 2011). También los CNGCs controlan la homeostasis
ionica mediante la sefializacion por Ca® (Shi 2007).

Otras vias posibles en el ingreso de Na' son los transportadores de K* como ser
las familias KUP/HAK/KT, AKT y HKT; y los transportadores del tipo CCCs
(simporte ClI /Na") y LCT1 ubicados en las raices vegetales. El LCTI
contribuye al ingreso de K y Ca®" conjuntamente con los NSCCs. Pareceria que
existen varias vias sensibles al Ca”" que permiten el influjo del i6n monovalente.
Altas concentraciones de Ca®" externo reduce el ingreso de Na' en canales y
transportadores LCT1. El transportador HKT1 se caracteriza por la absorcion del
Na' preferentemente, a diferencia del HKT2 que posee alta afinidad en el ingreso
de K" y que bajo condiciones salinas limita su expresion, acotando el ingreso de
Na'. Sin embargo, el mecanismo principal del HKT1 es regular el movimiento
del Na' desde raices a la parte aérea, redistribucion en apices, recirculacion y
eliminacion en el xilema (extrusion de iones) debido a su localizacion en células
del floema y del parénquima xilematico. La extrusion de iones puede no ser una
estrategia de tolerancia muy viable, dado que la acumulacion de iones en el
apoplasto impone un estrés hiperosmotico sobre el protoplasto. Sin embargo, es
un mecanismo destacable cuando son considerados los fendmenos de
redistribucion de iones a nivel de planta entera.

El mecanismo de compartimentalizacion en vacuolas se logra a través de anti-
transportadores Na'/H" del tipo NHX localizados en el tonoplasto, acoplando el
movimiento de Na' hacia dentro de vacuolas (en contra del gradiente de
cocnentracion) con el de H' hacia afuera, a favor del gradiente electroquimico

generado por H'-ATPasas y H'-PPiasa (AVP). El gen de NHX se expresa en
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raices, hojas y tejidos florales. Su sobre-expresion confiere tolerancia a sales a
diversas especies vegetales (Kronzucker y Britos 2011).

Ante situaciones de altas concentraciones de Na', la planta inicia la transduccion
de sefiales que le permite activar un conjunto de genes de respuesta al estrés
donde interviene una plétora de proteinas. Cabe destacar la via de sefializacion
i6nico-especifica SOS (en inglés, salt overlay sensitive), que responde a cambios
en la concentracion de Ca’" citoplasmatico, descripta en A. thaliana. SOS3 es
una proteina unida a un grupo miristoil que se une al Ca’" (en inglés,
calcineurin-like myristoylated calcium binding proteina, CBLs) y, que
interacciona directamente con SOS2, una serin/treonin-protein-quinasa (CIPK),
la cual una vez activada adicionaria fosforo a las proteinas “blancos” tales como
SOS1 (un antitransportador Na'/H™ de membrana plasmaética), NHX
(antitransportador Na'/H" del tonoplasto), AKT1, HKTI y en aquellas
involucradas en la regulacion metabdlica del ABA, promoviendo el intercambio
y eflujo de Na" (Shi 2007; Zhou 2007). La activacién de SOSS, SOS4, SOS3,
SOS2 y SOS1 es inducida por el estrés hiperidonico, pero no por el estrés
hiperosmético, y las mutantes correspondientes en estos genes son
hipersensibles a la salinidad y a la deficiencia de K'. SOS4 se encuentra
relacionada a la biosintesis de vitamina B6 y al desarrollo de los pelos
radiculares, mientras que SOS5 es un proteoglicano presente en células
esenciales para la expansion y el crecimiento de la raiz bajo condiciones salinas.

Debido a la distribucion de SOS1 en las células meristematicas de las raices, se
le atribuye la proteccion de la zona de elongacion, debido a que dichas células
carecen de vacuolas y, por lo tanto de NHX1. Ademas, su distribucion a lo largo
de los haces vasculares le proporciona un rol importante en la homeostasis y
distribucion del Na" desde las raices a la parte aérea; desde las raices al medio
externo y de la recirculacion del Na' en la parte aérea (Fig. 1.5, Kronzucker y

Britos 2011).
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Fig. 1.5: Genes involucrados en la red de respuestas al estrés salino. Cinco grandes procesos fisiolégicos
en la tolerancia al estrés (A — E). Sefalizaciones de ca® y SOS2/S0OS3 (flechas amarillas) median
multiples respuestas. Flechas negras indican la direccion del fluzjo de Na’, flechas rosadas discontinuas la
direccion del flujo de H', flecha verde indica el flujp de Ca®". Modificado de  Zhou et al. 2007 y
Kronzucker y Britos 2011).

4. Respuestas fisiologicas y bioquimicas al estrés por bajas temperaturas

Generacion del dario por frio

Si bien, sequia constituye uno de los principales factores que limitan el
crecimiento de los cultivos, las bajas temperaturas restringen la distribucion geografica
de las plantas en el planeta. El frio puede afectar a las plantas al menos de dos maneras.
Por un lado, puede causar diversos dafios por enfriamiento (chilling), los cuales se
manifiestan a bajas temperaturas, pero superiores al punto de congelamiento. Su
intensidad y duracion ocasionan distintos grados de dafio, siendo importante ademas, la
interaccion de ambos factores incidentes dado que los efectos adversos provocados por
un periodo largo de frio en baja intensidad, resultaria similar a aquellos producidos en
un periodo corto con alta intensidad (Schulze ef al. 2002). Las especies que presentan
mayor susceptibilidad son aquellas que, al habitar las regiones tropicales o
subtropicales, estan adaptadas genéticamente a un rango de temperaturas de entre 15°C

y 40°C. En el caso de que la accion de éstas no llegue a ser letal para el organismo, el
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estrés es considerado reversible, cuya exposicion al mismo serviria para aclimatar las
plantas a tales condiciones. De hecho, practicas agrondmicas tales como la exposicion
previa a bajas temperaturas durante un determinado periodo de tiempo, utilizandose un
descenso gradual de la misma (Taiz y Zeiger 2003), o la aplicacién de un tratamiento
con ABA (Alet 2008; Langridge et al. 2006) son ocasionalmente empleadas a fin de
minimizar dafos e incrementar la tolerancia a este tipo de estrés. Ahora bien, cuando las
temperaturas son inferiores al punto de congelamiento del agua, se produce el segundo
tipo de dafio, considerado estrés por congelamiento, el cual incluye un componente
sequia ademas del componente frio, debido a la deshidratacion que sufren las células y
tejidos a causa de la cristalizacion del agua en las células y espacios intercelulares (Beck
et al. 2007).

Los dafios resultantes por enfriamiento determinan un lento crecimiento y
desarrollo debido a una menor actividad metabdlica y disminucion de la respiracion por
desactivacion de enzimas mitocondriales (Fitter y Hay 2002). Genera sintomas
caracteristicos tales como decoloracion o lesiones sobre las hojas u otros organos, los
que manifiestan diferentes grados de susceptibilidad al dafio. Ciertos estados del
desarrollo de una planta son también particularmente sensibles al frio, se producen
disrupciones fisiologicas en la germinacion, florecimiento y desarrollo del fruto,
rendimiento y vida de almacenamiento, considerandose la maduraciéon del polen como
uno de los estados mas sensibles (Taiz y Zeiger 2003). El tamafio de las hojas en plantas
de maiz fue afectado por una mayor duracién del ciclo celular debido a una diferencial
expresion de inhibidores del tipo Cyclin-dependent Kinase Inhibitors (CKIs) que se
encargan de inhibir ciertas enzimas fosfotransferasas (quinasas) que regulan el ciclo
celular (Taleisnik et al. 2009). En el ambito de las células se produce el espesamiento de
las membranas debido a que varia el estado de agregacion de los lipidos que la
componen (cristalizacion), cuya alteracion fisica puede ocasionar la pérdida de funcion
o una mayor permeabilidad permitiendo el ingreso y salida de iones dificultando el
mantenimiento del gradiente de concentracion debido al trastorno de canales, proteinas
de membrana, H-ATPasas que regulan el transporte de iones (Uemura et al. 1995,
Verslues et al. 2006). Por su parte, el aparato fotosintético también sufre dafios debido a
que el lento metabolismo ante elevadas intensidades de luz produce sobrecargas a nivel
de los tilacoides inhibiendo el fotosistema II, por lo cual se produce un desequilibrio en
el flujo de electrones estimulandose la produccion de ERO’s (Beck et al. 2007), a la vez

que se inhibe la sintesis de sacarosa en el citosol, acumulandose varios intermediarios
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de la ruta biosintética (Ruelland et al. 2009). De hecho, ante tal situacion, las especies
sensibles al frio disminuyen su actividad fotosintética en un 40% (Beck et al. 2007).
Finalmente, por disminucion de la actividad de la enzima sacarosa fosfato sintasa
(SPS), se produce un desequilibrio del ritmo circadiano (Schulze et al. 2002). Por otro
lado, en el caso de que las bajas temperaturas congelen el agua presente en el suelo,
disminuye su disponibilidad para la planta generando un estrés secundario por
deshidratacion del organismo (Schulze ef al. 2002).

El dafio por congelamiento es causado por la formacion de hielo dentro y/o
alrededor de las células. El congelamiento extracelular ocurre cuando el descenso de la
temperatura es lento y supera el punto de nucleacion, las células se contraen debido a la
formacion de hielo que comienza en los vasos del xilema expandiéndose hacia
cavidades sub-estomaticas y espacios intercelulares produciendo el desplazamiento del
aire contenido. El hielo formado no ingresa al interior de las células y generalmente no
resulta letal en las especies aclimatadas u originarias de regiones frias; sin embargo, el
crecimiento de los cristales extracelulares disminuye el potencial agua en el apoplasto
incitando el movimiento del agua hacia el mismo hasta alcanzar un nuevo equilibrio lo
cual provoca una deshidratacion excesiva de las células (Taiz y Zeiger 2003, Verslues et
al. 2006, Walker et al. 2008). En consecuencia, disminuye el tamafio del citoplasma a la
vez que se incrementa la concentracion de solutos presentes en el mismo. La actividad
metabolica disminuye a un minimo o se detiene completamente, ya sea debido a la
deshidratacion como a las bajas temperaturas (Beck et al. 2007). La actividad
bioquimica en general es afectada produciéndose desnaturalizaciéon de proteinas,
precipitacion de varios componentes esenciales, liberacion de enzimas hidroliticas,
pérdida de la regulacion del pH por las sustancias buffer presentes en el citoplasma,
eventos que provocarian la muerte de las células (Fittler y Hay 2002).

Cuando la temperatura ambiente desciende bruscamente, el agua contenida en el
citoplasma se enfria rdpidamente y debido a la presencia de ciertas sustancias
denominadas nucleadores, ésta puede formar cristales de hielo provocando dafios
fisicos sobre los organulos e incluso la muerte de la célula (Taiz y Zeiger 2003). En tal
situacion, la formacion de los cristales de hielo se inicia por un proceso de nucleacion a
través de los denominados “nucleadores” que podrian ser macromoléculas, algunos
polisacaridos y proteinas llamadas INPs (del inglés ice nucleating proteins); asimismo,

ciertas bacterias denominadas INA (del inglés ice nucleation active bacteria) que se
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encuentran sobre o dentro de los vegetales también facilitarian el proceso de formacién

de cristales.

Estrategias de las plantas para mitigar los darios producidos por bajas temperaturas

La sobrevivencia de la planta depende basicamente de evitar la formacion de
hielo a través de diferentes mecanismos que se disparan por la expresion de genes
inducidos por bajas temperaturas (COR o LTI o LTR) (Fittler y Hay 2002, Taiz y Zeiger
2003, Verslues et al. 2006).

Estos mecanismos comprenden modificaciones que se originan en el citoplasma,
membrana y pared celular. En tal contexto, las proteinas “anticongelantes” o AFPs (del
inglés antifreezing proteins), retrasan la formacion de hielo y evitan el crecimiento de
los cristales ya formados. Las proteinas “protectoras” de membranas denominadas
CORs (del inglés cold protection proteins) y CAPs (del ingés cold adaptation proteins)
alteran la composicion lipidica logrando mayor crio-estabilidad y estabilizan sus
funciones (Uemura et al. 1995, Fittler y Hay 2002, Schulze et al. 2002). Las proteinas
dehidrinas (DHNSs), forman parte de un gran grupo de proteinas altamente hidrofilicas
denominadas LEA (del inglés late embryogenesis abundant), se acuamulan en los tejidos
vegetativos en respuesta a estrés osmoético. Las DHNs se localizan en diferentes
compartimentos celulares, principalmente en citoplasma y nucleo y con menor
frecuencia en mitocondrias, vacuola y en las proximidades de la membrana plasmatica.
Si bien, alin se desconoce su funcion exacta, experimentos in vitro revelaron que
algunas DHNSs se unen a vesiculas lipidicas que contienen fosfolipidos acidos; mientras
que otras se unen a metales y actian como depuradoras de radicales hidroxilos, protegen
a los lipidos de membrana de la peroxidacion y operan como crioprotectores de enzimas
sensibles al congelamiento (Rorat 2006, Ruelland ef al. 2009).

Finalmente, en la Fig. 1.6 se detallan los principales dafios producidos por los

factores ambientales que desencadenan el estrés osmotico.
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Fig. 1.6: Dafios producidos por frio, sequia y salinidad en los tejidos vegetales. Modificado de Beck et
al. 2007.

5. Mecanismos de percepcion y transduccion de sefiales a estrés osmotico

Las plantas responden ante situaciones adversas provocadas por sequia, alta
concentraciones de sales y bajas temperaturas mediante mecanismos de respuestas que
se suscitan tanto a nivel molecular y celular, como fisiologico y bioquimico, que les
permiten aclimatarse y sobrevivir al estrés. En general, la ruta de transduccidn inicia
con la percepcion de la sefial, seguida de la generacion de mensajeros secundarios
(fosfatos de inositol, ERO’s) que pueden modular el nivel intracelular de Ca®’, quien
inicia una cascada de fosforilacion proteica hasta que finalmente alcanza a la proteina

directamente involucrada en la proteccion celular o en factores de transcripcion que

controlan grupos especificos de genes reguladores (Fig. 1.7). Los productos de estos
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genes pueden participar en la generaciéon de moléculas reguladoras tales como ABA,
etileno y acido salicilico, las que a su vez, pueden iniciar un proceso de sefalizacion
secundaria (Xiong et al. 2002). El sistema de sefializacion requiere de una estricta
coordinacién espacio-temporal de todos los elementos involucrados por lo que a su vez,
necesita de ciertas proteinas reguladoras que participan de manera indirecta mediante la
modificacion, reparto o ensamble de los componentes de senalizacion (Xiong y Zhu
2001).

Las distintas variables ambientales que determinan el estrés osmotico
constituyen un complejo de estimulos que poseen muchos atributos diferentes y a veces
relacionados en donde cada uno de ellos provee una informacién en particular a las
células. Dada esta multiplicidad de senales, es de esperarse que la planta posea
multiples sensores primarios que perciban la sefial del estrés, siendo el incremento de
Ca’" en citoplasma, como resultado del influjo desde apoplasto o la liberacién de
compartimentos intracelulares, una respuesta temprana a todas las formas de estrés
osmotico (Shi 2007). Del mismo modo, en su papel protector, la membrana celular
separa el interior de la célula de su entorno constituyéndose en una barrera fisica y
como tal cumple un papel preponderante en el mecanismo de respuesta de la planta a los
estreses ambientales. De hecho, muchos pasos secuenciales de la cascada de
sefalizacion tales como la activacion de proteinas efectoras, generacion de mensajeros
secundarios y alteracion del metabolismo celular estan asociados a la membrana
plasmatica en donde tanto proteinas asociadas como componentes lipidicos participan

en el proceso (Yamaguchy-Shinozaki y Shinozaki 2006, Wang et al. 2007).
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Fig. 1.7: Pasos principales que se concatenan en la sefializacion de la planta ante situaciones de estrés
osmético. La sefalizacion Tipo | incluye la generacion de enzimas depuradoras de ERO’s y sintesis de
sustancias antioxidantes y osmolitos compatibles; Tipo Il comprende la sintesis de ciertas proteinas en
respuesta al estrés, muchas de las cuales aliin no conoce su funcién; mientras que la sefalizacion Tipo IlI
implica la ruta SOS especifica de estrés idnico. Modificado de Xiong et al. 2002.

Finalmente, el proceso de sefializacioén induce la expresion de multiples genes
diferenciales cuyos productos contribuyen a la tolerancia de manera directa o indirecta,
siendo una accion multigénica perfectamente coordinada donde ademads coexiste la
interaccion entre ellos (Tuteja y Sopory 2008). Las proteinas resultantes de la expresion
podrian ser catalogadas como proteinas funcionales o efectoras y proteinas
reguladoras. Las primeras participan directamente en los mecanismos bioquimicos del
control del dafio, reparacion y aclimatacion donde se inluyen las acuaporinas y algunas
enzimas claves de la biosintesis de osmolitos, chaperonas, antioxidantes. Por otra parte,
las proteinas reguladoras comprenden factores de transcripcion (proteinas reguladoras
de genes), fosfotransferasas (kinasas), fosfatasas, la via de sefalizacion i6nica especifica
SOS (del inglés salt overlay sensitive) (Hasegawa et al. 2000; Tester y Davenport
2003) y otras relacionadas con cascadas de sefializacion (Seki et al. 2007).

El estrés osmotico generalmente produce acumulacion de ABA por lo que no

resulta sorprendente que la expresion génica esté regulada por esta fitohormona, aunque
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no todos los genes que se inducen por estrés son regulados por ABA, indicando la
existencia de varias vias de sefializacion (Ishitani et al. 1997). Entre las vias mas
importante caben destacar aquellas dependientes e independientes de ABA, aislandose y
caracterizandose los elementos promotores cis; como asi también, los factores
responsables de su activacion (Busk y Pages 1998). Los promotores de genes regulados
por ABA, denominados ABRE (elementos de respuesta a ABA), contienen nucleo6tidos
ACGT como core de su secuencia y forman parte de los elementos llamados G-box. Se
han descripto mas de 20 ABREs promotores de genes que responden a la
deshidratacion y sequia, los cuales se unen a factores trans- regulados por ABA como
los bZIP (Nieva Boza 2003; Kobayashi et al. 2008; Gao et al. 2011). Asimismo, se
identificaron otros factores de transcripcion que responden al ABA conocidos como
MYBR/MYCR y que constituyen una via indirecta de regulacion por ABA a través del
gen promotor R22 (Tabla 1.2). Por su parte, los genes independientes de ABA se
caracterizan por contener un elemento conservado de respuesta a deshidratacion (DRE,
TACCGACAT) en su region promotora, relacionada con la regulacion génica por
interaccion con una cascada de sefializacion independiente de ABA y correspondida por
el gen promotor RD29B. Es una via de respuesta mas rapida que la anterior. Esta fue
descubierta a través de estudios del gen promotor RD29A el cual se induce tanto por
vias dependientes como independientes de ABA (Leung y Giraudat 1998; Thomashow

et al. 1999; Xiong et al. 2002; Zhu 2002; Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki 2007).

Tabla 1.2. Genes promotores, elementos y factores de transcripcion en respuesta a
estrés osmotico.

Gen promotor Elementos cis Factor de transcripcion Factor de estrés
RD29A ABRE CBF/DREBI Frio
RD29A DRE/CRT DREB2 Sal, ABA y sequia
RD29B ABRE bZIP Sal y sequia

RD22 MYB/MYC MYBR/MYCR Sequia y ABA
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6. Accion de las poliaminas en el contexto de la tolerancia a estrés osmotico

Las poliaminas (PAs) comprenden un grupo de pequefias moléculas
policatidonicas ampliamente distribuidas en la naturaleza. Se encuentran involucradas en
muchos procesos del crecimiento y desarrollo de las plantas, desempefidndose como
agentes antisenescentes, retrasando el envejecimiento y la muerte de los 6érganos, como
asi también, cumpliendo un papel importante en la defensa de la planta ante distintos
estreses ambientales, contrarrestando los efectos deletéreos promovidos por la situacion
adversa. Ambas funciones han sido atribuidas a sus propiedades antioxidantes y

estabilizantes de membranas y pared celular (Kusano et al. 2008, Zhao y Yang 2008).

Desde el punto de vista quimico, las PAs se caracterizan por contener mas de un
grupo amino-terminal (-NH;) en su estructura, pudiendo ademas albergar grupos iminos
centrales (-NH). Las diaminas putrescina (Put; 1,4 diaminobutano) y cadaverina (Cad;
1,5-diaminopentano), la triamina espermidina (Spd; N-[3-aminopropil]butano-1,4-
diamina) y la tetramina espermina (Spm; N,N'-bis[-aminopropil]butano-1,4-diamina)
comprenden las PAs mas abundantes en plantas y animales por lo que se las denomina
poliaminas superiores; mientras que norespermidina, norespermina y homoespermidina,
a pesar de ser necesarias para el funcionamiento de algunos sistemas biologicos en
particular, tienen una distribuciéon acotada (Kuznetsov y Shevyakova 2007). Estas se
encuentran en formas libres, formando conjugados solubles con compuestos fenolicos
de bajo peso molecular; o bien formando uniones insolubles con macromoléculas tales
como acidos nucleicos, fosfolipidos y proteinas de membrana (Duan et al. 2008). A pH
fisiologico las PAs se encuentran como cationes, hecho por el cual adquieren muchas de

sus propiedades biologicas.

Biosintesis

La biosintesis de PAs puede ser dividida en dos etapas principales: la primera,
comprende la sintesis de Put por la descarboxilacion de aminoéacidos basicos tales como
ornitina y arginina, cuyas reacciones son mediadas por las enzimas arginina

descarboxilasa (ADC) y ornitina descarboxilasa (ODC), respectivamente (Fig. 1.8).
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Fig. 1.8: Biosintesis de putrescina a partir de la descarboxilacion de arginina y ornitina. Tomado de
Palavan-Unsal 1995.

En la mayoria de los seres vivos, las PAs son sintetizadas a partir de la ornitina
donde ésta es directamente descarboxilada por ODC (Childs et al. 2003). En cambio, en
plantas superiores la biosintesis se realiza fundamentalmente a través de una via
indirecta que utiliza arginina como precursor (Palavan-Unsal 1995; Forero y Salvarrieta
2002), siendo ésta sintetizada a partir de ornitina presente en plastidos (Slocum et al.
2005). La sintesis de Put a partir de arginina es mediada por la enzima ADC seguida por
dos desaminaciones consecutivas cuyas reacciones son mediadas por agmatina
iminohidrolasa y N-carbamoilputrescina amidahidrolasa, respectivamente.

La segunda etapa procede con la adicion secuencial de grupos amino-propilos
donados por la S-adenosil metionina descarboxilasa (ASAM) a Put (Fig. 1.9). La adicion
del primer grupo convierte a Put en Spd por accidén de espermidina sintasa. La adicion
de un nuevo grupo aminopropilo forma Spm a partir de Spd, siendo esta reaccion

catalizada por espermina sintasa.
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Fig. 1.9: Biosintesis de espermidina y espermina a partir de putrescina. Tomado de Palavan-Unsal 1995.

La Put es catalizada por las diamino oxidasas (DAOs) mediante una reaccion
que convierte | diamina en A'-pirrolina, amonio y H,O,. Las enzimas DAOs se ubican
en las paredes celulares en donde el H,O, resultante de su catabolismo podria ser de
importancia en los procesos de lignificacion (Moller y McPherson 1998, Tanguy 2001,
Cona et al. 2003) y reacciones de interconexion de senales bajo condiciones normales y
adversas para el crecimiento y desarrollo del organismo (Gill y Tuteja 2010b).
Seguidamente, Al-pirrolina es catalizada a acido y-aminobutirico (GABA), el cual es
finalmente convertido en acido succinico, un intermediario del ciclo de Krebs.

También es un hecho conocido que a partir del precursor dASAM se sintetiza la
fitohormona etileno. Esta via es muy estudiada en simultdneo con las poliaminas ya que

ambos tipos de compuestos han sido descriptos como antagonicos ante distintas
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situaciones fisioldgicas y se sintetizan a partir del mismo precursor (Palavan-Unsal et

al. 1995).
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Fig. 1.10: Representacién esquematica de la biosintesis de poliaminas y su relacién con la biosintesis de
etileno. CPA, N-carbamoilputrescina amidahidrolasa; ADI, agmatina desaminasa, SPDS, espermidina
sintasa; SPMS, espermina sintasa; SAM DC, s-adenosilmetionina descarboxilasa; dcSAM SAM
descarboxilada; las restantes abreviaciones se encuentran detalladas en el texto. Modificado de Gil y
Tuteja 2010b.

El ritmo de los procesos anabolicos y catabdlicos regulan los niveles internos de
poliaminas durante el ciclo celular y procesos de division y expansion celular. Entre los
mecanismos regulatorios que controlan las actividades de ADC, ODC y SAMDC, se
destaca en animales la retroalimentacion ejercida por los productos finales de PAs
(Childs et al. 2003), aunque mas tarde, Page (2007) sugirié que unicamente Put podria
inhibir la actividad de SAMDC mediante tal proceso. Asimismo, existen evidencias de
que los niveles de Spd y Spm estan sujetos a una fuerte regulacion homeostatica
(Bhatnagar ef al. 2001).

Kuznetsov et al. (2006) sugirieron que se produce una regulacion homeostatica
entre las vias metabolicas, Put limita la biosintesis de Spd y Spm y que la Spm inhibiria
la actividad de ADC. También es conocido el hecho de que la actividad de la ADC es
controlada por condiciones de estrés, luz y otras hormonas. Existe una organizacion

supramolecular relacionada a su biosintesis que funcionan regulando su homeostasis.
Localizacion y transporte de PAs
Debido a su fuerte interaccion electrostatica con moléculas organicas cargadas

negativamente, la pared celular y la vacuola constituyen los principales reservorios de
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PAs en las plantas (Slocum 1991; Chattopadhayav et al. 2002; Legocka y Kluk 2005).
Asimismo, éstas pueden encontrarse en el ambito del citoplasma, nicleo, membrana
plasmatica, mitocondrias y cloroplastos. En estos ultimos, las PAs se encuentran
asociadas a los componentes de las cadenas de transporte de electrones, tanto por
interaccion electrostatica como por unioén covalente (Votyakova et al. 1999). Si bien ain
son necesarios mayores estudios tendientes a esclarecer la localizacion sub-celular de
las enzimas involucradas en el metabolismo de poliaminas en plantas, andlisis
inmunocitoquimicos y bioinformaticos sugieren que la ADC estd presente
principalmente en el cloroplasto y en menor medida en el ntcleo. De igual modo,
estudios de fraccionamiento y union a inhibidores proponen que la ODC se encuentra en
el citoplasma y en el ntcleo, mientras que espermidina sintasa y la SAMDC se localizan
generalmente en el citoplasma (Slocum 1991). Debido a su corta vida, aun se desconoce

la localizacion subcelular de espemina sintasa en A. thaliana (Bus6 Saez 2005).

Las PAs presentan movimiento bidireccional a través del xilema y el floema,
pudiendo translocarse por toda la planta (Kuznetsov et al. 2002). Tanguy et al. (2001),
demostraron que el transporte de aminas alifaticas a través de la membrana plasmatica
es bidireccional, saturable, dependiente de energia y regulado por hormonas
(principalmente auxinas y citocininas). Asimismo, estudios recientes sugieren que la
interaccion entre PAs y componentes de membranas mediaria importantes eventos
celulares tales como la transmision de sefales por receptores. En E. coli se conocen
varias proteinas periplasmicas que unen poliaminas, entre ellas PotD y PotF, que forman
parte de dos sistemas de transporte inter-membranales (pPT104 y pPT79) que unen Spd
y Put, respectivamente (Kuznetsov y Shevyakova 2007). En Saccharomyces cerevisiae
se identifico la proteina Gaplp, que cataliza la entrada de aminoacidos, Put y Spd a la
célula. Sin embargo, no ha podido demostrarse que incorpore Spm (Uemura et al.
2005). En adicion, el gen YLL028 codifica para un transportador vacuolar especifico de
PAs (Kuznetsov y Shevyakova 2007). Asimismo, también se identificaron otros

transportadores tales como TPO1-5, UGA4, DUR3 y SAM3 (Kusano et al. 2008).

Las distintas enzimas que participan en el metabolismo de PAs en plantas son
codificadas por familias multigénicas (Urano et al. 2003). En el genoma de A. thaliana
existen dos genes que codifican arginina descarboxilasas, los cuales se denominan
ADCI y ADC2 (Hummel et al. 2004; Cuevas et al. 2008); dos que codifican para

espermidina sintasas, SPDS! y SPD2; al menos cuatro que codifican para S-

39



adenosilmetionina descarboxilasas, SAMDCI, SAMDC2, SAMDC3 y SAMDC4 (Bus6
Saez 2005) y dos que codifican para espermina sintasas, SPMS y ACLS5 (Seki et al.
2002; Urano et al. 2003).

Papel que desempeiian PAs en el crecimiento y desarrollo de las plantas

Las PAs estan involucradas en numerosos procesos del metabolismo celular,
entre los que se incluyen la replicacion del ADN, transcripcion y transduccion de la
expresion génica (Childs et al. 2003), estabilizacion de membranas (Legocka y Kluk
2005), fortalecimiento de la pared celular (Verma y Sharma 2010), modulaciéon de la
actividad de enzimas, division y elongacion celular en meristemas caulinares (Walden et
al. 1997; Liu y Moriguchi 2007) y radicales (Martinez Pastur et al. 2007). El
metabolismo de PAs estd a su vez relacionado con el metabolismo del nitrogeno y del
carbono, por lo que sus compuestos intermedios estarian relacionados a multiples
funciones tales como intermediarios del ciclo de Krebs (GABA), sintesis de proteinas y
aminoacidos (Bhatnagar et al. 2001). Asimismo, intervienen en procesos morfo-
fisiologicos tales como embriogénesis, crecimiento y desarrollo de 6rganos vegetativos
(Hummel et al. 2004), ruptura de la dormicion de tubérculos y semillas (Zeid et al.
2009; Verma y Sharma 2010), desarrollo de primordios florales, crecimiento y
maduracion de frutos (Hummel et al. 2004, Liu et al. 2006a; Marina et al. 2008). De
igual modo, la aplicacion exogena de PAs favorece el crecimiento y desarrollo in vitro
en varias especies. La adicion de Spm al medio de cultivo promueve rizogénesis
adventicia en Nothofagus nervosa (Martinez Pasteur et al. 2007). La aplicacién de un
inhibidor de Put (D-putrescina) inhibié el crecimiento de callos de Prunus persica,
evidenciando la participacion de ésta durante la division celular en el tejido
indiferenciado (Liu ef al. 2006a). Por su parte, el agregado de Spm indujo
organogénesis en Cucumber (Zhu y Chen 2005) y Oryza (Shoeb et al. 2001).

Papel que desemperian PAs en la defensa de la planta ante situaciones de estrés
abiotico

Los vegetales frecuentemente acumulan PAs en respuesta a estreses bidticos y
abioticos (Boucherau et al. 1999, Urano et al. 2003, Walters 2003). Diferentes estudios
realizados mediante la aplicacion exogenas de PAs e inhibidores de su biosintesis
(Chattopadhyay et al. 2002; Liu et al. 2006; Zeid et al. 2009), mutantes deficientes

(Cuevas et al. 2008) y plantas transgénicas que sobre-expresan genes codificantes de
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enzimas que participan del proceso anabolico (Buso Saez 2005; Liu y Moriguchi 2007,
Alet 2008), involucran a las PAs en la respuesta de la planta a estreses ambientales tales
como la deficiencia de nutrientes, la exposicion a temperaturas extremas, salinidad,
sequia, hipoxia y estrés oxidativo (Gill y Tuteja 2010b), Sin embargo, los mecanismos
por los cuales las PAs podrian conferir tolerancia al estrés es un tema que ain sigue
ofreciendo numerosos interrogantes.

Una respuesta que se observa frecuentemente es el aumento de la actividad de
ADC frente a cualquier tipo de estrés abiotico (Bouchereau et al 1999),
concomitantemente con un mayor incremento de Put con relacion a Spd y Spm (Alet
2008). Asimismo, el catabolismo de PAs regula la acumulacién de ERO’s y enzimas
depuradoras de éstas en el ambito de las células (Moschou et al. 2008). En este sentido,
cabe destacar que recientemente Kamada-Nobusada et al. (2008), demostraron que la
expresion de genes de respuestas a sequia es alterada en plantas que tienen disminuida
la actividad de poliamina oxidasa en raices, lo que sugeriria la posibilidad de que tales
enzimas contribuyan a la regulacion de los genes de respuestas a sequia mediante el
balance de la generacion y depuracion de ERO’s (Miller et al. 2010).

Las PAs podrian ademas participar en el mecanismo de sefializacion del estrés
abidtico. En este sentido, plantas de A. thaliana portadoras del gen que codifica
SAMDC incrementaron su tolerancia y atenuaron los dafios producidos por salinidad y
sequia incrementando el contenido de Spm, la cual a su vez induce la actividad de
NCED incrementando el contenido de ABA en 3 o 4 6rdenes de magnitud respecto al
genotipo salvaje. Asimismo, Spm favorece la expresion de genes promotores
dependientes (RD22, RD29A, RD26, COR15A) e independientes (DREBI1, KINI1 y
ERD10) de ABA (Buso Saez 2005). Este hecho, respalda la hipotesis de que las vias
ABA-dependientes y ABA-independientes se relacionarian a través de PAs. Por su
parte, el frio activa la sintesis de Put via ADC (Fig. 1.11). ADC1 pareceria ser regulada
por frio principalmente. También se ha visto que sus mutantes adc/ son sensibles al frio
y que disminuyen la expresion de genes regulados por ABA no siendo asi, para los
genes regulados via ABA independiente, por lo que se supone que la Put estaria
modulando los niveles de ABA regulando positivamente la expresion de NCED. Es
decir que la tolerancia al frio es, al menos en parte, regulada por ABA, a la vez que la
Put tendria un rol “corriente arriba” en las vias de sefializacion de ABA (Alet 2008;

Cuevas et al. 2008). Por otra parte se hipotetiza que Put podria estar modulando en un
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punto anterior a HOS10, haciendo posible el inicio en la cascada de sefalizacion de

respuesta ABA-dependiente (Alet 2008; Alet et al. 2011).
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Fig. 1.11:

Interaccién entre ABA y putrescina en la sefalizacion de estrés hidrico y bajas temperaturas.

Se representa en forma esquematica las vias de sefializacién. Lineas gruesas: via principal de
sefializacion; Flechas: activacion; Lineas terminadas en guién: inhibicién; flecha con linea de puntos:
interaccion proteina-proteina. Pequefios circulos indican una modificacion en los factores de transcripcion
en respuesta a la sefial de estrés para su activacion, como fosforilaciéon. Adaptado de Kim et al. 2003;

Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki 2006.
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7. Mejoramiento genético para incrementar la tolerancia a estrés osmotico

Las condiciones ambientales adversas constituyen la principal causa de
disminucién del rendimiento potencial de los cultivos (Bray 2000). A pesar de haberse
realizados considerables esfuerzos para revertir esta situacion y estabilizar el
rendimiento a través de la aplicacion de programas de mejoramiento convencional, su
aplicacion ha tenido un éxito limitado debido a la naturaleza multigénica y complejidad
de los caracteres involucrados, como asi también a la reducida variacidon genética con
que se cuenta en el germoplasma de los principales cultivos (Pardo 2010). Asimismo, el
uso de parientes silvestres como fuente de recursos genéticos determinantes de
tolerancia a estreses requiere de mucho tiempo y esfuerzo, a la vez que implica la
transferencia de genes indeseables en combinacidn con los genes de interés que se desea
introducir. Los experimentos de mejoramiento cldsico revelaron que los caracteres
relacionados con tolerancia a estrés se encuentran dispersos en varios locus de
caracteres cuantitativos (QTLs), los que a priori, son dificiles de identificar debido a
que los efectos fenotipicos de cada gen asociado con un caracter cuantitativo complejo
son relativamente pequefos; existiendo sélo algunos casos exitosos (Collins et al.
2008).

En la era actual de las “omics”®

donde la informacién acerca de genes que se
expresan diferencialmente y sus patrones de regulacion fluye constantemente a partir de

muchos laboratorios (http://www.plantstress.com), la utilidad de la estrategia basada en

el andlisis de la funcion de los genes individuales mediante el uso de la ingenieria
genética es ilimitada. Tomando en consideracion la extensa brecha que existe entre el
rendimiento potencial y real de los cultivos ocasionada principalmente por estreses
abioticos, se realizaron considerables esfuerzos para desarrollar plantas tolerantes a
través de la ingenieria genética. Sin embargo, los eventos obtenidos ain no han sido
probados en gran escala en condiciones de cultivo comercial y tampoco han sido
utilizados en programas de mejoramiento (Singla-Pareek et al. 2007). El avance en la
aplicacion de técnicas de microarreglos de ADN favoreci6 el anélisis rapido de ARNm
que se expresan diferencialmente, identificindose cientos de genes candidatos para
ingenieria genética; entre los que se encuentran genes funcionales (relacionados con la

acumulacion de metabolitos, sintesis de proteinas especificas) y genes reguladores

% Neologismo del idioma inglés que informalmente agrupa las disciplinas bioldgicas cuyo nombres
finalizan en omic; incluyéndose a genomic, transcriptomic, proteomic y metabolomic.
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(quinasas, factores de transcripcion). Si bien, ambos grupos revisten gran importancia
en el mejoramiento de las plantas, la ingenieria genética de genes reguladores que a su
vez, controlan un grupo de genes relacionados al estrés, se presentaria como una de las
estrategias mas promisorias para minimizar los efectos deletéreos asociados al menos

con sequia (Fig. 1.12).
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Fig. 1.12: Estrategias de ingenieria genética aplicables en la obtencion de plantas tolerantes a estrés
hidrico. Andlisis moleculares y genémicos facilitan el descubrimiento de genes involucrados en la
tolerancia, los que pueden usarse para mejoramiento. Un amplio rango de genes pueden ser empleados
incluyendo proteinas funcionales como transportadores y chaperonas; funciones de enzimas; proteinas
regulatorias como en vias de sefializacién y factores de transcripcion. La actividad de proteinas
regulatorias pueden ser controladas por medio de mutaciones puntuales, supresiones parciales,
modificaciones post-transcripcionales (fosforilacion por quinasas), o por activacion o represion de
dominios. Los genes pueden ser regulados a nivel de ARNm (por ejemplo una sobre-expresion del gen o
una supresion por antisentido de ARNi). La intensidad y la frecuencia de expresién del transgen pueden
ser manejadas mediante el empleo de un promotor adecuado. Modificado de Umezawa et al. 2006.

En la actualidad basicamente se utilizan dos metodologias para incrementar la
tolerancia de los cultivos a las condiciones ambientales desfavorables. La primera
consiste en la utilizacién de la variacion genética natural, ya sea a través de seleccion
directa o mapeo con QTLs, y subsecuente seleccion asistida por marcadores; mientras
que la segunda comprende la obtencion de plantas transgénicas mediante la

introduccion de genes de resistencia ya sea funcionales o reguladores (Ashraf et al.

2008).
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8. Transformacion genética

Conceptos y métodos disponibles

Por definicidn, un cultivo transgénico es aquel que contiene uno o varios genes
que han sido insertado/s artificialmente por medio de la biotecnologia moderna. Un
programa de mejoramiento basado en el uso de esta tecnologia inicia su labor en la
busqueda de la tolerancia a través de organismos que vivan en condiciones ambientales
extremas, los que una vez identificados son evaluados en condiciones de crecimiento
normal y estresante (Fig. 1.13). Seguidamente, los genes que confieran tolerancia
deberan ser aislados y clonados a fin de ser introducidos en el genoma de las células
vegetales a partir de las cuales deberd generase un nuevo individuo portador del

transgen que sera evaluado en condiciones controladas y en ensayos de campo.

Deteccion de organismos que viven bajo condiciones ambientales extremas

!

Evaluacion de los organismos identificados bajo condiciones estresantes y no
estresantes
Aislamiento y clonacion de aquellos genes que confieren tolerancia o caracteres N BIOLOGIA
especificos MOLECULAR
l} CULTIVO DE
Introduccion de uno o mas genes en un sistema vegetal y seleccion de las células o /V TEJIDOS
tejidos que contengan la transgénesis de interés a partir de los cuales se debe obtener ;
una planta entera \ TRANSF QRMACION
l’ GENETICA
Identificacion del transgen mediante analisis molecular

/

Evaluacion de las lineas transgénicas en condiciones de estrés y desarrollo de ensayos
a campo

Fig. 1.13: Programa de mejoramiento genético basado en el uso de la biotecnologia moderna. Su
implementaciéon requiere de la interaccion de técnicas moleculares, cultivo in vitro de tejidos vy
transformacion genética.

A fin de desarrollar un procedimiento exitoso de transformacion genética, resulta
imprescindible i) contar con células “totipotentes”, es decir que sean capaces de
dividirse y generar un nuevo individuo, ii) disponer de un método que permita
introducir ADN dentro de las células y iii) contar con un método para seleccionar y

regenerar las plantas transformadas.
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La introduccion de genes foraneos a un organismo se realiza a través de vias que

implican el uso de métodos directos o fisicos e indirectos o biologicos.

Métodos de transferencia directa. Fueron desarrollados bdsicamente como
alternativa al uso de métodos indirectos en especies que revisten importancia
econdomica como los cereales pero que no son hospedantes naturales del agente
bioldgico que se utiliza para dirigir el T-ADN. En los métodos directos el
transgen es introducido en la célula vegetal ya sea mediante la transformacion
de protoplastos o bien, mediante el bombardeo de microparticulas (gene gun).
Dado que la pared celular constituye una barrera fisica para la introduccién del
ADN a la célula, ésta es removida temporariamente mediante enzimas.
Seguidamente, los protoplastos pueden ser transformados utilizando
polietilenglicol, electroporacidon, microinyeccion o liposomas, siendo los dos
primeros, los métodos mas utilizados. Sin embargo, la gran complejidad
experimental que reviste el cultivo de protoplasto limita la utilizacion de esta
técnica (Danilova 2007). Por su parte, el bombardeo de microparticulas es un
proceso en el que el plasmido o porcion de ADN es recubierto en su superficie
por gotas de oro o tungsteno, de 0.5 a 5 micras de didmetro. Estas particulas, son
aceleradas por una descarga eléctrica de un aparato o por un pulso de gas son
«disparadas» a altas velocidades atravesando la pared y membrana celular sin
causar dafio letal en la célula (Helenius et al. 2000). Se puede emplear cualquier
tipo de explante vegetal, desde células o protoplastos hasta plantulas enteras,
sometiéndolos a un tratamiento osmoético antes y después del bombardeo para
evitar el dafio de las células (Finer et al. 1999). El ADN contenido en las
particulas que son atrapadas en el nucleo, puede integrarse a los cromosomas de
manera estable mediante un proceso de recombinacion al azar (transformacion
estable). Debido a que la transformacion estable ocurre a muy baja frecuencia,
resulta necesario utilizar un sistema de seleccion in vitro que permita distinguir
las células transformadas (Sanford 1988; Finer et al. 1999). A pesar de la
desventaja que representa el bajo nimero de transformantes producido por un
solo episodio de bombardeo, la biolistica ha resultado exitosa en la
transformacion de numerosas especies en las que se incluyen soja, sorgo, cafia

de azucar y trigo (Diaz et al. 2004; Marina et al. 2008; Danilova 2007).
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Método de transferencia indirecta. Utiliza un sistema bioldgico para introducir
el gen. El procedimiento mas difundido es mediado por Agrobacterium
tumefaciens o A. rhizogenes. Estas son bacterias gram-negativas que se
encuentran en el suelo y que naturalmente infectan a un amplio rango de
especies vegetales dicotiledoneas causando enfermedades conocidas como
“agalla de la corona” y “raiz en cabellera”, respectivamente. Atraidas por ciertas
sustancias fendlicas que secretan las heridas de las plantas, ingresan a través de
¢stas provocando la proliferacion de las células individuales infectadas. La
capacidad patogénica estd asociada a la presencia de megaplasmidos (150-200
Kb) llamados Ti (tumor-inducing) o Ri (root-inducing) en las bacterias. Se
demostré que durante la patogénesis un fragmento de estos plasmidos llamado
T-ADN (transfer-DNA), es transferido a la célula vegetal, donde se integra al
ADN cromosdmico y cuya expresion causa una activa division celular en la zona
que dard origen al tumor o agalla a través de la sintesis de hormonas. El T-ADN
esta delimitado por dos repeticiones de 25 pb que lo flanquean, denominadas
bordes derecho e izquierdo (Fig. 1.14), siendo éstos los tnicos elementos cis
necesarios para dirigir el procesamiento del T-ADN. Cualquier fragmento de
ADN ubicado entre estos bordes puede ser transferido a la célula vegetal (Diaz

et al. 2004).

Borde
derecho

Plasmido Ti
de octopinas

Regién de
virulencia

manopinas

Origen de replicacién
(OR))

Fig. 1.14: Estructura del plasmido Ti de Agrobacterium tumefaciens. Modificado de Gémez y
Echenique 2004.
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El plasmido Ti contiene ademds una region de virulencia denominada vir donde
se encuentran los genes responsables de la transferencia del fragmento T al
genoma de la célula huésped. Esta region estd compuesta por siete loci
principales (vir A, vir B, vir C, vir D, vir E, vir G y vir H), que codifican la
mayor parte de la maquinaria proteica involucrada en la transferencia del T-
ADN. Ademas, se requiere de un grupo de genes de virulencia localizado en el
cromosoma de la bacteria (genes chv) que participan en los estadios tempranos
de union a las células de la planta; como resultado, inicamente la regién T se

transferira a la planta.

Ambos bordes son importantes para el reconocimiento de las endonucleasas
virD1/virD2 que estarian involucradas en la liberacion de la hebra T. Sin
embargo, el proceso de escision tendria caracteristicas polares, como lo sugiere
el hecho de que la proteina virD2 se une preferencialmente al borde derecho
(extremo 5’ de la hebra T). También se han identificado secuencias proximas al
borde derecho que contribuirian a establecer la polaridad del proceso. En los
plasmidos de octopina, una de estas secuencias incrementa el transporte del T-
ADN a la célula vegetal. La proteina virC se une a esta secuencia favoreciendo
el clivaje del borde derecho por la endonucleasa virD1/D2. El borde derecho es
requerido en forma absoluta para la patogenicidad de Agrobacterium
tumefaciens, mientras que el borde izquierdo es prescindible (Gelvin 2003).

Las interacciones que tienen lugar durante la transformacion genética mediada
por Agrobacterium es un proceso (Fig. 1.15) que puede dividirse en ocho pasos
distintivos: 1) Agrobacterium reconoce y se une a la célula huésped. Esta union
es mediada por proteinas codificadas en el cromosoma de la bacteria y por
receptores especificos de la célula huésped; 2) El sistema de traduccion de
senales de Agrobacterium reconoce sefiales quimicas especificas de la planta; 3)
La proteina virG media la traduccion de sefiales y la activacion transcripcional
de los genes vir; 4) La formacion de la copia de T-ADN y del complejo T
inmaduro que estd presente en la bacteria (dentro de la bacteria el T-ADN es
inmaduro); 5) La formacién del complejo de transporte a través de las
membranas de la bacteria y de la pared celular, compuesto principalmente por
las proteinas de la familia virB y la proteina virD4, lo que permite la exportacion

de la hebra T y de las proteinas virD2 la cual esta unida a la region 5° del T-
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ADN y virEl al citoplasma de la célula vegetal; 6) La formacion del complejo T
maduro, formado por la hebra T y las proteinas virD2 y virE2 ya dentro de la
célula vegetal; 7) La importaciéon del complejo T al nucleo, proceso que es
facilitado por proteinas de la planta entre las que se ha identificado a AtKAPa y
VIP1; 8) El transporte dentro del nucleo y la integracion del T-ADN al genoma
de la planta, mediado por virD2/virE2 y por factores nucleares. Se ha reportado
que virD2 es capaz de unirse a las ciclofilinas RocA, Roc4 y CypA, proteinas
que actan como chaperonas y contribuirian a mantener la conformacion de
virD2. Otra proteina vegetal que se une a virD2 es una fosfatasa tipo 2C (PP2C),
requerida para la acumulacion de virD2 en el nucleo. Finalmente, virD2 también
interacciona con AtKApa. Esta proteina, de la familia de carioferinas, participa
en la importacidon de proteinas al ntcleo. A diferencia de virD2, virE2 no se une
a AtKapa, pero si lo hace a otras dos proteinas VIP1 y VIP2. La proteina VIP1
es capaz de importar la proteina VirE1l al nicleo en un sistema de levaduras. A
su vez, VIP2 no solo se une a virE2, sino también VIP1 en ensayos de doble
hibrido. Por lo tanto, VIP1, VIP2 y VirE2 pueden funcionar como un complejo
multiproteico facilitando y participando el transporte hacia el ntcleo de la
proteina virE2 y contribuir asi a la integracion del complejo T. Ademds de
AtKAPa y VIP1, se ha descripto que el complejo RAN, con actividad GTPasa,
es requerido para la importacion al nucleo en otros sistemas, sugiriendo que
también participaria en la importacion del complejo T al ntcleo. Analogos de
GTP no hidrolizables bloquearian la importacion al ntcleo de las proteinas virE2
y virD2 por inhibicion de RAN. La accién combinada de proteinas bacterianas y
proteinas huéspedes contribuyen a la translocacion del complejo T maduro en la

célula vegetal (Gelvin 2000; Tzfira y Citovsky 2006).
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Fig. 1.15. Mecanismos moleculares implicados en la transformaciéon por Agrobacterium
tumefaciens. Tomado de Tzfira y Citovsky 2006.

Una vez en el ntcleo, el complejo T participa de la integracion de la hebra T al
genoma de la planta y es liberado de su proteina acompafiante. E1 T-ADN
interacciona con VIP1, CAK2M y TATA box, este complejo guia al T-ADN
hacia el sitio de union en la cromatina. VIP1 y quizds otros factores de
transcripcion interaccionan con una histona (H2A), proteina esencial que integra
al T-ADN. El mecanismo proteolitico podria ser por un complejo que se forma
con VIP1, VirF y VirE2. Una proteina F-box bacteriana funcionaria como ligasa.
A este paso seguiria un paso de sintesis reparativa de la hebra complementaria
en que intervendria la maquinaria nuclear de la planta.

Sin embargo, otros estudios sugieren que la doble cadena se sintetizaria
previamente a la integracion al genoma vegetal. La proteina VirD2 tiene en su
extremo C- terminal motivos presentes en la familia de las recombinasas. La

proteina VirE2 se requeriria para la integracion del extremo 3’ del T-ADN.
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También se ha sugerido una participacion de la histona H2A en el proceso de
integracion (Tzfira y Citovsky 2006).

Aprovechando la infeccion de éste patogeno en plantas y, debido a la posible
manipulacion del plasmido, la ingenieria genética utiliza su metodologia para
obtener plantas transgénicas, siendo éste método, el mas utilizado para la
transformacion genética de plantas (Dafny-Yelin y Tzfira 2007). Para ello, se
remueven previamente todos los genes comprendidos dentro de la region T
(oncogenes y genes de sintesis de opinas) que son los responsables de la
patogenicidad, pero no se afecta la transferencia e integracion del T-ADN. El
plasmido Ti sin sus regiones intermedias es llamado “desarmado”. Sobre esta
base, se desarrollan vectores de expresion que permiten clonar genes de interés
dentro de la region T (Fig. 1.16). Aunque actualmente no es utilizado el vector
completo, se utilizan los llamados “cassette de transformacion”, tomandose los
bordes del plasmido y se modifica “el centro” del mismo quitando las secuencias
innecesarias en la transformacion y que interrumpen en el proceso. Las mismas
son secuencias propias del plasmido, como los elementos recombinantes que
podrian producir multicopias y formar estructuras secundarias de ADN y ARN

procariota en el genoma vegetal (Agrawal et al. 2005).

Borde izquierdo Oncogenes Gen de opinas Borde derecho

Marcador
selectivo

Borde izquierdo Gen de interés Borde derecho

Fig. 1.16: Plasmido Ti salvaje (arriba) y modificado, llamado “cassette de transformacion” (abajo).

Vectores de transformacion

Existen dos tipos diferentes de sistemas de vectores de transformacion que

fueron disefiados mediante biologia molecular por el hecho que los plasmidos son muy

grandes. Resulta obvio que la region T desarmada con el gen de interés y los genes vir

deben estar presentes en cualquiera de los sistemas. Por un lado, el tipo cointegrativo,

en donde el gen de interés es introducido dentro de un pldsmido Ti mediante un paso de

51



recombinacion simple a partir del llamado vector intermediario (un plasmido comun de
trabajo para Escherichia coli). En este plasmido Ti, las secuencias comprendidas entre
los bordes de la region T han sido reemplazadas por secuencias que permiten la co-
integracion del vector intermediario. Este plasmido Ti conserva también todos los genes
comprendidos en la region vir. El sistema basado en un vector binario, el gen de interés
y los genes vir residen en dos replicones separados capaces de coexistir y replicarse
autonomamente en Agrobacterium. El replicon que contiene el gen de interés (en
general de tamafio pequefio) se denomina vector binario. El desarrollo de vectores
binarios y la disponibilidad de un amplio rango de cepas de Agrobacterium que
contienen plasmidos Ti desarmados convirtieron a la transformacién basada en esta
bacteria en un método preferencial de transformacion vegetal a pesar que ambos

sistemas son herramientas eficientes (Gelvin et al. 2003; Diaz ef al. 2004).

El método de transformacion indirecta, a pesar de que al igual que los otros
métodos la insercion es al azar, es muy utilizado debido a que no resulta una técnica
costosa y es de facil inoculacion, se obtiene mayor cantidad de células transformadas
(alrededor del 1%), el transgen se introduce dentro de alguna region de transcripcion y
la insercion dentro del genoma es controlada, a diferencia del método de transferencia
por biobalistica que inserta innumerables copias con un riesgo considerable de
silenciamiento (Finer et al 1999). Ademaés, el método bioldgico, permite una
transformacion estable perpetudndose el transgen en la progenie. Es ampliamente
utilizado en la obtencion de eventos transgénicos de uso comercial aportando tolerancia
a estrés, como algodon Bt tolerante a lepidopteros (MONS31) y tolerante a glifosato RR
(MON1445). Asimismo, esta técnica es utilizada en diversos estudios que comprenden

la modificacion de la expresion de genes o insercién de nuevos genes.

Poco tiempo atras, los eventos transgénicos se obtenian por introduccién de un
so0lo vector o un cassette de transformacion con un gen de interés; sin embargo,
actualmente se liberaron al mercado lineas transgénicas portadoras de multiples
transgenes. Se pueden introducir multiples genes dentro de una misma planta de
distintas maneras: por medio de cruzamientos sexuales entre plantas que acarrean
diferentes genes como maiz RR-Bt y el triple transgénico de maiz también tolerante a
glufosinato de amonio (Argenbio), retransformacion integrando nuevos genes en plantas
transgénicas y una co-transformacion con la entrega combinada de distintos genes en el

mismo proceso de transformacion (Dafny-Yelin y Tzfira 2007). Hasta cinco transgenes
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fueron transferidos a plantas de arroz de ésta Ultima manera, demostrando mayor
efectividad, facilidad y rapidez en el proceso (Agrawal et al. 2005). En todos los casos,

cada gen es dirigido por su propio promotor.

Los vectores utilizados en la transformacion, ademds del gen de interés,
contienen en su constructo un gen denominado promotor que regulara el momento de
expresion del transgen (Birch et al. 1997). Existe una amplia variedad de promotores
vegetales caracterizados estructural y funcionalmente que pueden ser utilizados con el
proposito de regular la expresion génica en el evento resultante. Entre ellos podemos
citar a los promotores constitutivos (CaM V35S, Ubiquitina, Actina), inducibles por
heridas, metales y estrés abiotico (RD294), regulados por la luz (Cab y algunos genes
de Rubisco) y especificos de organos (tallos, raices, frutos, semillas, entre otros)
(Lacorte et al. 1997; Peters et al. 1999; Aoki et al. 2002; Shrawat et al. 2007). Es
importante destacar, que en caso de estudios de especies tolerantes a estrés abiotico es
conveniente utilizar promotores inducibles por estrés ya que los constitutivos presentan
desventajas como variaciones fenotipicas en algunas especies e incluso generan un

gasto innecesario de energia ya que sobre-expresarian el transgen (Alet et al. 2008).

Una vez que el experimento de transformacion se llevd a cabo, se procede a
seleccionar los explantes que se transformaron mediante el empleo de un medio de
cultivo selectivo. En la mayoria de los casos, la seleccion se basa en el agregado de una
sustancia toxica al medio basal a fin de impedir el crecimiento del tejido no
transformado (seleccion negativa). Al expresarse el gen selectivo en las células
transformadas, permite su supervivencia y la regeneracion de plantas a partir de las
mismas. Los genes de resistencia a antibidticos aislados de bacterias han sido
frecuentemente utilizados como selectores (Diaz ef al. 2004). El mas utilizado de ellos
es el gen nptll (Tabla 1.3), aislado inicialmente del transposoén Tn5 que esta presente en
Escherichia coli. Este codifica para la enzima neomicina fosfotransferasa, la cual
inactiva a una serie de antibidticos aminoglucdsidos por fosforilacion (Peters et al.
1999; Wu et al. 2006; Koc et al. 2007; Petri et al. 2008; Roy et al. 2008). Otros genes
ampliamente utilizados son los que confieren resistencia a gentamicina (aac3,
gentamicina acetil transferasa), higromicina (4pt, higromicina fosfotransferasa, Yu et al.
1999; Aoki et al. 2002; Shrawat et al. 2007), bialofos (bar, Shrawat et al. 2007) y
aquellos que confieren resistencia a los herbicidas glufosinato y glifosato (EPSPS,

inhibidor de la 5 enolpiruvato 3-fosfato sintasa) (Danilova 2007).
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Tabla 1.3. Marcadores selectivos disponibles.

Gen de seleccion  Producto genético Fuente Seleccion
NptIl Neomicina fosfotransferasa Tn5 Kanamicina,
paromomicina,
neomicina
Ble Resistencia a bleomicina TnSy Bleomicina, fleomicina
Streptoalloteichus
hindustanus
Dhfr Dihidrobolato reductasa Plasmido R67 Metotrexato
Cat Cloranfenicol acetil transferasa Fago p1Cm Clorafenicol
AphlV Higromicina transferasa E. coli Higromicina B
SPT Tn5 Estreptomicina
aacC3, aacC4 Gentamicina-3-N- Serratia marcescens;,  Gentamicina

acetiltransferasa Klebsiella
pneumoniae
Bar Fosfinotricin acetil transferasa  Streptomices Fosfinotriscina, bialofos
hygroscopicus
EPSP 5-enolpiruvilshikimato-3- Petunia hybrida Glifosato
fosfato sintasa
Bxn Bromoxinil nitrilasa Klebsiella ozaenae Bromoxinil
psbA Proteina Qn Amaranthus hybridus ~ Atrazina
tfdA 2,4-D monooxigenasa Alcaligenes eutrophus  Acido 2,4
diclorofenoxiacético
DHPS Dihidroxipicolinato sintasa E. coli S-aminoetil L-cisteina
AK Aspartato kinasa E. coli Alta concentracion de
lisina y treonina
Sul Dihidropteroato sintasa Plasmido R46 Sulfonamida
Csrl-1 Acetolactato sintasa Arabidopsis thaliana Herbicida sulfonilurea
manA Manosa 6P-isomerasa E. coli Manosa-6-fosfato

Un gen reportero al permitir la rapida identificacion de las células
transformadas, es utilizado generalmente para explorar la localizacion espacio-temporal
de la expresion génica. Para ello, las regiones reguladoras de los genes que se desea
estudiar son ligadas al gen reportero y las construcciones asi obtenidas son transferidas
al genoma vegetal. Idealmente, un gen reportero debe ser de facil ensayo, si es posible
en condiciones no destructivas del tejido. Se requiere también que la actividad endégena

asociada al gen reportero sea muy baja o inexistente en las plantas a transformar.

Actualmente, se cuenta con un pequeiio nimero de genes reporteros de uso frecuente
(Tabla 1.4), siendo los mas utilizados, luciferasa (LUC), B-glucuronidasa (GUS; UidA) y
proteina de fluorescencia verde (GFP); en menor grado, cloranfenicol acetiltransferasa

(Cat) (Finer et al. 1999, Danilova 2007).
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Tabla 1.4: Caracteristicas de los principales genes reporteros disponibles.

Genes reporteros Origen Deteccion Referencias

B -glucuronidasa (GUS; Escherichia coli No radioactivo. Cualitativo,  Jefferson et al.

UidA). histoquimico. Cuantitativo, 1987
fluorométrico.

Proteina de fluorescencia Aequorea victoria Fluorescencia no Cubbit et al. 1995

verde (GFP) (medusa) destructiva.

Luciferasa (Luc) Photinus pyralis Luminescencia. Koncz et al. 1989

Cloranfenicol acetil Escherichia coli Radiactivo. Krausz y Graw

transferasa (Car) Semicuantitativo. 1996

El gen reportero GUS brinda utilidad tanto a nivel cualitativo como cuantitativo,
es de facil metodologia y no requiere de equipamiento especializado. Su desventaja
radica en que para su deteccion se precisa destruir el tejido, a pesar de lo cual, es
ampliamente utilizado en la determinacién de la calidad y eficiencia de transformacion,
induccion y funcionalidad de promotores, caracterizacion y expresion de genes,
transformacion de bacterias y evaluacion de transformaciones transientes o estables
(Jefferson et al. 1986; Jefferson et al. 1987; Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki 1994;
Lacorte et al. 1997; Serres et al. 1997; Aida et al. 1999; Humara et al. 1999; Kasuga et
al. 1999; Peters et al. 1999; Yu et al. 1999; Higuchi et al. 2001; Aoki et al. 2002;
Nandakumar et al. 2004; Nakashima et al. 2006; Tojo et al. 2006; Wu et al. 2006;
Duque et al. 2007; Renying et al. 2007; Shrawat et al. 2007).

Deteccion del transgen

Como la seleccion de los explantes transformados mediante el gen de seleccion
no es tan precisa por el hecho que algunos tejidos transformados toleran el agente
selectivo o puede deberse a un “escape” de células vecinas transformadas hacia células
salvajes adquiriendo cierta resistencia, se procede a identificar aquellas plantas que
realmente son portadoras del transgen (Gomez y Echenique 2004; Reece 2004)
empleando algunas de las siguientes técnicas moleculares:

* PCR (reaccion en cadena de la polimerasa). Se determina la presencia del

transgen dentro del genoma.
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*  Southern blotting que determina la posicion del transgen y el numero de copias

integradas.

*  Western blotting. Se determina la presencia del transcripto del gen de interés,

mediante la deteccion inmunogénica de la proteina que codifica.

* RT-PCR (transcripcion reversa seguida de PCR). Se observa la presencia del

transcripto del gen de interés.

* PCR en tiempo real. Detecta el nivel de amplificacion de una secuencia de

interés y la estima cuantitativamente.

Plantas transgénicas tolerantes a estrés osmotico

En los ultimos afos, la comunidad cientifica ha realizado denodados esfuerzos en la
obtencion de plantas transgénicas que expresen tolerancia a la desecacion, salinidad y
bajas temperaturas; sin embargo, hasta el momento no han sido liberados al mercado
eventos con tales caracteristicas. Se han intentado fortalecer la expresion de grupos de
genes como: i) genes involucrados en la transmisién de sefiales; i7) reguladores
transcripcionales; iii) genes que codifican para la sintesis de proteinas funcionales
involucradas en la tolerancia, como proteinas del shock térmico, por frio, proteinas
LEA, proteinas de transporte de iones; iv) genes que codifican enzimas involucradas en
la sintesis de metabolitos protectores; v) antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos. En
el Anexo 1 se incluye un compendio de los eventos transgénicos tolerantes a estrés

hidrico y salinidad, portadores de genes reguladores y funcionales.

Ensayos en condiciones de cultivo comercial

En la obtencidn de tolerancia “a campo”, el prondstico se complica ain mas dado que
las plantas en su ambiente natural, estan sometidas a multiples factores estresantes que
se presentan de manera simultanea. Esto puede agravar el dafio que suftre el organismo y
al mismo tiempo, desencadenar rutas protectoras diferentes e incluso opuestas (Del Viso

et al. 2010). Debido a la existencia de interacciones negativas, se ha buscado mejorar a
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las especies vegetales introduciendo varios genes que confieren tolerancia a multiples
estreses; sin embargo, esto no significa que una simple insercion no sea de utilidad ya
que cada estudio aporta informacién sobre las caracteristicas de los genes y hace posible
que pueda llevarse a cabo los nuevos eventos de transformacion multiples, a la vez que,
posiblemente, el desarrollo de la tolerancia a una combinacidon de estreses podria
requerir una respuesta unica (Mittler 2006). Al mismo tiempo, es importante tener bien
definido que se desea obtener; por ejemplo, la eficiencia en el uso del agua (EUA) y la
tolerancia a la sequia suelen estar relacionadas. Cuando el suministro de agua es
limitado, resulta importante considerar EUA en términos de materia seca producida por
unidad de agua utilizada. Frecuentemente, EUA y tolerancia a sequia son considerados
sindonimos a pesar de que, en la mayoria de los casos, solo tienen relacion entre si. La
eficiencia en el uso del agua se refiere a un parametro de produccién y un objetivo
importante de la investigacion en esta drea consiste en optimizar EUA manteniendo, al
mismo tiempo, una elevada productividad. Por el contrario, al analizar la tolerancia a
sequia, se enfatiza en la supervivencia del vegetal durante un periodo de bajo suministro
de agua. De hecho, la capacidad para sobrevivir a intensos déficit hidricos suele estar
negativamente relacionada con la productividad. Actualmente, hay gran interés en la
posibilidad de incrementar la tolerancia a sequia y mejorar EUA a través del
mejoramiento genético y manejo mas adecuado de los cultivos. Un objetivo deseable,
aunque dificil de conseguir, seria que se pudiesen obtener combinaciones de
caracteristicas que incrementen la tolerancia a la deshidratacion y la eficiencia en el uso

del agua, sin pérdidas en el rendimiento.
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9. Planteamiento del problema

La aplicaciéon de la ingenieria genética en estudios de estrés, brinda la
posibilidad de analizar el comportamiento y eventual contribucion diferencial que
tendria un determinado gen o grupo de genes sobre el/los procesos bioquimicos y
fisiologicos relacionados con la defensa de la planta y su tolerancia a dicha situacion
desfavorable. Quizas el mas elemental de los estudios, involucra la sobre-expresion de
osmolitos compatibles que aseguran un adecuado flujo de agua en los tejidos vegetales,
evitando asi el incremento excesivo de iones y su consecuente efecto toxico. Es evidente
que no todas las plantas producen los mismos compuestos y en el caso de que asi lo
hagan, no todas los sintetizan en las cantidades requeridas para regular adecuadamente
el potencial osmotico. El clonado de secuencias génicas de enzimas identificadas como
“reguladoras” ha generado el concepto de que su sobre-expresion podria contribuir al
incremento de la tolerancia. En efecto, algunas lineas transgénicas obtenidas han
presentado un mejor comportamiento frente al estrés en relacion con sus pares no
transformadas; sin embargo, el mecanismo involucrado permanece esencialmente
desconocido y ello se debe a la gran cantidad de variables fisioldgicas y metabolicas que
resultan afectadas, ain en las transformaciones puntuales. Esto sin embargo no
desvirtiia su uso potencial como "marcadores moleculares". Si bien la metodologia de
transformacion del género Lotus reconoce antecedentes de varios afos atrds, dichas
técnicas fueron aplicadas mayoritariamente a las especies L. japonicus y L. corniculatus
(Stiller et al. 1997); las que se ocupan en mayor grado de los fendémenos bioquimicos-
fisiologicos que desencadenan las relaciones simbidticas con bacterias fijadoras de
nitrogeno y con menos frecuencia, al estudio de la biosintesis de los flavonoides.

En el contexto de un programa interdisciplinario creado con la finalidad de
evaluar genes que potencialmente tengan relevancia en los procesos de tolerancia a
estrés abidtico, la Unidad de Biotecnologia 1 del Instituto Tecnologico de Chascomus
(ITIB-INTECh, CONICET) ha disefiado vectores portadores de secuencias codificantes
de la biosintesis de las poliaminas, bajo el control del promotor inducible RD29A4
(Chiesa et al. 2004), el cual posee al menos dos secuencias DRE (respuesta a desecacion
e independiente del acido abscisico -ABA-), una ABRE (respuesta a frio y salinidad y
dependiente de ABA) y una que podria ser inducida por estrés oxidativo conocida como
as-1 (Ishitani et al. 1997); verificandose la funcionalidad del mismo en el género Lotus

(Chiesa et al. 2004).
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10. Objetivos
Objetivo general:

Evaluar la funcién del gen codificante de arginina descarboxilasa en la tolerancia
a estrés osmotico de Lotus tenuis.

Objetivos particulares:

L. Transformacion genética via Agrobacterium tumefaciens y produccion de
plantas transgénicas de Lotus tenuis, deteccion y andlisis de la insercion del gen
de interés.

II. Anadlisis molecular, bioquimico y fisioldégico de las plantas controles (no
transformadas) y portadoras del gen, en condiciones ionicas normales y
estresantes.

11. Hipotesis

Se presume que la sobreexpresion del gen de arginina descarboxilasa incrementara los
niveles endogenos de poliaminas, favoreciendo la tolerancia de Lotus tenuis al estrés
osmatico.
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ANEXO
Genes involucrados en la respuesta a la tolerancia a estrés salino y sequia.
Tomado de Zhou et al. 2007 y Ashraf et al. 2008

a. Obtencion de plantas tolerantes a estrés hidrico utilizando factores de transcripcion de
origen vegetal.

Clasificacion  Gen Especie Origen Sistema de Pardametro Aito
modificada expresion mejorado

DREBI/CBF DREBIA/CBF3 Arabidopsis  Arabidopsis CaMV35SP  Retencion de agua 1998
y RD29A 1999

DREBI/CBF DREBIB/CBF1 Tomate Arabidopsis CaMV35SP  Retencion de agua 2002

DREB1/CBF  OsDREBI1B/CBF Tabaco Arroz CaMV35SP Deshidratacion, 2008

frio y EROs

DREBI/CBF CBF4 Arabidopsis  Arabidopsis CaMV35SP Retencion de agua 2002
y RD29A

DREBI/CBF ZmDREBIA Arabidopsis ~ Maiz CaMV35SP  Deshidratacion 2004

DREBI/CBF DREBIC/CBF2 Arabidopsis  Arabidopsis Knockout Deshidratacion 2004

AP2/ERF SHN1/WIN1 Arabidopsis  Arabidopsis CaMV35SP  Retencion de agua 2004

DREBI/CBF DREBIA/CBF3 Trigo Arabidopsis RD29A Retencion de agua 2004

DREBI/CBF DREB1A/CBF3 Tabaco Arabidopsis RD29A Retencion de agua 2004

DREBI/CBF DREB1A/CBF3 Arroz Arabidopsis Maiz Ubi-  Retencién de agua 2005
1P

AP2/ERF WXP1 Alfalfa M. trunculta CaMV35SP Retencion de agua 2005

AP2/ERF HRD Arabidopsis  Arabidopsis CaMV35SP  Deshidratacion 2007

DREB2A DREB2A Arabidopsis  Arabidopsis CaMV35SP  Retencion de agua 2005
y RD29A

bZIP ABF3, Arabidopsis  Arabidopsis CaMV35SP  Retencion de agua 2002

ABRE2/ABF4

bZIP ABRE1/ABF2 Arabidopsis ~ Arabidopsis CaMV35SP Retencion de agua 2004

bZIP ABF3 Arroz Arabidopsis Maiz Ubi-  Retencién de agua 2005
1P

bZIP ABRE1/ABF2 Arabidopsis  Arabidopsis CaMV35SP  Retencion de agua 2005

y deshidratacion

bZIP ABRE1/ABF2 Arabidopsis  Arabidopsis CaMV35SP  Deshidratacion 2005

bZIP GmbZIP1 Arabidopsis  Soja CaMV35SP  Deshidratacion 2011
y RD29A

MYB/MYC AtMYC2/AtMYB2  Arabidopsis  Arabidopsis CaMV35SP Deshidratacion 2002

MYB CpMYB10 Arabidopsis  C.plantagineum CaMV35SP Retencion de agua 2004

R2R3-MYB AtMYB60 Arabidopsis  Arabidopsis Knockout Retencion de agua 2005

R2R3-MYB  AtMYB41 Arabidopsis  Arabidopsis CaMV35SP  Expansion celular 2008

Cys2His2- ZPT2-3 Petunia Petunia CaMV35SP  Deshidratacion 2003

type

Cys2His2-ty  CAZFPI Arabidopsis ~ Pimienta CaMV35SP  Retencion de agua 2004

Cys2His2- STZ Arabidopsis  Arabidopsis CaMV35SP  Deshidratacion 2004

type

NAC ANACO019/055/072  Arabidopsis  Arabidopsis CaMV35SP Retencion de agua 2004
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b. Obtencion de plantas tolerantes a estrés hidrico utilizando como herramientas genes
que codifican proteinas protectoras.

Clasificacion Gen Especie Origen Sistema de Parametro Aiio
modificada expresion mejorado
Fructanos SacB Tabaco B. subtillis CaMV35SP Deshidratacion 1995
Trealosa TPS1 Tabaco S.cerevisae CaMV35SP Deshidratacion 1996
Mioinositol IMT1 Tabaco C. edulis CaMV35SP Retencion de 1997
agua
Prolina P5CS Arroz Vigna AIPC-ABA- Retencion de 1998
acontilifolia inducible agua
Trealosa OtsA,OtsB Tabaco E. coli CaMV35SP Riego limitado 1998
Fructanos SacB Remolacha B. subtillis CaMV35SP Riego limitado 1999
Glicina betaina  COX Arabidopsis/  A. pascens CaMV35SP Riego limitado 2000
Canola/
Tabaco
Galactinol AtGolS2 Arabidopsis Arabidopsis CaMV35SP Retencion de 2002
agua
Trealosa TPSP Arroz E. coli ABA- Retencion de 2002
(OtsA,OtsB) inducible/ agua
rbcSP
Trealosa TPSP Arroz E. coli Maiz Ubi- 1P Retencion de 2003
(OtsA,OtsB) agua
Manitol mtID Trigo E. coli Maiz Ubi- 1P Limitacion de 2003
agua
Poliaminas ADC Arroz D. stramonium ~ Maiz Ubi- 1P Deshidratacion 2004
Poliaminas ADC2 Arabidopsis Arabidopsis CaMV35SP Deshidratacion 2010
Poliaminas ADC Arabidopsis Avena RD29A Deshidrataciony 2011
frio
Poliaminas SAMDC Arroz D. stramonium  Maiz Ubi- 1P Répida 2009
recuperacion
luego del estrés
Poliaminas SPDS Arabidopsis C. ficifolia CaMV35SP Retencion de 2004
agua
Prolina P5CS Petunia Arabidopsis/ CaMV35SP Retencion de 2005
Arroz agua
Trealosa TPS1 Tomate S. cerevisae CaMV35SP Retencion de 2005
agua
Glicina betaina ~ GSMT+DMT  Arabidopsis A. halophytica CaMV35SP Retencion de 2005
agua
LEA HVAIl Arroz Cebada Arroz Act-1P Retencion de 1996,
agua 2001
LEA HVALl Trigo Cebada Maiz Ubi-1P Limitacion 2000
hidrica
Chaperona BiP Tabaco Soja CaMV35SP Retencion de 2001
agua
Proteina shock  AyHspl7.6A  Arabidopsis Arabidopsis CaMV35SP Retencion de 2001
térmico agua
LEA LEA Chinese Canola CaMV35SP Retencion de 2005
Babbage agua
Detoxificacion ~ Mn SOD Alfalfa N. CaMV35SP Retencion de 1996
plumbaginifolia agua
Peroxidacion MsALR Tabaco Alfalfa CaMV35SP Retencion de 2000
de lipidos agua
NAD+ruptura  PARP Canola - CaMV35SP Retencion de 2005
(ARNiI) agua
Otros CDT1 C. C.plantagenium  Agrobacterium  Callos 1997
plantagenium pgs
Transporte de AVP1 Arabidopsis Arabidopsis CaMV35SP Retencion de 2001
iones agua
Biosintesis de AtNCED3 Arabidopsis Arabidopsis CaMV35SP Retencion de 2001
ABA agua
Estomas Chl-NADP- Tabaco Maiz Agrobacterium  Conductancia 2002
ME MAS estomatica
Catabolismo de  CYP707A3 Arabidopsis Arabidopsis Knockout Retencion de 2005

ABA

agua
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c. Obtencion de plantas transgénicas tolerantes a déficit hidrico utilizando genes

involucrados en vias de senalizacion.

Clasificacion Gen Especie Origen Sistema de expresion Pardametro Aito
modificada mejorado

Proteina Os Arroz Arroz CaMV35SP Retencion de 2000

kinasa, CDPK ~ CDPK7 agua

GSK3/Shaggy  AtGSKl1 Arabidopsis Arabidopsis CaMV35SP Retencion de 2001
agua

MAPKKK NPK1 Maiz Tabaco CaMV35SP Estrés hidrico 2004

SnRK?2 SRK2C Arabidopsis Arabidopsis  CaMV35SP Retencion de 2004
agua

Medidor de CBL1 Arabidopsis Arabidopsis ~ Agrobacterium MAS Retencion de 2003

Calcio agua

Proteina 14-3-  GF141 Algodon Algodon CaMV35SP Retencion de 2004

3 agua

CC-NBS-LRR  ADRI Arabidopsis Arabidopsis  CaMV35SP Retencion de 2004
agua

Famesil- ERAI1 Arabidopsis Arabidopsis  CaMV35SP/RD29AP  Retencion de 2005

transferasa (antisentido) agua

d. Obtencion de plantas transgénicas tolerantes a estrés salino utilizando genes
involucrados en la sintesis de proteinas protectoras y funcionales.

Clasificacion Gen Planta Origen Parametro mejorado Aiio
transformada
Glicina betaina ~ betA Tabaco/Brassica E. coli Aumenta biomasa y retiene ~ 1996/2004
oleracea agua
Glicina betaina ~ BADH Arroz E. coli Mejoramiento de relacion 2000
K'/Na"
Glicina betaina ~ BADH Zanahoria E. coli Mejora crecimiento 2004
Glicina betaina ~ BADH Tabaco E. coli Mejora crecimiento y 1997/2000
actividad fotosintética
Glicina betaina ~ BADH Tomate Atriplex Mejora crecimiento y 2002
reduce pérdida de iones
Glicina betaina ~ CodA Arabidopsis/Arroz Arthrobacter  Incrementa crecimiento y 1997/1998/
Brassica juncea globiformis capacidad de fotosintesis 2000
Prolina P5CS Tabaco/Arroz Vigna Incrementa crecimiento 1995/1998
acantifolia
Prolina P5CS Tabaco Vigna Reduce estrés oxidativo y 2000
acantifolia mejora germinacion
Prolina P5CS Batata Arabidopsis Mejora crecimiento y 2005
rendimiento
Prolina ProDH Arabidopsis Arabidopsis Mantiene mayor turgencia 2005
Prolina COX Arabidopsis/Tabaco/  Arthrobacter ~ Mejora crecimiento 2000
Brassica napus pascens
Ectoina Hmect ABC  Tabaco B. Mejora crecimiento de raiz, 2006
alcalophilus fotosintesis, relacion
K'/Na" y absorcién de
nitréogeno.
Manitol Mt1D Arabidopsis/Tabaco/  E. coli Mejora germinacion y 1993/1995/
Berenjena/ crecimiento 2002/2003
Trigo
Manitol Mt1D Populus tomentosa E. coli Mejora crecimiento, 2005
conductancia estomatica,
fotosintesis, tasa
transpiratoria y reduce
permeabilidad de
membrana
Mio-inositol IMT1 Tabaco C. edulis Mejora actividad 1997
fotosintética

62



Trealosa OstA'y Arroz E. coli Mejora crecimiento y 2002

OstB reduce dafios
fotooxidativos
Trealosa TPS y TPP Arroz E. coli Mejora crecimiento y 2003
capacidad de fotosintesis
Transportador AVP1 Arabidopsis Mayor 2001
de iones compartimentalizacion
HALI Melén/Tomate/ Mejora relacion K'/Na® 1997/2000/
Arabidopsis 2001
AtHal3 Arabidopsis Arabidopsis Mejora relacion K'/Na* 2000
AtNHX1 Arabidopsis/Tomate  Arabidopsis Mejora crecimiento y rinde ~ 1999/2001/
/Brassica 2001/2004/
napus/Trigo/Festuca 2005/2006
AtNHX1 Algodon Arabidopsis Mejora rinde, calidad de 2005

fibra, fotosintesis y
asimilacion de N.

AtNHX1 Fagopyrum Arabidopsis Mejora relacion K'/Na® 2008
esculentum bajo condiciones salinas.

AgNHX1 Arroz A. gmelini Mejora crecimiento 2002

GhNHX1 Tabaco Algodon Mejora crecimiento 2004

SsVP Arabidopsis Suaeda salsa ~ Mejora crecimiento, 2005

actividad ATP-asas y
compartimentalizacion de
sodio

SOD2 Arroz S. cerevisae Incrementa asimilacion de 2006
iones y reduce Na', mayor
fotosintesis, actividad ATP-
asas y reduce generacion de

EROs
SsNHX1 y Arroz Suaeda salsa  Incrementa actividad de 2006
AVP1 ATP-asas, mejora relacion

K'/Na*, mayor tasa de
asimilacion de CO2 y

reduce EROs.
PgNHX1 y  Tomate Pennisetum Incrementa tolerancia a 2011
AtAVP1 glaucum y salinidad, acumula prolina,
Arabidopsis retiene clorofila y mantiene
homeostasis ionica.
HKT1 Arabidopsis Arabidopsis Mejora ingreso de K™ 2001/2004
SOS1 Arabidopsis Arabidopsis Incrementa tolerancia 2003
LEA LEA Arroz Mejora crecimiento 1996
Proteinas shock  DnaK1 Tabaco Aphanothece Reduce Na“ y mejora 1999
térmico halophytica fijacion de CO,
AtHsP17.6 Arabidopsis Arabidopsis Incrementa biomasa 2001

A
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e. Obtencion de plantas tolerantes a estrés salino utilizando factores de transcripcion.

Clasificacion Gen Especie Origen Pardametro mejorado Aiio
modificada
EREBP/AP2  Tsil Tabaco Tabaco Incrementa toleranciaa 2001
sal y patdgenos
AP2 DREBIA Arabidopsis/Arroz  Arabidopsis Mejora crecimiento 1999/2004/2005
OsDREB1A  Arabidopsis Arroz Incrementa toleranciaa 2003
sal, frio y virus
OsDREBI Tabaco Arroz Incrementa toleranciaa 2008
sal y frio
Mtzpt2-1 M. trunculata M. trunculata Mejora crecimiento y 2003
tolerancia al estrés
CAP2 Tabaco Cicer arietinum Mejora crecimiento y 2006
aumenta transcriptos de
tolerancia al estrés
CpMYB10  Arabidopsis Craterostigma Germinacion 2004
plantagineum
Alfinl Alfalfa Mejora crecimiento 1999
STO Arabidopsis Arabidopsis Mejora crecimiento 2003
CBF3 Arroz Arabidopsis Incrementa toleranciaa 2005
sal
SNAC1 Arroz Arroz Incrementa toleranciaa 2006
sal
CBF/DREBs HvCBF4 Arroz Cebada Incrementa toleranciaa 2007
sal, sequia y frio
NAC SNAC2 Arroz Arroz Incrementa toleranciaa 2008

sal, sequia y frio

f. Obtencion de plantas transgénicas

involucrados en vias de senalizacion.

tolerantes a estrés salino utilizando genes

Clasificacion Gen Especie Origen Parametro Aiio
modificada mejorado
Proteina kinasa MKK?2 Arabidopsis Arabidopsis Incrementa 2004
tolerancia a sales
MAPKKK NPK1 Arabidopsis Tabaco Incrementa 2000
tolerancia a sales
Proteina de AtCaMBP25 Arabidopsis Arabidopsis Incrementa 2004
unién a (antisentido) tolerancia a sales
calmodulina
Proteina kinasa SOS2 Arabidopsis Arabidopsis Reduce 2000
Ser/Thr transporte de
Na+
Sensor de Ca** SOS3 Arabidopsis Arabidopsis Incrementa 1998

tolerancia a sales
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g. Obtencion de plantas transgénicas tolerantes a estrés salino

mecanismos.

mediante otros

Clasificacion

Gen

Especie modificada

Origen

Parametro
mejorado

Aifio

Glutation
peroxidada

Ascorbato
peroxidasa

Glutamina
sintasa

Cu/Zn SOD

Proteinas del
tipo “dedos de
7>

FeSOD

Ascorbato
peroxidada

Glutamina
sintasa
Glioxilasa

Mn-SOD
PaSOD

MSR4

AtLDH3

GmALDH?7

OsISAPI

SDIR1

ZFP252

Tabaco

Tabaco

Arroz

Tabaco

Arroz
Arabidopsis

Arabidopsis

Arabidopsis

Tabaco/Arabidopsis

Tabaco

Tabaco, Arroz

Arroz

Arabidopsis

Potentilla
atrosanguinea

Arabidopsis

Arabidopsis

Soja

Arroz

Arabidopsis

Arroz

Mayor
capacidad
antioxidante y
reduce estrés
oxidativo
Mejora
capacidad de
fotosintesis
Reduce
fotorrespiracion
Protege
pigmentos
fotosintéticos
Reduce EAOs
Tolerancia a
estrés salino en
germinacion y
crecimiento
Incrementa
resistencia a
estrés oxidativo
Reduce
peroxidacion de
lipidos
Incrementa
germinacion,
tolerancia a
sequia, sal y
estrés oxidativo
Incrementa
tolerancia a
sales
Incrementa
tolerancia a
sales y
deshidratacion
Incrementa
tolerancia a
sales y
deshidratacion

1996/1997/
2000

2004

2000

1999

1999
2010

2004

2003

2006/2006

2004

2008

2008
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CAPITULO 2

Transformacion genética y produccion de plantas transgénicas de

Lotus tenuis portadoras del gen codificante de arginina descarboxilasa
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1. Introduccion

El género Lotus como modelo de estudio

Si bien, el género Lotus es integrado por mas de 180 especies, solo algunas de
ellas revisten interés en la produccion pecuaria. En este contexto, Lotus corniculatus, L.
tenuis y L. uliginosus se caracterizan por producir forrajes de alta calidad que son
utilizados en sistemas de pastoreo directo (Damiani et al. 2008). Debido a que éstas
presentan una elevada plasticidad que les permite adaptarse a variadas situaciones
estresantes tales como inundaciones, suelos &cidos, salinos y baja fertilidad, hace
posible su uso en la recuperacion de areas marginales. L. corniculatus posee su centro
de origen en Europa donde se lo cultiva de manera intensiva, extendiéndose su uso al
norte de América y Australia. L. tenuis, especie originaria del Mediterraneo y
naturalizada en el pais, sembrada inicialmente en Pigii¢ (Buenos Aires) en la década de
1930, continud su expansion por la zona bonaerense y finalmente fue establecida en una
superficie considerable de los pastizales de la Pampa Deprimida del Salado en el afio
1980 (Vignolio y Ferndndez 2006). Por su parte, L. uliginosus originaria de Europa y
Norte de Africa, naturalizada en Argentina, es una especie apropiada para suelos poco
fértiles, himedos y acidos (Diaz et al. 2005; Damiani et al. 2008).

La manifestacion de un fuerte cardcter heterocigotico en las poblaciones
silvestres limitd el mejoramiento genético convencional (breeding) en algunas especies
de Lotus (Kade et al. 2003). Sin embargo, el esfuerzo realizado en los tltimos afios por
varios grupos de trabajo posibilitd la incorporacion de la ingenieria genética como una
alternativa valida aplicable a los planes de mejoramiento; reportdndose la
transformacion genética mediada por Agrobacterium en L. angustissimus (Nenz et al.
1996), L. corniculatus (Armstead y Webb 1987; Belluci et al. 2000; Damiani et al.
1993, 2008), L. japonicus (Stiller et al. 1997; Lohar et al. 2001; Aoki et al. 2002; Diaz
et al. 2005) y L. tenuis (Damiani et al. 1993).

Los protocolos de transformacion desarrollados hasta el momento se basan en la
sensibilidad de las especies de Lotus en la transferencia de genes mediante
Agrobacterium tumefaciens (Aoki et al. 2002; Armstead y Webb 1987; Lohar et al.
2001; Nikolic et al. 2007) y A. rhizogenes (Damiani et al. 1993; Nenz et al. 1996;
Stiller et al. 1997).
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Dado que la mayoria de estas especies poseen la particularidad de integrar
facilmente genes fordneos en sus genomas, a la vez que presentan una alta capacidad de
regeneracion in vitro, capaces de diferenciar sus tejidos sin formacion de callos durante
la regeneracion, (especialmente L. cormiculatus) (Nikolic et al. 2007), son utilizadas
como especies modelos en estudios de genética clasica y molecular relacionados con la
simbiosis planta-rizobios, en la biosintesis de metabolitos secundarios y en la
composicion de proteinas en el forraje (Stougaard et al. 1986; Forde et al. 1989). En
1990, se propuso a L. japonicus como modelo de estudio gendmico dado que retine
ciertas caracteristicas ventajosas que facilitarian el andlisis cientifico tales como su
pequefio genoma, nivel de ploidia estable (2n=2x), sistema de reproduccion mediante
autofecundacion, facilidad en el manejo de flores y ciclo corto (Handberg y Stougaard

1992).

Transformacion genética de especies de Lotus
Lotus japonicus

Considerada leguminosa modelo, ha despertado el interés de la comunidad
cientifica a fines de su utilizacion en estudios genéticos y moleculares tendientes a
esclarecer aspectos relacionados con la fijacion y metabolismo del nitrogeno en
leguminosas, simbiosis bacteria-planta e interacciones micorriticas (Lombardi et al.
2003). La transformacion genética mediada por A. tumefaciens ha sido escogida
principalmente por la simplicidad y eficiencia del método, como asi también por la
posibilidad de obtener una integracion estable del gen foraneo en el genoma de la
especie vegetal (Tirichine ef al. 2005). En tal contexto, se utilizan con fines de cultivo
hipocétilos o raices extraidas de plantulas de 7 dias (Lombari ef al. 2005; Tirichine et
al. 2005; Damiani et al. 2008). Los protocolos de transformacién a partir de hipocotilos
fueron propuestos inicialmente por Handberg y Stougaard (1992) y Stiller et al. (1997)
con el objeto de superar ciertas las limitaciones que presentaba el protocolo de
transformacion desarrollado a partir de raices. Por otro lado, a pesar de que el Ri-ADN
contiene genes rol que interfieren las vias de traduccion de sefiales en plantas, a la vez
que, como resultado de su expresion frecuentemente se producen efectos pleiotrépicos
en las plantas resultantes, la transformacion del sistema radical con 4. rhizogenes atn es
muy utilizada con el fin de reducir el tiempo de cultivo, de obtener regeneracion directa

y de minimizar el riesgo de variacion somaclonal (Damiani et al. 2008). Como agentes
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selectivos se utilizan principalmente antibidticos tales como kanamicina e higromicina,
destacandose el hecho de que existen evidencias que avalan el uso del gen bar, quien
confiere resistencia a fosfinotricina, como alternativa para reducir la variacion

somaclonal y esterilidad en plantas (Lohar ef al. 2001).

Lotus corniculatus

Durante el desarrollo del cultivo in vitro, transformacion vegetal y obtencion de
especies transgénicas, L. corniculatus fue la primer especie con resultados positivos en
cuanto a obtencion de callos y regeneracion. Se desarrollaron protocolos de
transformacion mediados por A. tumefaciens; a partir de segmentos de cotiledones,
tallos y hojas (Damiani et al. 2008; Jian et al. 2009; Nikolic et al. 2007). Otros
protocolos de transformacion incluyeron el uso de A. rhizogenes, el cual puede ser
inoculado en el hipocotilo de plantas mediante el uso de agujas hipodérmicas
induciéndose la regeneracion directa de raices adventicias (Chiesa et al. 2004; Damiani
et al. 2008); o bien, mediante el co-cultivo de la bacteria junto a raices inmersas en
medio liquido (Jian ef al. 2009). Como agentes selectivos se utilizan higromicina y

kanamicina (Nikolic et al. 2007; Jian et al. 2009).

Lotus tenuis

En el caso de L. tenuis, debido a la falta de un procedimiento adecuado que
permita la regeneracion y produccion de “vitroplantas”, el método de transformacion
disponible se fundamentd en el uso de A. rhizogenes mediante la inoculacion del
hipocoétilo, de la misma manera que lo desarrollado para L. corniculatus. (Damiani et al.
2008).

A fin de implementar el uso de A. tumefaciens en estudios fisiologicos
relacionados con esta especie, resulta imprescindible desarrollar un procedimiento que
permita la induccion de embriogénesis somdtica u organogénesis de yemas adventicias

y subsecuente obtencion de plantulas.

Aplicacion de la transformacion genética en especies de Lotus

La transformacion genética es utilizada como medio para estudios genéticos y

fisiologicos (Damiani et al. 2008). La mayor parte de los enfoques gendmicos fueron
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dirigidos al aislamiento de genes implicados en la fijacion simbiotica de nitrégeno e
interacciones planta-patégeno, basados en el silenciamiento de genes en etapas de
reconocimiento bacteria-planta, control de la infeccion y formacion de noddulos
(Schauser et al. 1998; Kumagai y Kouchi 2003; Heckmann et al. 2006).

En este contexto, Thykjaer et al. (1995) insertaron transposones de maiz en L.
Jjaponicus demostrando la posibilidad de reinsertar elementos genéticos foraneos y
transponibles en la especie. Del mismo modo, se realizaron transformaciones con genes
reporteros (uidA) gus (Nikolic et al 2004, 2007) y gfp (Jian et al. 2009) con el fin de
demostrar la insercion de genes fordneos, promotores y agentes selectivos, como asi
también evaluar la eficiencia del procedimiento de transformacion. Asimismo, esta
herramienta biotecnologica ha sido utilizada en estudios relacionados con la biosintesis
de taninos condensados (Robbins et al. 1992; Turchetti et al. 2001), posibilitando la
obtencion de mutantes, aislamiento de genes desconocidos y transformacion de plantas
con genes en orientaciones sentido y antisentido (Carron et al. 1994; Spangenberg et al.
2010) que favorecen la comprension de los distintos procesos involucrados.

La ingenieria genética también ha sido utilizada en el género Lotus para abordar
estudios relacionados con los mecanismos de tolerancia que éste presentaria ante
situaciones de estrés abiotico en donde se incluye la modificacion de la biosintesis de
poliaminas en L. tenuis (Chiesa et al. 2004) y la insercion del gen TaNHX2
(antitransportador Na'/H") en L. corniculatus (Jian et al. 2009).

Finalmente, con el proposito de alterar la composicion proteica, se indujo la
sintesis de zeinas de maiz en L. corniculatus (Guang-Li et al. 1994; Bellucci et al. 1998,

2000).

2. Objetivos

Produccion de plantas transgénicas de Lotus tenuis mediante el empleo del método
indirecto mediado por Agrobacterium tumefaciens, deteccion y andlisis de la insercion

del gen de interés.
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3. Materiales y métodos
Material vegetal

Plantulas de Lotus tenuis cv. INTA PAMPA (diploide, 2n = 2x = 12) de 30 dias
de edad obtenidas mediante germinacion in vitro de sus semillas fueron utilizadas como
fuente de explantes. Las semillas fueron sometidas a un tratamiento previo de inmersion
en una solucion acuosa de NaOH (2,5 mM) por 15 minutos. Seguidamente, éstas fueron
transferidas a una solucion desinfectante compuesta por NaOCl 1,2% y 0,1% de Triton®
durante 15 minutos y finalmente, lavadas con agua destilada estéril. Las semillas
desinfectadas fueron cultivadas en tubos de vidrio de 1llcc de capacidad (3
semillas/tubo) que contenian 3 ml del medio basal de Murashige y Skoog (1962),
semisélido (agar Sigma A-1296, 6,5 g-L"), suplementado con 30 g'L”' de sacarosa
(MS). El pH se ajust6 a 5,8 antes de la esterilizacion por autoclave (121°C durante 20
min). Los cultivos fueron incubados en condiciones de luz (116 pmol m? s' PAR,

fotoperiodo 14 hs) y temperatura (27+£2°C) controladas.

Organogeénesis adventicia y obtencion de vitroplantas

Se utilizaron segmentos de raices, hojas y cotiledones. Cada raiz primaria (sin el
meristema radical) y los cotiledones fueron fragmentados con 2 o 3 cortes transversales;
mientras que, en el caso de las hojas, se utilizaron las tres préximas al meristema apical,
separando sus foliolos. Los explantes fueron cultivados en los recipientes descriptos
anteriormente, conteniendo 3 ml de MS suplementado con acido naftalenacético (ANA
0,5 uM), 6-benciladenina (BA; 5, 10 o 20 uM) y thidiazuron (TDZ; 2,5; 5; 10 o 20
uM), incubandose durante 45 dias. Seguidamente, los explantes regenerantes fueron
subcultivados por 30 dias a medios frescos desprovistos de reguladores del crecimiento.
Finalmente, los brotes elongados fueron separados y enraizados mediante un
pretratamiento con IBA (4cido indolbutirico 500 uM) durante 2 horas y transferencia a
un medio de cultivo MS sin hormonas.

Por su parte, la multiplicacion vegetativa de las lineas transgénicas obtenidas se
realizd mediante el cultivo de segmentos caulinares que contenian una yema axilar en
medio MS suplementado con acido indolacético (AIA, 0,2 uM) y BA (2,5 o 5 uM) por
30 dias. Posteriormente, los propagulos obtenidos fueron aislados y transferidos a la

fase de enraizamiento siguiendo el protocolo antes mencionado.
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Todos los cultivos fueron incubados bajo las mismas condiciones fisicas antes
descriptas.

Las “vitroplantas” fueron transferidas a macetas de 250 cc de capacidad
conteniendo un substrato estéril (tierra negra:arena, proporcion 2:1 v/v) y puestas en una
camara climatizada, manteniéndose un régimen diario de temperatura (272 °C), luz
(fotoperiodo 12 hs, 320 umol m™ s PAR) y humedad relativa (65 %) durante 45 dias;

momento en el cual fueron transferidas a condiciones ambientales externas.

Analisis histologico

Transcurridos 30 dias de cultivo, se recolectaron muestras a partir de los
explantes que brindaron organogénesis, las que fueron fijadas en una solucién
formol:etanol:acido acético (FAA) y deshidratadas a través de una serie Biopur,
siguiendo el protocolo desarrollado por Gonzalez y Cristobal (1997). Las secciones
seriales, transversales y longitudinales, de 8-10 um de espesor fueron tefiidas con
safranina (CI50240)-Astra Blue y montadas con bdalsamo de Canadd. Las
microfotografias fueron obtenidas mediante una camara Sony ExwaveHAD (Sony,
Tokio, Japon) montada a un microscopio Olympus CH30 (Olympus, Tokio, Japon). Las

muestras fueron tomadas 30 dias después del inicio de la fase de induccion.

Construccion del ADN plasmidico y transformacion genética mediada por
Agrobacterium tumefaciens

Los constructos utilizados en el marco de esta tesis fueron desarrollados por
Chiesa et al. (2004). Discos de hojas fueron inoculados con 4. tumefaciens cepa
GV3101 (pMP90). El vector binario utilizado para la transformacion contenia el
promotor inducible por estrés osmotico RD29A tomado de Arabidopsis thaliana y el
gen de interés ADC de avena (pBiRD29:ADC); o bien el gen reportero B-glucuronidasa
(pBiRD29:GUS); ambos constructos contenian el gen marcador selectivo neomicina

fosfotransferasa II (nptll), el que confiere resistencia a kanamicina (Fig. 2.1).
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Fig. 2.1: Mapa del T-ADN con los sitios de restriccién Hindlll, BamHI y Xbal usados para digerir
el ADN vegetal y la posicion de la sonda del gen. El vector binario contiene un promotor
inducible por estrés osmaético (RD29A) y un gen de interés, ya sea el gen ADC (pBiRD29:ADC)
o el gen reportero GUS (pBiRD29:GUS); asimismo incluye como marcador selectivo al gen nptll
que codifica para neomicina fosfotransferasa. BD: borde derecho, Bl: borde izquierdo, NOS-
pro: promotor de la nopalina sintasa, NOR-ter: terminador de la nopalina sintasa.

Las cepas de A. tumefaciens portadoras de cada uno de los vectores binarios
fueron transferidas a erlenmeyers que contenian 50 mL del medio de cultivo Luria-
Bertani (LB; Sambrook er al. 1989), suplementado con kanamicina 30 pgmL’”,
estreptomicina 30 pg'mL™ y rifampicina 100 pgrmL™". Los cultivos fueron incubados en
agitacion constante (200 rpm), en condiciones de oscuridad y temperatura constante
(28°C) durante 12 hs. Seguidamente, se extrajeron una alicuota (1 mL) de cada
suspension bacteriana, las que fueron transferidas a medio fresco e incubadas en las
condiciones antes mencionadas hasta alcanzar una absorbancia de 0,8 a 600 nm (ODgg
= 0,8). Posteriormente, éstas fueron centrifugadas a 5000 rpm por 5 minutos a 4°C, re-
suspendiéndose el pellet en 50 mL de medio de regeneracion y transferido nuevamente
a oscuridad y 28°C durante 60 minutos.

A continuacion, segmentos foliares extraidos de plantas que crecian en
condiciones in vitro fueron inoculadas mediante inmersion en la suspension bacteriana
por 20 minutos. Una vez escurridas sobre papel de filtro estéril, los explantes fueron co-
cultivados durante 3 dias en un medio de regeneracion (MS adicionado con ANA 0,5
uM y BA 20 uM). Seguidamente, los explantes transformados fueron seleccionados
adicionandose al medio de cultivo kanamicina (30 pg mL™) y cefotaxima (400 pg mL™)
¢ incubados en luz (fotoperiodo 14 hs., 118 pmol m™ s PAR) y 27+2°C. Cada 2
semanas, los explantes fueron sub-cultivados a medios selectivos frescos a fin de

mantener la presion de seleccion y evitar la proliferacion bacteriana. Después de 45 dias
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de cultivo bajo las condiciones de incubacion antes mencionadas, los explantes

regenerados fueron transferidos a los medios de elongacion y enraizamiento.

Validacion de la transformacion

Las plantas resistentes a kanamicina fueron analizadas mediante amplificacion
(PCR) utilizando oligonucledtidos especificos para los genes GUS y ADC. A tal fin, se
extrajo ADN gendmico a partir de brotes de las plantas obtenidas mediante el protocolo
modificado de CTAB modificado (Yamamoto et al. 2000). Un fragmento interno (0,67
kb) del gen gus4d fue amplificado wusando cebadores GUSA F (5'-
GCAACGTCTGGTATCAGCGC-3") y GUSA R(5-ACGGTTTGTGGTTAATCAGG-
3"). El protocolo de PCR consisti6 de una desnaturalizaciéon inicial a 94°C por 5
minutos, seguido por 35 ciclos de 94°C por 1 min, 60°C por 1 min y 72°C por 1 min y
una extension final de 10 min a 72°C. El fragmento amplificado del gen ADC de avena
fue de 1,8 kb usando cebadores 0oatADC F (5'-CACCTATCATGGCCAAGAACTAC-
3") y oatADC R (5"CAGCCAGCTAGGCCATTG-3") (Chiesa et al. 2004). Las
condiciones del ciclo consistian en una inicial desnaturalizacion a 95°C por 1 min,
seguido por 30 ciclos de 94°C por 1 min, 55°C por 45 seg, 72°C por 1 min y una
extension final de 5 min a 72°C.

Para detectar la potencial contaminacion latente de Agrobacterium en los tejidos
transformados, se realiz6 una PCR basada en la amplificacion del gen que codifica para
23s ARNr presente en A. tumefaciens, usando cebadores especificos UF y BIR
desarrollados por Pulawska et al. (2006).

Analisis de transferencia de ADN: Southern blotting

A fin de confirmar la integracion estable del gen foraneo, el ADN genoémico (15
ng) aislado de las hojas de lineas transgénicas fue digerido con EcoRI, separados por
electroforesis en gel de agarosa y luego transferido a una membrana Hybond N+
(Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ) por métodos de capilaridad (Sambrook
et al. 1989). Las membranas fueron hibridadas con sondas adc y gusA marcadas con
[**P]dATP, fragmentos obtenidos con sus respectivos cebadores oatADCF/0oatADCR y
GUSA F/GUSA R. Luego de 16 horas de hibridacion a 65°C, las membranas fueron
lavadas tres veces a 65°C con 2X SSC y 0,1% sodio dodecil sulfato (SDS), 1X SSC mas
0,1% SDS por 20 min y finalmente transferidas a 0,1X SSC mas 0,1% SDS por 10 min.
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Las membranas lavadas fueron envueltas en papel de nylon junto a una placa

autorradiografica a -70°C por 10 dias (Sambrook ez al 1989).

Recuento cromosomico

Se extrajeron apices radicales (13:00 h) de las “vitroplantas” obtenidas, los que
fueron pre-tratados con solucion acuosa saturada de 8-hidroxiquinolina por 3 horas a
temperatura ambiente, luego fijados en 3:1 etanol/acido acético por 24 hs y, finalmente
tefiidos con el reactivo de Schiff. Los meristemas aislados fueron macerados en una gota
de soluciéon de 2% orceina acética y macerados en acido acético 45%. El conteo

cromosomico se realizd en metafase de la mitosis.

Analisis de la segregacion de la progenie resultante del cruzamiento entre lineas
transgénicas y no transformadas

Debido a que Lotus tenuis es una especie auto-incompatible, la presencia de
polinizadores es vital para la obtencion semillas. En el contexto de esta Tesis, dada la
imposibilidad de controlar a los insectos (abejas) polinizadores y luego de varios
intentos frustrados, se procedi6 a realizar la polinizacion en forma manual siguiendo el
protocolo desarrollado por Lundqvist (1993), para lo cual, mediante el empleo de un
pincel de cerdas finas se extrajo el polen del progenitor masculino (plantas no
transformada) colocandose luego sobre el estigma de las plantas consideradas como
progenitoras femeninas (linea 19 y linea 21).

El analisis de segregacion mendeliana de la progenie obtenida durante los
cruzamientos se realizd mediante amplificacion (PCR) utilizando oligonucledtidos

especificos para el gen ADC.

Diserio experimental y analisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron en disefios completamente aleatorizados.
En los experimentos de regeneracion y micropropagacion se cultivaron 10 explantes por
tratamiento; mientras que en los experimentos de transformacion se emplearon 100
explantes. En todos los casos, los experimentos fueron repetidos 3 veces;
distribuyéndose azarosamente los tratamientos en la camara de crecimiento. Los
resultados son expresados por el valor promedio de las repeticiones incluyéndose su
desvio estandar. La tasa de regeneracion se expresa como el porcentaje promedio de las

raices, cotiledones u hojas que diferenciaron brotes del numero total de explantes
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cultivados. Los datos obtenidos fueron sometidos al andlisis de varianza (ANOVA)
(GraphPad Software San Diego, CA) empleando el test de comparacion multiple de
Tukey. Para evaluar el grado de significancia estadistico se optd por un nivel de

probabilidad de 0,05.

4. Resultados y discusion

Desarrollo de un protocolo de organogénesis in vitro y obtencion de plantas

A fin de desarrollar un procedimiento adecuado de regeneracion, inicialmente se
estudio el origen del explante a utilizar, evaluandose raices, cotiledones y hojas.
Transcurridos 45 dias de cultivo, se observo la formacién de yemas adventicias en todos
los tratamientos ensayados, independientemente del tipo de explante utilizado. La tasa
de regeneracion varid entre un 7'y 97% (Tabla 2.1).

Tanto la presencia de una citocinina derivada de la adenina (BA) como su par
derivada de la fenilurea (TDZ) en bajas concentraciones (5 y 25 uM, respectivamente),
favorecio la organogénesis; a la vez que la adicion al medio de cultivo con una pequena
proporciéon de auxina (ANA) permitid6 un crecimiento normal de las yemas
neoformadas. El nimero promedio de yemas adventicias por explante vario entre 1 y
mas de 33 (Tabla 2.2).

A pesar que los resultados obtenidos en las combinaciones de ANA y BA
ensayadas no evidenciaron diferencias estadisticas, la adicion de 5 o 10 uM BA
promovi6 fuertemente la proliferacion de callos. Desde el punto de vista cualitativo, los
mejores resultados se obtuvieron cuando se cultivaron porciones de ldmina foliar en un
medio basal suplementado con ANA 0.5 uM y BA 20 uM en donde el 67+8,8% de las
hojas brindaron 10+4,4 yemas por explante a través de un sistema directo de
regeneracion, sin proliferacion de callos. El uso de TDZ si bien favorecioé el proceso
morfogénico, causando vitrificacion y otras anormalidades del crecimiento que
comprometieron la sobrevivencia del material vegetal durante la fase de rustificacion
donde la planta debe adaptarse a las condiciones ambientales externas (Gribble et al.
2003). Adicionalmente, los explantes cultivados en medio con TDZ en combinacién con
BA produjeron menos brotes que aquellos que crecieron en medios que contenian

unicamente la citocinina derivada de la adenina debido a la alta proliferacion de callos.

76



En una segunda etapa y tomando en consideracion que la especie objeto del

estudio, posee hojas compuestas conformadas por 5 foliolos, utilizando el medio basal

escogido en el apartado anterior, se desarrolld un sistema experimental factorial a fin de

evaluar el efecto de la ubicacion del explante en la planta madre (“topofisis™) sobre el

proceso morfogénico. Transcurridos 45 dias de incubacion en las condiciones descriptas

en materiales y métodos pudo observarse que tanto la posicion de la hoja como sus

foliolos no inciden sobre el mismo, siendo sus diferencias estadisticamente no

significativas.

Tabla 2.1: Efectos de la suplementacion al medio basal con ANA, BA 'y TDZ sobre la

regeneracion de brotes adventicios de distintos explantes de Lotus tenuis.

Reguladores del crecimiento (M)

Explantes que brindan yemas (%)

ANA BA TDZ Raices Cotiledones Hojas
) 5 - 474247 86+3,2 93433
- 10 - 73+6,7 867 60+5,8
- 20 - 73+17,6 74+12,8 80+10
- - 2,5 62421,7 63+6,7 97+3,3
- - 5 60+11,5 87+8.8 81+5,9
- - 10 60+11,5 75+12,5 53+3,3
- - 20 47+13,3 60+5,8 35+7.4
0,5 5 - 55+10,4 90+5,8 87+8.,8
0,5 10 - 6348,8 93+6,7 83+6,7
0,5 20 - 73£17,6 80+5,8 67+8,8
0,5 - 2,5 57+3,3 83+6,7 70+10
0,5 - 5 62+21,7 83+8,8 70+5,8
0,5 - 10 65+5 60+5,8 77433
0,5 - 20 58+10,1 63+6,7 70£15,2
0,5 5 2,5 73£17,6 80+11,5 67+6,7
0,5 5 5 51+14,6 70+11,5 57+8,8
0,5 5 10 44+8,1 58+7.,6 43+12
0,5 5 20 27£17,6 52+1,7 43433
0,5 10 2,5 55+8.1 73482 43433
0,5 10 5 60+23 55+7.9 47£14,5
0,5 10 10 74438 62+7.9 40
0,5 10 20 27+17,6 45+172 27427
0,5 20 2,5 7467 75+12,6 70£10
0,5 20 5 424213 63£18,6 33+3,3
0,5 20 10 36+19,5 62+7,3 24433
0,5 20 20 58+19,5 6042,9 24+43
Analisis de Varianza
F valor 1,34 0,97 7,78
P valor 0,18 0,51 <0,0001

! Los valores expresan el promedio de 3 repeticiones + el desvio estandar de la media.
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Tabla 2.2: Efectos de la adicion al medio basal con ANA, BA y TDZ sobre la
proliferacion de brotes adventicios de distintos explantes de Lotus tenuis.

Reguladores del crecimiento (M) Numero promedio de brotes por explante
ANA BA TDZ Raices Cotiledones Hojas
- 5 - 33447 27+4,6 28+2,9

- 10 - 20+4,9 17£1,5 101
- 20 - 9+0,8 20+1,3 19+£3 4
- - 2,5 12442 13+4,6 12£1,3

- - 5 9+3,2 13+£3,3 9423
- - 10 16£11 7+0,2 12432

- - 20 11£7.4 1243,4 7+1
0,5 5 - 15+3,1 31+7,1 25+6,8
0,5 10 - 14£2,1 2244 10£1,5
0,5 20 - 16+1,4 12+3,7 1044
0,5 - 2,5 9+2.9 8.8+0,5 13+£1,4
0,5 - 5 11£3,5 11+1,4 10£3,6
0,5 - 10 9+1,8 7+3,7 8+0,9
0,5 - 20 10£2,6 8+1,8 13£2,6
0,5 5 2,5 12+0,1 9+1,8 10£1,3
0,5 5 5 13£2,8 8+0,9 72,2
0,5 5 10 9+3,5 10+0,8 11£1,8
0,5 5 20 12+2,1 10£2,3 12£3,5

0,5 10 2,5 11£2,2 8+1,8 73
0,5 10 5 12423 8+1,8 12422
0,5 10 10 13+1,8 943 11£2,6
0,5 10 20 6+3 6+1,6 13£0,3
0,5 20 2,5 1 9+0,8 10£2,7
0,5 20 5 12+0,5 11£2,7 12422
0,5 20 10 6+3,4 7+0,8 8+3,2
0.5 20 20 5+0,3 7+1,3 179,1

Analisis de Varianza

F valor 1,66 5,02 2,88

P valor 0,069 0,0001 0,0007

! Los valores expresan el promedio de 3 repeticiones + el desvio estandar de la media.

Obtencion de plantas transgénicas.

Transcurridos 45 dias de cultivo en MS suplementado con ANA 0,5 uM y BA
20 uM, 40£15% de los explantes foliares inoculados con la cepa pBiRD29:ADC (ADC)
brindaron de 8 a 10 yemas adventicias por explante (Fig. 2.2a) a través de un sistema
directo de regeneracion. El meristemoide se origind por divisiones periclinales de
células epidérmicas resultando en una zona meristematica situada en la superficie de la
hoja a partir de las cuales se diferenciaran las yemas adventicias (Fig. 2.2b). Asimismo,
69,34+6,1% de los explantes inoculados con la cepa pBi RD29A:GUS (GUS) produjeron
14+0,8 yemas adventicias por explante. Los brotes resultantes fueron transferidos a un
medio fresco desprovisto de reguladores de crecimiento a fin de estimular su elongacioén

(Fig. 2.2¢).
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Fig. 2.2: Transformacion genética mediada por Agrobacterium tumefaciens y regeneracion de
plantas a partir del cultivo in vitro de segmentos foliares de Lotus tenuis. (a) Regeneracion de
yemas adventicias a partir de segmentos foliares co-cultivados con A. tumefaciens GV3101
PMP90, portador del vector binario pBiRD29:ADC y subcultivados en un medio de cultivo
selectivo adicionado con kanamicina. La fotografia fue tomada 45 dias después del co-cultivo.
(b) Formacién de yemas adventicias por organogénesis directa a partir de tejidos foliares. Am,
meristema apical, ep epidermis, Ip primordio foliar. (c) Elongacién de los brotes en un medio de
cultivo desprovisto de reguladores del crecimiento. (d) Rizogénesis directa. (e) Rustificacion de
las vitroplantas en una camara de crecimiento bajo las condiciones ambientales descriptas en
materiales y métodos. (f) Plantas rustificadas en condiciones de invernadero. (g) Cromosomas
mitoticos durante la metafase 2n=2x=12.

Se confirm¢ la integracion del gen a partir de secciones de hojas extraidas de las
lineas transgénicas mediante analisis de PCR usando un conjunto de cebadores para adc
obteniendo el producto de amplificacion del tamafio esperado. Todas las lineas
transformadas testeadas, revelaron una banda de 1,8 kb sefalada para el mencionado
gen (Fig. 2.3). En un primer experimento se obtuvieron tres lineas transgénicas ADC a

partir de 30 explantes inoculados con pBiRD29:ADC, mientras que en un ensayo

79



posterior donde se infectaron 100 explantes, se obtuvieron 3 nuevas lineas. Por su
parte, 29 lineas transgénicas fueron obtenidas de 160 explantes infectadas con
pBiRD29:GUS sobre la base del analisis utilizando cebadores especificos para el gen
gusA. Estos resultados se corresponden a una eficiencia de transformacion de 6,5 y

18,1%, respectivamente.

M 1 2 88 8185 46 7 8 9 1011 12 131415 M

1,85 Kb —»

<«— 0,67 Kb

Fig. 2.3: Analisis por PCR de lineas transgénicas putativas de Lotus tenuis utilizando
cebadores especificos para los genes arginina descarboxilasa (ADC, calles 1-7) o -
glucuronidasa (GUS, calles 8-15). Calles: M, marcador de peso molecular (ADNA
EcoRI/Hindlll); 1, 8 plasmidos pBIADC y pBiGUS (controles positivos); 2, 9 plantas no
transformadas; 3-7 plantas transgénicas ADC; 10-15 plantas transgénicas GUS.

La ausencia de una eventual contaminacion por la cepa de Agrobacterium (falso
positivo) en los tejidos transformados fue confirmada mediante la amplificacion (por

PCR) del gen ribosomal 23S de 4. tumefaciens (Fig. 2.4).

a1 2.3 4 °5 6 7 8 9§

0,184kb —»

Fig. 2.4: Analisis para detectar contaminacién endégena con células de Agrobacterium. El ADN
extraido de las lineas transgénicas fue utilizado como molde de PCR para la amplificacion del
gen ARNr 23S de A. tumefaciens. Calles: M, marcador de peso molecular 100 pb (Promega,
Madison, WI), 1 ADN total de A. tumefaciens, 2 ADN de planta no transgénica como control
negativo, 3 planta no transgénica contaminada con células de Agrobacterium, 9 agua y 4-8
ADN de plantas transgénicas (lineas 19, 21, A1, A9 y Al4 respectivamente). La ausencia de la
banda de amplificacion de las lineas transgénicas indica la completa eliminacion de la bacteria
A. tumefaciens debido al tratamiento con el antibiotico cefotaxima.
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Los andlisis de Southern blotting fueron realizados para verificar la integracion
de los transgenes en el genoma y para determinar el nimero de copias respectivas.
Cuando el ADN de plantas transgénicas adc fueron digeridas con Eco RI, el analisis de
Southern blot indic6 una simple insercion de pBiRD29:ADC (lineas 19 y 21),
detectandose una unica banda de hibridacion (Fig. 2.5). En contraste, dos bandas fueron
identificadas en todas las lineas transgénicas pBiRD29:GUS testeadas, sugiriendo que
dos copias del T-ADN fueron integradas en el genoma de las plantas. No se detectaron

bandas de hibridacion en las plantas controles, no transformadas.

1 e
18 Kb we <= 19.7Kb
—
164 Kb <~ 135Kb
<= 52Kb

<= 0.67 Kb

Fig. 2.5: Analisis de hibridacion Southern blot de lineas transgénicas ADC y GUS hibridadas
con secuencias de adc y gus respectivamente. El ADN gendmico (10 ug) fue fragmentado con
enzimas de restriccion EcoRI a fin de demostrar la integracion dentro del genoma y el nimero
de integraciones.

Calles: 1, 5 fragmentos de adc (1,85 kb) y gus (0,67 kb) utilizados como controles positivos; 2,
3, plantas transformadas de ADC; 4, 10 plantas no transformadas, 6-9 plantas transformadas
de GUS.

Los brotes transgénicos fueron subsecuentemente identificados y transferidos a
distintos medios de cultivo con el propdsito de inducir su multiplicacion vegetativa.
Transcurridos 30 dias de cultivo, los mejores resultados se obtuvieron cuando los
segmentos nodales crecieron en un medio de cultivo compuesto por las sales del MS
suplementado con sacarosa 30 grL' y BA 2,5 uM; brindando una tasa de
micropropagacion de 14 + 2,6 brotes por explante. Finalmente, mas del 60% de los
brotes sometidos a un pre-tratamiento con IBA, formaron raices adventicias mediante
un proceso rizogénico directo, sin proliferacion de callos (Fig. 2.2d). Las “vitroplantas”

con hojas expandidas y raices desarrolladas fueron aclimatadas en macetas cubiertas
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con polietileno transparente retirandose gradualmente para reducir la humedad (Fig.
2.2e). Finalmente, las plantas aclimatadas fueron transferidas exitosamente a las
condiciones de invernadero (Fig. 2.2f). El estudio citogenético realizado confirmé que
el procedimiento desarrollado para la regeneracion no produjo ninguna alteracion en el
cariotipo y todas las lineas testeadas revelaron el nimero normal de cromosomas de la
especie, 2n=2X=12 (Fig. 2.2g). La estabilidad del gen introducido en el material
clonado fue confirmada por analisis de PCR. Todas las plantas transgénicas portadoras
del gen que sobre-expresa la actividad de la enzima ADC obtenidas en este estudio
exhibieron el mismo fenotipo que las plantas controles no transformadas bajo
condiciones normales de crecimiento (sin estrés).

Ciertas plantas transformadas con el gen para la expresion de la enzima [-
glucuronidasa (GUS) presentaron variaciones fenotipicas, mostrando una mayor
produccion de raices y alteraciones en las hojas como moteados y albinismo (Fig. 2.6).
No se observaron variaciones en las plantas transgénicas de las lineas oat:ADC. No
obstante, las plantas del evento 19 muestran una adaptacion mayor cuando se las somete
a distintas condiciones ambientales con respecto a plantas de la linea 21 y genotipo

salvaje (Capitulo 3).

Fig. 2.6: Aspectos fenotipicos de vitroplantas no transformadas (tubo izquierdo) y transgénicas
portadoras del gen pB-glucuronidasa (tubo derecho). Se observa un mayor éarea foliar
acompafiado de un notable incremento del desarrollo radicular en la linea GUS. Asimismo,
algunos eventos transgénicos que crecian en macetas bajo condiciones de invernadero
evidenciaron distintos matices de variegado en sus hojas.

Lotus tenuis presenta un ciclo de crecimiento que se extiende desde la primavera
y hasta el otoflo. Debido a su hébito de crecimiento indeterminado, éste presenta un
periodo prolongado de floracion y formacion de semillas que ocurre entre los meses de

noviembre y marzo, estimulado principalmente por el incremento de la longitud del dia.
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Se caracteriza por ser una especie con autoincompatibilidad parcial (Lundqvist 1993),
posee flores entomofilas de color brillante (amarillo) (Fig. 2.7a). De esta forma, la
transferencia de los granos de polen de las anteras al estigma receptivo la realizan los
insectos por lo que predomina la polinizaciéon cruzada. Este modo de polinizacion
permite llevar a cabo la fertilizacion cruzada entre las plantas transgénicas y el genotipo
silvestre. Esta se produce entre las 24 y 48 horas posteriores a la polinizacion
observandose la formacion del fruto (Fig. 2.7b). Las semillas comienzan a adquirir
viabilidad alrededor de los 30 dias posteriores a la polinizacion con la maduracion de las

vainas (Fig 2.7¢c-d).

Fig. 2.7: (a) Detalle de inflorescencias, umbelas simples, compuestas de 4 a 8 flores de color
amarillo. (b) Desarrollo del fruto (vaina cilindrica, alargada y angosta de 4 a 5 cm de largo). (c)
Estado maduro de frutos y su disposicion caracteristica. (d) Forma y tamafio de semillas,
pequefas de 1,2 a 1,4 mm de didmetro, de esféricas a ovales y algo aplastadas.

En concordancia con los trabajos realizados por Webb et al. (1999) y Yin et al.
(2004), 1a simple insercion del transgen evidenciada en el marco experimental de esta
tesis, ofrece la posibilidad de explicar la transmision de caracteres a la descendencia
mediante el estudio de la segregaciéon mendeliana. En tal escenario, fruto de los
cruzamientos dirigidos realizados entre genotipos femeninos de las lineas 19 o 21 y el
genotipo no transformado, se obtuvieron 8 y 4 semillas viables, respectivamente. El
analisis de PCR de la generacion F1 reveld que el 50% de las semillas presentaban el
transgen, indicando una tasa de segregacion mendeliana 1:1 (Fig 2.8), presentando

caracter heterocigota las plantas portadoras del gen que codifica para la enzima ADC.
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Fig. 2.8: Andlisis por PCR de la generacion F1 de Lotus tenuis utilizando cebadores especificos
para el gen arginina descarboxilasa (ADC). Las plantas transgénicas putativas presentan la
amplificacion del transgen.

Calles: M, marcador de peso molecular (\ADNA EcoRI/Hindlll); 1 - 3 progenitores; 1y 2, lineas
transgénicas 19 y 21 respectivamente; 3, genotipo salvaje; 4-11 generacion F1 de
cruzamientos dirigidos con la linea 19 como progenitor femenino; 12—-15 generaciéon F1 de
cruzamientos dirigidos con la linea 21 como progenitor femenino; 16, agua.

Finalmente, cabe destacar el hecho de que la mayoria de los procedimientos de
transformacion que, mediados por Agrobacterium tumefaciens, han sido desarrollados
en especies de Lotus, se basan en la aplicacion de un sistema de regeneracion indirecta a
través de la proliferacion de células indiferenciadas o “callos™ provenientes ya sea de
raices, hipocétilos o cotiledones (Aoki et al. 2002, Lohar ef al. 2001, Lombardi et al.
2003) que predisponen a la ocurrencia de variaciones somaclonales u otras alteraciones
genotipicas en el material clonado. En el marco de esta Tesis, se desarrollé un simple
procedimiento de transformacion y obtencion plantas transgénicas de Lotus tenuis
basado en un sistema directo de regeneracion de brotes, sin proliferacion de callos. Este
hecho, en adicién al uso de segmentos foliares como fuente de explante, podria reducir

el riesgo de producirse variacion somaclonal (Webb y Watson 1991).

5. Conclusiones parciales del capitulo

— Se desarrollé un procedimiento que permite la regeneracion de Lotus tenuis a

partir del cultivo in vitro de raices, hipocétilos y foliolos.

- A partir del empleo del protocolo de organogénesis desarrollado se obtuvieron
plantas transgénicas con la construccion pBi RD294::0atADC y pBi
RD29A4::GUS, las cuales no presentaron diferencias fenotipicas respecto a sus

pares no transformadas bajo condiciones Optimas de crecimiento.

- Las plantas transgénicas son fértiles y capaces de producir semillas,
determinandose que las plantas portadoras del gen que codifica para la enzima

arginina descarboxilasa son heterocigotas.
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CAPITULO 3

Analisis funcional del gen adc de avena en plantas de
Lotus tenuis sometidas a estrés hidrico y salino
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1. Introduccion
Modificacion del metabolismo de poliaminas en otras especies vegetales y su
implicancia en la tolerancia a estrés abiotico.

Tradicionalmente se consider6 a la actividad de la enzima arginina
descarboxilasa (ADC) como un paso clave en la biosintesis de poliaminas (PAs) en
condiciones ambientales adversas. De hecho, ante una situacion de estrés abiodtico, es
frecuente observar un incremento de su actividad (Bouchereau et al. 1999; Hao et al.
2005), coincidentemente con un aumento del contenido de putrescina (Put) con relacion
a espermidina (Spd) y espermina (Spm) (Alet 2008). Recientemente, Gill et al. (2010b)
informaron que la sobre-expresion de la actividad de ADC, espermidina sintasa (SPDS)
0 S-adenosilmetionina descarboxilasa (SAMDC) en diversas lineas transgénicas, podria
mejorar la tolerancia a estreses originados por alta concentraciones de sales, reducida
disponibilidad hidrica y ocurrencias de temperaturas extremas. En los ltimos afios,
diversos genes que participan en la biosintesis de PAs han sido aislados y clonados
brindando la posibilidad de manipular genéticamente el metabolismo de estas aminas
(Kuznetsov et al. 2007; Liuet al. 2007). En tal sentido, Capell et al. (1998),
demostraron una posible integracion y sobre-expresion del gen ADC de avena (Avena
sativa) en plantas de arroz bajo el control del promotor constitutivo CaMV35S, hallando
una correlacion positiva entre la transcripcion del transgen, la actividad de la enzima y
la acumulacion de Put. No obstante, estos autores presumen un umbral fisiologico
maximo en la acumulacion del producto debido al rol inhibitorio que éste ejerceria
sobre la diferenciacion in vitro de tejidos en callos de arroz, afectando el normal
desarrollo de las vitroplantas resultantes. Al mismo tiempo, €stos observaron que el
incremento de Put no se corresponderia con una mayor acumulacion de Spd y Spm,
evidenciandose una importante regulacion de la biosintesis de las PAs superiores. Las
experiencias previas realizadas por Burtin y Michael (1997) revelaron que, como
resultado de la sobre-expresion de CaMV35S:4sADC en plantas de tabaco, el contenido
de agmatina incrementd 65 veces; sin embargo, tal variacion no se correspondi6 con un
incremento en los niveles de Put, PAs superiores y alcaloides; sugiriendo que la
acumulacion de estas ultimas seria regulada, principalmente en respuesta al estrés.

Si bien, la introduccién de 4sADC en tejidos indiferenciados de arroz bajo el

control del promotor constitutivo del gen de ubiquitina de maiz (Ubil), incremento el
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contenido de PAs durante la division celular, ésta no se mantuvo en los tejidos
vegetativos de la mayoria de las plantas regeneradas, excepto en una linea transformada
la que increment6 20 veces su contenido de Put, poniendo de manifiesto la importancia
que ademas tendria el sitio de insercion del transgen (Noury ef al. 2000). En la literatura
existen suficientes datos que avalarian el hecho de que el gen promotor Ubil tendria una
mayor aptitud que el CaMV35S, presentando una mayor actividad enzimatica en tales
circunstancias (Capell et al. 1998, Noury et al. 2000, Bassie et al. 2000). En adicion,
Capell et al. (2004) demostraron posteriormente que las plantas de arroz transgénicas
que expresaban el gen ADC de Datura stramonium (DsADC) controladas por Ubil, no
presentaban alteraciones fenotipicas bajo condiciones de estrés hidrico, mientras que el
genotipo no transformado presentaba marchitamiento y aberraciones foliares;
comprobandose que cuando el contenido de Put supera cierto umbral, se induce la
sintesis de poliaminas superiores favoreciendo la tolerancia de las plantas al estrés.
Resultados similares fueron reportados por Bassie et al. (2008) a partir de lineas
transgénicas de trigo portadoras del gen 4sADC bajo el control del mismo promotor.
Concomitantemente, Peremarti et al. (2009), determinaron que la sobre-expresion del
gen heter6logo DsSAMDC en plantas de arroz no incrementa por si solo la tolerancia de
los tejidos al déficit hidrico, siendo que ademads resulta necesario en tales circunstancias,
la existencia de un balance adecuado entre Put y PAs superiores.

Por otro lado, Alcazar et al. (2005) observaron que plantas de Arabidopsis
portadoras del gen homodlogo AfADC2 bajo el control del promotor constitutivo
CaMV35S, sujetas a condiciones normales de crecimiento, acumulaban Put en
concentraciones elevadas, provocando toxicidad, enanismo y retraso en floracion como
resultado de la deficiencia de giberelinas (GAs). Sin embargo, tal efecto deletéreo se
revertia mediante la aplicacion exdgena de GAj, indicando que, posiblemente, las PAs
alterarian el metabolismo de las GAs afectando especificamente el Gltimo paso de su
biosintesis el cual es catalizado por las enzimas dioxigenasas. No obstante, en
condiciones de estrés hidrico dicho genotipo incrementé moderadamente el nivel de Put
correlacionandose de manera proporcional el grado de tolerancia a sequia a causa de
una disminucion de la conductancia estomatica y de la consecuente reduccion de la
transpiracion, sin concurrentes cambios en los contenidos de Spd y Spm (Alcézar et al.

2010).
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Recientemente, Wang et al. (2011), informaron acerca de los efectos fisiologicos
observados en plantas sujetas a distintas situaciones de estrés abidtico como resultado
del aislamiento, clonacion e insercion del gen ADC de Poncirus trifoliata (PtADC) en
el mutante adcl-1 de A. thaliana bajo el control del promotor constitutivo CaMV35S.
En tal escenario, las lineas transgénicas incrementaron la tolerancia a los efectos letales
causados por deshidratacion y bajas temperaturas con relacion a las lineas mutantes y el
genotipo salvaje, correlaciondndose con un mayor contenido de PAs y una menor
acumulacion de especies reactivas del oxigeno (ERO’s). Asimismo, los autores
observaron un mayor crecimiento radicular en las plantas transgénicas considerando que
el gen objeto del estudio cumpliria un papel funcional en tales condiciones. Sin
embargo, el hecho de utilizar un promotor constitutivo trae consigo la desventaja de
estimular una continua sobre-expresion del transgen, lo cual por un lado dificulta el
analisis de su funcidon ante condiciones ambientales especificas, y por el otro, causa
variaciones fenotipicas que restringen el crecimiento y el desarrollo e inclusive, en
ciertos casos, determinan la muerte del vegetal (Masgrau et al. 1997, Capell et al. 1998
y 2004, Panicot et al. 2002, Wang et al. 2011). En este sentido, Roy y Wu (2001),
insertaron el gen ADC de Avena sativa en plantas de arroz, bajo el control de un
promotor inducible por ABA, observandose que, como resultado de la exposicion a 150
mM NaCl, se triplicé la actividad enzimatica a la vez que se duplicaron los niveles
endogenos de Put y poliaminas totales, evidenciandose un mayor crecimiento aéreo
respecto a las plantas controles. Trabajos recientes realizados por nuestro grupo brindan
suficientes evidencias que, contrariamente a la aseveracion realizada por Wang et al.
(2011), pondrian de manifiesto el hecho de que en condiciones de estrés, las PAs
estarian involucradas en los procesos de sefializacion. En este sentido, Alet et al. (2011)
observaron que plantas de 4. thaliana portadoras del gen ADC de avena bajo el control
del promotor RD29A inducible por estrés, incrementaron su tolerancia y atenuaron los
danos producidos por la sequia y las bajas temperaturas, manteniendo la estabilidad de
las membranas celulares, el control de la apertura estomatica y, por ende, el contenido
relativo de agua. Estas respuestas bioquimicas se correlacionaron con el incremento de
la actividad de ADC vy el contenido de Put, determinandose que ésta, a su vez, promovio
una mayor actividad de 9-cis-epoxicarotenoide dioxigenasa (NCED), la cual constituye
una enzima clave de la biosintesis de ABA regulada por el estrés osmotico.
Considerando estas evidencias se podria considerar que tales mecanismos de tolerancia

serian, al menos en parte, mediados por ABA y que la Put tendria un rol “corriente
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arriba” en las vias de senalizacion de ABA (Cuevas et al. 2008; Alet et al. 2011).
Asimismo, se presume que la Put podria estar modulando en un punto anterior a

HOS10, forjando el inicio en la cascada de sefializacion de respuesta ABA-dependiente

(Alet 2008).

2. Objetivo

Efectuar un andlisis molecular, bioquimico y fisioldgico de las plantas controles (no

trasformadas) y portadoras del gen adc en condiciones normales y estresantes.

3. Materiales y métodos
Material vegetal y condiciones de crecimiento

Se trabajé con plantas salvajes (no transformadas) y lineas transgénicas
portadoras ya sea del gen adc (lineas 19 y 21) o gus (linea 07) obtenidas mediante el
protocolo que se detalla en el Capitulo 2. Los ensayos se realizaron con plantas de los
tres origenes descriptos, de similar edad y tamafio, que crecieron en macetas de 2 L de
capacidad conteniendo un sustrato compuesto por tierra y perlita (2:1, v/v), en
condiciones de luz (PAR, 350 umol m™ s, ciclo de luz/oscuridad 14/10 h), temperatura

2742 °C) y HR (55-60%) controladas (Fig. 3.1a).
( )y HR ( ) (Fig )

Imposicion del estrés

Estrés hidrico (sequia): Las plantas fueron irrigadas al inicio del experimento
(suelo en capacidad de campo, cc), suspendiéndose el mismo hasta que el potencial
agua del suelo (Wgeo) alcanzara -2MPa, generandose un descenso paulatino del
contenido de agua (Fig. 3.1b). Las macetas se cubrieron con papel aluminio a fin de
evitar la pérdida de agua por evaporacion desde la superficie del suelo. El potencial
agua del suelo se midid con termocuplas ubicadas en el seno de la rizosfera. Se incluyo
un tratamiento control, manteniéndose el contenido de agua del suelo en cc, y un
tratamiento de rehidratacion consistente en el descenso del contenido hidrico hasta Wgyero
= -2MPa momento en el cual se irrigd la planta, analizdndose su comportamiento
transcurridas 48 hs. de la rehidratacion.

Estrés salino: La situacion adversa se generd mediante un incremento paulatino

del contenido de sales en el suelo a través de una irrigacion periodica con NaCl,
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iniciando con un riego de 50 mM hasta alcanzar una concentracién final de 300 mM

(Fig. 3.1c).

Fig. 3.1: Condiciones experimentales, materiales y métodos utilizados en los experimentos de
estrés osmotico. (a) Camara de crecimiento. (b) Detalle de una planta sometida a estrés salino
donde se observa la bandeja colectora de los productos de la abscision foliar y los rétulos de
identificacion individual de los brotes. (c) Detalle del cierre de macetas con papel aluminio
donde se observa la salida a superficie del cableado que conecta la termocupla ubicada en el
seno del sustrato con el microvoltimetro.

Se incluyd un tratamiento control (no salino) y un tratamiento de supresion
consistente en ¢l incremento de sales hasta alcanzar la concentracion final, momento en
el cual se procedio a lavar las raices y transferir las plantas a un sustrato de idéntica
composicion pero libre de NaCl, analizdndose su comportamiento transcurridas 48 hs.
de la supresion de la condicion de estrés. La conductividad eléctrica de la solucion del
suelo se determind siguiendo el procedimiento descripto por Caviglia et al. 1998. A tal
fin, se preparé una suspension suelo-agua (1:1) mezclando 100 gr de suelo secado al

aire con 100 ml de agua destilada, dejando reposar durante 3 horas antes de su
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filtracion. La conductibilidad eléctrica (dS/m) del extracto obtenido fue determinada
mediante el empleo de un conductimetro marca HANNA, modelo HI 98304. A fin de
simplificar la interpretacion de los datos obtenidos, la temperatura a la cual se realizo la
medicion fue estandarizada a 25°C mediante el uso de las tablas de correccion
correspondientes (Allison et al. 1970).

En ambos experimentos se empled un control no transformado, evaluandose su
respuesta tanto en condiciones Optimas de crecimiento como ante la situacion adversa

provocada por el estrés.

Tratamientos hormonales

Se realizaron aplicaciones exdgenas (pulverizaciones a punto de goteo) de
soluciones acuosas que contenian ABA (100 ppm), Put (100 ppm) o tungstato de sodio
(inhibidor de la sintesis de ABA, 100 ppm) con una frecuencia semanal hasta que se
alcanzara las condiciones méximas de estrés preestablecidas para sequia (Wsyelo = -

2MPa) y salinidad (riego con 300 mM NacCl).

Determinacion de los parametros bioquimicos

Actividad de p-glucuronidasa (GUS). A fin de realizar la determinacion
histoquimica de GUS de acuerdo con el procedimiento desarrollado por Stomp (1992),
plantas transgénicas portadoras del gen GUS (linea 07) fueron sometidas a condiciones
de sequia (deshidratacion tisular), salinidad (300 mM NaCl) y bajas temperaturas
(exposicion a 8°C durante 12 hs.), incluyéndose un tratamiento control sin estrés.
Seguidamente se extrajeron brotes y raices que fueron sumergidos en una solucién de 1
mg ml™ de 4cido 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D glucuronido (X-Gluc) en 100 mM de
buffer fosfato de sodio (pH 7.2), 0.1% (v/v) Triton X-100, 10 mM EDTA, 1 mM
ferricianuro de potasio. La reaccion colorimétrica visible fue obtenida luego de incubar

las muestras en oscuridad a 37 °C durante 12 hs.

Actividad de arginina descarboxilasa (ADC). Muestras homogeneizadas de
tejidos tallos y hojas (500 mg PF) fueron sometidas a extraccion en 2 volimenes de 100
mM de buffer fosfato pH 7,5 que contenia EDTA 0.5 mM, ditiotreitol (DTT) 10 mM,
piridoxal fosfato 1 mM y ascorbato de sodio 20 mM. Seguidamente, los extractos
crudos fueron clarificados por centrifugacion a 10.000g durante 10 min manteniéndose
una temperatura de 4°C. La concentracion de proteinas del sobrenadante fue

cuantificada aplicando el método estandar de Bradford (1976). A fin de determinar la
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actividad enzimatica se procedio a mezclar 190 ml del extracto sobrenadante con 10 ml
de solucion de sustrato (I mM de L-arginina modificada con 5 nCi ml' L-
['*C,]arginina) en un tubo de vidrio provisto de un tapon de goma y un disco de papel
de filtro empapado con KOH 2N, incubandose a 37°C durante 60 min. Seguidamente, se
detuvo la reacciéon mediante el agregado de 200 ml de &cido perclorico 10% v/v;
manteniéndose el sistema en agitacion constante a 37°C durante 45 min para permitir la
completa liberacion del '*CO,, el cual fue atrapado en los papeles de filtro. Finalmente
los papeles fueron colocados en viales liquido de centelleo (4g Omnifluor en tolueno),
y la radioactividad se midié en un contador de centelleo marca BecKMan, modelo LS

5000 TD.

Contenido de poliaminas libres. Las muestras foliares (300 mg) fueron
pulverizadas con nitrégeno liquido, adicionandose 600 ml de acido perclorico (5%, v/v).
Posteriormente éstas fueron incubadas a 4°C durante 12 horas. Seguidamente, los
extractos obtenidos fueron centrifugados durante 15 min a 10.000g a 4°C, agregandose
10 ml de 1,7-diaminoheptano (100 mM, ICN Biomedicals) como estandar interno, en un
volumen de 200 ml del extracto. A continuacion se agregd 200 ml de Na,COj saturado y
400 ml de de una soluciéon de cloruro de dansilo en acetona (10 mg ml™”, Sigma)
incubdndose la mezcla en oscuridad y temperatura ambiente por 12 hs. La reaccion se
detuvo por adicion de 100 ml de prolina (100 mg ml™"), extrayéndose las aminas
dansiladas con 500 ml de tolueno. A continuacion, se evapord al vacio la fase organica.
Los productos dansilados de la reaccion fueron disueltos en 200 ml de acetonitrilo al
momento de usar, separdndose los mismos por cromatografia liquida de alta presion

utilizandose una columna de fase reversa (Garriz et al. 2004).

Contenido de prolina. Se utilizd el método de la ninhidrina desarrollado por
Magné y Larher (1992). Se realizé una extraccion acuosa en ebullicion durante 30 min
partiendo de una alicuota de 500 mg de muestra molida en nitrégeno liquido y 2 ml de
agua destilada. Una vez que la reaccion se enfrié alcanzando la temperatura ambiente,
se procedio a centrifugar a 2.000 rpm durante 10 min. Posteriormente, se retomd 500 pl
del sobrenadante al que se le adiciond 500 ul de citrato de sodio 0,2 M (pH 4,6) y 2 ml
de una solucién de ninhidrina 1% p/v (en 4cido acético:agua 60:40). La mezcla se hirvio
durante 1 h, se extrajo con 2 ml de tolueno y se centrifugéd a 3.000 rpm durante 10 min.

Finalmente, la absorbancia de la fase organica se determindé a 520 nm. La curva de
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calibracion se realizd con estdndar de prolina, en las mismas condiciones de reaccion

que los extractos vegetales.

Contenido de clorofilas. Se utilizd el procedimiento desarrollado por Arnon
(1949) partiendo de 0,1 gr PF de muestra foliar, la cual fue molida en nitrogeno liquido
y puesta en un tubo de vidrio que contenia 15 ml de solucion extractora (acetona al
80%). Seguidamente, 4 ml del homogeneizado fueron distribuidos en tubos eppendorf
(1 ml por tubo) para su centrifugacion (12.000 rpm durante dos minutos). Finalmente,
en el momento de la medicion, los sobrenadantes obtenidos fueron mezclados en una
cubeta de espectrofotometro determinandose la absorbancia de la muestra a 652 nm. La
concentracion de clorofila se determind aplicando la ley de Lambert-Beer (coeficiente
de extincion de la clorofila a 652 nm = 34.5 ml / mg cm).

Contenido de iones. El contenido de iones sodio y potasio en material digerido
fue determinado por espectroscopia de fotometria de llama. El material vegetal fue
secado en estufa a 70°C, pulverizado en molino y finalmente fraccionado en alicuotas
de 10 a 40 mg. Posteriormente, se agregd 1 ml de HCI 0,1 N, se agitd con vortex cada
tubo y se sumergio en bafio térmico a 60 °C durante 2 hs, dejando enfriar hasta
temperatura ambiente. Seguidamente se centrifugd por 5 minutos a 10.000 rpm. Las
mediciones fueron realizadas a partir del sobrenadante empleandose un fotometro de
llama marca Zeltec, modelo ZF-250 (Dicrom Ingenieria, Arg,), calibrandose el equipo
previamente mediante el empleo de una solucién patron (100 ml), consistente en 20

ppm de Na” y 40 ppm K.

Determinacion del daiio a membrana. Se determind por medio del ensayo de
pérdida de iones siguiendo las recomendaciones de Verslues ef al. (2006). Para ello se
transfirieron las plantulas a un tubo de vidrio conteniendo 10 ml de agua milliQ y se
incubaron a temperatura ambiente durante 1 h. Luego de este lapso de tiempo, se midid
la conductividad de la solucion a cada tubo antes y después de autoclavar el sistema
durante 20 minutos a 1 atmdsfera, con la ayuda de un conductimetro marca
ALTRONIX, modelo CT2. El porcentaje de pérdida de electrolitos se calculd de
acuerdo a la siguiente ecuacion:

Aconductividad (%) = conductividad antes de autoclavar <100

conductividad después de autoclavar
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Determinacion de los parametros fisiologicos

Ajuste osmotico. A fin de determinar el potencial osmoético a plena turgencia
(W), los brotes fueron recolectados al mediodia y rehidratados hasta peso constante
introduciéndolos en cajas de petri que contenian agua destilada e incubados bajo
condiciones ambientales controladas. Seguidamente, éstos fueron introducidos en una
jeringa de 5 mm de capacidad, congelados en nitrégeno liquido y almacenados en un
freezer -80 °C. Finalmente, las jeringas fueron descongeladas hasta que las muestras
alcanzaran la temperatura ambiente determinandose el ‘P,TIOO del extracto xilematico con

una termocupla C-52 (Wescor Inc.). El ajuste osmotico (AW

) por imposicion del
estrés se calculd por diferencia de W' entre el tratamiento de estrés y el control sujeto

a condiciones Optimas de crecimiento para cada genotipo evaluado.

Contenido de agua. La determinacion del contenido de agua se realizd a través
de la medicion de CRA (contenido relativo de agua). Inicialmente se tomo el peso
fresco de un brote (PF), luego se lo dejoé en agua durante unas horas para determinar su
peso turgente (PT) y finalmente se lo seco en estufa a 110 °C para determinar su peso

seco (PS). EI CRA se calculd de la siguiente manera:

CRA = Peso fresco - peso seco x 100

Peso turgente - peso seco

Intercambio gaseoso. Fotosintesis, conductancia estomatica y transpiracion
fueron determinados mediante el empleo de un medidor portatil de fotosintesis marca
LiCor, modelo LI-6400 (LiCor, Nebraska, USA), equipado con inyector de CO; y luz
LED. Las mediciones de fotosintesis fueron realizadas en las siguientes condiciones:
[CO2]ier= 350 pmol mol'l, HR= 60%, PPFD= 1500 umol-m'z-s'l, temperatura de hoja:
30 °C. Las plantas fueron seleccionadas al azar y las mediciones fueron realizadas en la

tercera hoja totalmente expandida empleando una cdmara IRGA estandar.

Determinacion de los parametros de crecimiento
El érea foliar se determin6é mediante el empleo de un medidor de area foliar
portable marca LiCor, modelo LI-3000 (LiCor, Nebraska, USA). El peso seco de tallos,

hojas y raices se realiz6 en estufa a 70 °C hasta peso constante. Los valores obtenidos
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fueron empleados para determinar relacion area foliar [RAF = AF (cm?)/ PS total (gn)],

area foliar especifica [AF esp = AF (cm?) / PS hojas (gr)] y relacion parte aérea/raiz.

Diserio experimental y analisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron en disefios completamente aleatorizados.
Cada tratamiento const6 de 5 plantas distribuidas al azar, repitiéndose cada experimento
3 veces. Los resultados presentados se corresponden con el promedio de tres
repeticiones incluyéndose el error estindar de la media (£SEM). Los datos fueron
sometidos al andlisis de varianza (ANOVA) (GraphPad Software San Diego, CA)
usando el test de comparacion multiple de Tukey. Para evaluar el grado de significancia

estadistico se optd por un nivel de probabilidad de 0,05.

4. Resultados y Discusion

Expresion organo-especifica.

La generacion de plantas transgénicas constituye una de las variadas
herramientas que ofrece la biotecnologia moderna cuya potencialidad de aplicacion
convalidan una estrategia a seguir dentro de un programa de mejoramiento genético.
Para cumplir con este fin, es necesario contar con un gen que haya demostrado la
factibilidad de conferirle a la planta una caracteristica ventajosa comparada con su par
sin transformar. Por otro lado, es necesario contar con una region promotora capaz de
dirigir la expresion del gen elegido en los 6rganos donde éste sea necesario y/o en los
momentos en los que la planta lo necesite. La expresion constitutiva lograda con
promotores muy fuertes como el 35S del CaMV, puede generar a las plantas gastos
metabolicos innecesarios que generalmente se traducen en cambios fenotipicos no
deseados. Este hecho crea la necesidad de contar, por un lado, con un promotor
inducible por estrés y por el otro, determinar su expresion especifica de 6rgano en
respuesta a los factores ambientales objetos del estudio. Con esta finalidad hemos
obtenido plantas transformadas en forma estable portadoras del gen promotor RD29A
fusionado con la regioén codificante del gen de la p-glucuronidasa (gus), el cual
funciona como gen reportero. Con estas plantas se realizaron ensayos histoquimicos con
el fin de determinar la expresion del gen reportero en diferentes tejidos y condiciones de
crecimiento. A partir del andlisis de los resultados obtenidos se pudo determinar que el

promotor es capaz de dirigir la expresion del gen gus en tallos y hojas de plantas sujetas
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a condiciones de estrés osmotico impuestas ya sea por sequia, salinidad ¢ frio, no

detectandose expresion en los tejidos radiculares (Fig. 3.2).

Fig. 3.2: Localizacion histoquimica de la actividad de GUS en tejidos de lineas transgénicas de
Lotus tenuis. Patrones de expresién del gen GUS en raices, tallos y hojas de lineas
transgénicas no estresadas (parte superior) y estresadas (parte inferior). En todos los casos, la
barra indica 1mm.

Respuestas bioquimicas y fisiologicas a estrés hidrico (sequia).

La Tabla 3.1 revela la variacion de la actividad de arginina descarboxilasa (EC
4.1.1.19) en los genotipos evaluados ante distintas situaciones de crecimiento,
observandose una mayor actividad enzimatica en las lineas transgénicas sujetas a estrés
en comparacion con el genotipo salvaje. En tal escenario, éstas duplicaron su actividad

enzimatica en respuesta al déficit hidrico, disminuyendo la misma una vez superada la
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situaciéon desfavorable (rehidratacion). El genotipo salvaje no evidencid un
comportamiento diferencial de la actividad enzimatica en las condiciones ensayadas;
siendo ésta extremadamente inferior con respecto a las lineas transgénicas en

situaciones de estrés.

Tabla 3.1: Variacion de la actividad de arginina descarboxilasa en respuesta al déficit
hidrico.

Tratamiento Linea 19 Linea 21 Nt
Sin estrés 1,4+£0,2 1+0,1 0,09 + 0,015
-2MPa 2,89+ 0,005** 2,03+£09™ 0,076 £ 0,02™
Rehidratacion 1,36 + 0,01 0,23 + 0,005** 0,075 +0,005™

Los valores de actividad enzimatica se expresan en nmoles “co, mg prot'1 min* y corresponden al
promedio de tres muestras independientes + SEM. Asteriscos indican diferencias estadisticas
significativas respecto al tratamiento control (sin estrés). *, p<0,05; **, p<0,005; *** p<0,0005
(Test de Comparaciones Mdltiples de Dunnett). Referencias: Nt, genotipo no transformado (planta
salvaje).

En consecuencia, su contenido enddgeno de PAs en tallos y hojas se modificé en
relacion con la variacion de la actividad enzimatica, evidenciandose en condiciones
optimas de crecimiento un aumento en el contenido de Put, Spd y Spm en la linea ADC-
19 y Put en ADC-21 respecto al genotipo salvaje (Fig. 3.3). Asimismo, se observaron
variaciones estadisticamente significativas del nivel endégeno de Put con respecto a sus
controles en plantas sometidas a sequia en ambos genotipos transformados. La relacion
(Spm+Spd) : Put fue menor en ADC-19 y ADC-21 respecto al genotipo no
transformado, indicando un incremento del contenido relativo de Put (2,4+0,5; 1,9+0.,4
y 10,1£2,1; ADC-19, ADC-21 y genotipo no transformado, respectivamente). Por su
parte, la aplicacion foliar de Put increment6 el contenido endogeno de su forma libre en
los brotes del genotipo salvaje sujeto a estrés (p=0,03); mientras que su concentracion
se mantuvo impasible en las lineas que sobre-expresan el gen ADC en tales condiciones,
cuyo hecho podria eventualmente atribuirse a un efecto de auto-regulacion por
conjugacion de la forma libre (Bagni y Tassoni 2001, Gill y Tuteja 2010b). La
pulverizacién con ABA ejercié un efecto inhibidor sobre la sintesis de Put en plantas no
transformadas que experimentaban déficit hidrico (p=0,01), siendo este hecho revertido
cuando se interrumpié la biosintesis de ABA con tungstato’ (p= 0,02). De igual modo,

la aplicacion de ABA disminuy¢ los niveles de Put en las plantas transgénicas sujetas a

7 Tungstato (Tg): inhibidor de la sintesis de ABA. Afecta el ltimo paso de la biosintesis de ABA
interrumpiendo la actividad de la enzima ABA aldehido oxidasa.
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condiciones similares de crecimiento, principalmente en la linea ADC-21 (p=0,003).
Finalmente, cuando éstas fueron tratadas con el inhibidor de ABA, se observd una
disminucién del contenido de Put libre tanto en condiciones hidricas dptimas (p= 0,025
y 0,019; lineas ADC-19 y ADC-21, respectivamente) como deficitarias (p= 0,019 y
0,0002; lineas ADC-19 y ADC-21, respectivamente).
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Fig. 3.3: Efecto de la aplicaciéon de putrescina, ABA y tungstato sobre el nivel endégeno de
poliaminas en plantas sujetas a estrés hidrico. Barras blancas y grises indican tratamientos de
irrigacion (capacidad de campo) y sequia, respectivamente. Asteriscos indican diferencias
estadisticas significativas (Test de Student) respecto al tratamiento control sujeto a capacidad
de campo. *, p<0,05; **, p<0,005.

En condiciones Optimas de crecimiento, la tasa fotosintética (A) fue mayor en
ambas lineas transgénicas con respecto a la planta no transformada (Tabla 3.2), a
expensas de una mayor conductancia estomatica (gs) y transpiracion (E). Cuando éstas
experimentaron déficit hidrico, A fue similar en todos los casos; evidencidndose

claramente una disminucion de gs en respuesta a la situacion adversa. Si bien, este
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hecho favorecio el descenso de E en los tres genotipos estudiados, el contenido relativo
de agua (CRA) fue mayor en los brotes de la linea 19, siendo estadisticamente no
significativa su variacioén respecto al par no estresado (p= 0,05 Tukey). Al mismo
tiempo, se observdo un descenso del potencial osmotico (Wr™) en ambas lineas
evaluadas, constatandose la coexistencia del proceso de ajuste osmotico (AP ™) como
herramienta bioquimica para paliar la situacién desfavorable. En este escenario, cabe
esperar que la variacion de los niveles enddgenos de prolina estuviera vinculada a
AP,”; sin embargo, tomando en consideracién que tal variacion suscitada en el
genotipo salvaje, no se correspondié con una modificacién considerable del potencial
osmotico, cabria la posibilidad de considerar que prolina no constituya el Ginico osmo-
protector empleado por el mecanismo de defensa que utiliza la planta. Asimismo, cabe
destacar que, probablemente como resultado de un mejor balance hidrico, disminuy? el
consumo de agua en las plantas ADC-19, requiriendo de un periodo mas prolongado
para que el potencial agua del suelo alcanzara -2MPa (diferencia de 10 dias respecto a

los otros genotipos).

Tabla 3.2: Efectos de sequia sobre el intercambio de gases, relaciones hidricas y
ajuste osmatico de plantas transgénicas RD29A:0atADC.

Capacidad de campo Sequia

Nt ADC-19 ADC-21 Nt ADC-19 ADC-21
A 35,6+0,4 37,4+0,7 37,9+0,55 33,25+0,26 33+0,33%* 34,3540,52%**
(umol CO, m?s™)
gas 0,047+0,000 0,068+0,002 0,077+0,0005 0,006£0,002%** 0,009+0,001 *** 0,016+0,002%**
(mmol H,0 m?s™)
E 1,15+0.086 1,59+0.11 1,76+0.06 0,16+0.03%** 0,27+0.03*** 0,38+0.08%**
(mol H,O m? s
CRA (%) 89,7+1,2 92,3+3,08 90,5+0,7 70,2+4,5% 80,2+6,5 60,0+4,0*
W' (MPa) -2,36+0,21 -1,68+0.14 -1,5 -2,7+0,05 -2,74£0,31%% -3,06%*
AP, - - - -0,18+0.12 -1,06+0,31** - 1,56+0,33%*
Prolina 2,53+0,2 0,28+0,08 2,44+0,37 13,242, 14%* 16,33+£2,05*** 13,8+0,78***
(umol mg™ PF)
Clorofila at+b 0,97+0,04 1,47+0,02 1,02+0,06 1,2840,02%** 1,33+0,02 1,5940,02%**

(mg gr PF)

Los valores representan el promedio + SEM de 5 repeticiones. Asteriscos indican diferencias estadisticas
significativas (Test de Student) respecto al tratamiento control sujeto a capacidad de campo. *, p<0,05; **,
p<0,005; *** p<0,0005. Referencias: Nt, genotipo no transformado (salvaje); A, fotosintesis neta, gs,
conductancia estomatica; E, transpiracion; CRA, contenido relativo de agua del brote.

Si bien, por efecto del déficit hidrico, tanto el genotipo salvaje como la linea 21,
incrementaron sus contenidos de clorofila a+b, éste no resultd suficiente para mantener

la tasa fotosintética. En consecuencia, el andlisis de la particién de los fotoasimilados
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(Tabla 3) indica que, en el caso de la linea ADC-19, a pesar de no existir diferencias
estadisticas respecto al tratamiento irrigado, la disminucion del area foliar (AF) afectod
negativamente la relacion de area foliar (RAF)® y el area foliar especifica (AFE)’; sin
embargo, el peso seco de la parte aérea (tallosthojas) se mantuvo invariable,
incrementando el crecimiento de raices (cuantificado a través de la determinacioén de su
peso seco); razon por la cual, la relacion parte aérea/raiz disminuy6 significativamente,
denotando una clara respuesta de defensa a sequia (Munns et al. 2003, Tester y
Davenport 2003). En adicidn, se detectd una correlacion positiva entre el contenido de
Put y el peso seco de raiz (r=0,983), concordando este hecho con los recientes
resultados obtenidos por Wang et al. (2011) en el sentido de que la variacion de los
niveles enddgenos de PAs podrian modular el crecimiento radicular en situaciones de
estrés osmatico.

Por su parte, la reduccion del AF en la linea ADC-21 no afect6 los restantes
parametros directamente relacionados (RAF, AFE), observandose un incremento no
significativo de los mismos; no obstante, pudo determinarse una notable disminucién
del crecimiento radicular, acrecentando en consecuencia la relacion parte aérea/raiz.
Finalmente, a pesar de que el déficit hidrico no afectd los parametros indicativos del
crecimiento aéreo (AF, RAF, AFE y PSuioshojas) del genotipo salvaje, éste afectod

negativamente el crecimiento radicular.

Tabla 3.3: Efecto del déficit hidrico sobre la distribucion de fotoasimilados.

Capacidad de campo Sequia

Nt ADC-19 ADC-21 Nt ADC-19 ADC-21
AF (cm?) 105,5+11,2 274,1446,2 273,0+33,4 116,314 160,1+19.9 180,7+38,5
RAF (cm” gr PS total") 36,7+0,05 78,6+5,9 31,5113 48,5+9,2 39,345, 7** 42,6+9,6
AFE (cm® gr PS hoja™) 333,8+19,8 367,8+£14,01 203,9+24,9 401,4+59,1 286,6+21,8* 242,94+45,6
PS tallo + hojas 2,14+0,29 3,06 £0,75 421+1,34 1,56+ 0,15 3,02+0,06 3,21 £0,06
PS raiz 0,73+0,02 0,76+0,191 4,25+0,87 0,46+0,11 1,10+0,14 1,10+0,14*
PS tallo + hojas/PS raiz 2,92+0,31 4,15+0,8 1,36+0,8 2,97+0,7 2,63 +0,19* 3,02+0,34

Los valores son los promedios + SEM de 5 repeticiones. Asteriscos indican diferencias estadisticas
significativas (Test de Student) respecto al tratamiento control sujeto a capacidad de campo. *, p<0,05; **,
p<0,005; ***, p<0,0005. Referencias: Nt, genotipo no transformado (salvaje). AF, area foliar promedio por
planta;RAF, relacion area foliar; AFE, area foliar especifica.

¥ RAF: indica la relacion entre el 4rea foliar y el peso seco de la planta.
? AFE: indica la relacién entre el area foliar y el peso seco de las hojas.
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Por su parte, la aplicacion foliar ya sea de Put, ABA 6 Tg afecto principalmente
la relacion parte aérea/raiz (Fig. 3.4). En tal sentido, tanto el agregado de Put como de
ABA disminuy¢ el crecimiento y el desarrollo radicular de ADC-19 en condiciones de
sequia (Anexo a), incrementando la relacion parte aérea/raiz (p= 0,02 y 0,01; Put y
ABA, respectivamente). Este efecto fue aiin mayor en la linea ADC-21, manifestaindose
inclusive en condiciones Optimas de hidratacion (Anexo b). Finalmente, en el genotipo
salvaje, donde el enriquecimiento tisular de Put y ABA, proviene principalmente de una
fuente exogena, éstas alteran la distribucion de los fotoasimilados promoviendo el
crecimiento y desarrollo radicular (Anexo c), en desmedro de la relacion parte aérea/raiz
(»= 0,034 y 0,029; Put y ABA, respectivamente), observandose una respuesta

antagodnica con el agregado de Tg.

Planta no transformada ADC-19 ADC-21
800
[0}
=t
=
© 600 — —
8_ o
S
(O] a
o =, 400+ . i
L—s R * * *
S 5
© 200 - -
(O]
S
\< H H
0 T T T T T T T T T T T T
100
3
= 80 T l 7]
(=]
- -
o 5 e 1 1
& £ "
(=2}
\g ~ 40 4 4
S §
@
° 20 4 4
[a
0 T T T T T T T T T T T T
10
N
3
: N 8- -
o
— n
\% E 6 |
"
[0 S, 7
-
s £ 1
o o *
c 8 -
Q n 27 ]
o a
L: 08 0
0] 0 T T T T T T T T T
[a Control Put ABA Tg Control Put ABA Tg Control Put ABA Tg

Tratamientos

Fig. 3.4: Efecto de la aplicacién de putrescina, ABA y tungstato sobre la particion de biomasa
en plantas sujetas a estrés hidrico. Barras blancas y grises indican tratamientos de irrigacion
(capacidad de campo) y sequia, respectivamente. Asteriscos indican diferencias estadisticas
significativas (Test de Student) respecto al tratamiento control sujeto a capacidad de campo. *,
p<0,05; **, p<0,005.
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Respuestas bioquimicas y fisiologicas a estrés salino.

La Tabla 3.4 indica la variacion de la actividad enzimética en respuesta al estrés.
En general, el exceso de sales promovi6 la actividad de ADC en los genotipos
evaluados, disminuyendo ésta una vez superada la situacion desfavorable (supresion).
Ambas lineas transgénicas denotaron una mayor actividad enzimdtica ain en
condiciones Optimas de crecimiento, vislumbrandose una variacion de 3,1; 3,35 y 2,1

ordenes de magnitud en ADC-19, ADC-21 y el genotipo salvaje, respectivamente.

Tabla 3.4: Variacion de la actividad de arginina descarboxilasa en respuesta a estrés
salino.

Tratamiento Linea 19 Linea 21 Nt
Sin estrés 1,4+0,2 1,0+0,1 0,07 £ 0,02
Estrés salino 4,32+ 0,35%** 3,35+ 0,34%** 0,15+ 0,03*
Supresion 2,8+0,17** 1,64 +0,15% 0,04 £0,01™

Los valores de actividad enzimatica se expresan en nmoles “co;, mg prot’1 min™ y corresponden al
promedio de tres muestras independientes + SEM. Asteriscos indican diferencias estadisticas
significativas respecto al tratamiento control (sin estrés). *, p<0,05; **, p<0,005; ***, p<0,0005 (Test de
Comparaciones Miultiples de Dunnett). Referencias: Nt, genotipo no transformado (salvaje).

La variacion de la actividad enzimatica promovida por el estrés aparentemente
no se tradujo en un mayor contenido de Put libre, siendo atin menor su concentracion en
las lineas transformadas (Fig. 3.5). Este hecho, en concordancia con lo informado por
Santa Cruz et al. (1997) en el sentido de que la acumulacion de PAs libres ocurre de
manera temprana, disminuyendo a medida que se prolonga la duracion del estrés, podria
estar relacionado con el momento del muestreo, en donde las plantas probablemente
experimentaron la segunda fase del estrés salino caracterizado por el estrés idnico.
Asimismo, no se descarta la posibilidad de que prevalezca un mecanismo de
desintoxicacioén por conjugacion u oxidacion (Kuznetsov et al. 2006). Por su parte, el
contenido de Spd disminuy6 en los genotipos estudiados como consecuencia de la
imposicion del estrés, concordando estos resultados con aquellos informados
previamente por Maiale et al. (2004) y Pesqueira (2008) para la especie objeto del
estudio. En general, la aplicacion foliar de Put, ABA 6 Tg no afectd los niveles

enddgenos de PAs libres.
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Fig. 3.5: Efecto de la aplicaciéon de putrescina, ABA y tungstato sobre el nivel endégeno de
poliaminas en plantas sujetas a estrés salino. Barras blancas y grises indican tratamientos
control y salinidad, respectivamente. Asteriscos indican diferencias estadisticas significativas
(Test de Student) respecto al tratamiento control. *, p<0,05; **, p<0,005; ***, p<0,0005.

Como consecuencia de la salinidad se observd una alteracion en la absorcion de
los iones monovalentes cuya intensidad y grado de compartimentalizacion en los
diferentes o6rganos de la planta dependié del genotipo en estudio (Tabla 3.5). La
absorcion de Na' en el 4mbito de las raices fue mayor en el genotipo no transformado
(Nt), incrementandose su contenido mas de cuatro veces respecto al tratamiento control
que permanecid en condiciones Optimas de crecimiento; por su parte, ambas lineas
transgénicas evidenciaron una menor concentracion idnica en tales 6rganos ocasionando
una merma en la magnitud de la variacion por efecto del estrés respecto a Nt.
Asimismo, cabe destacar el hecho de que a pesar de determinarse una elevada
acumulaciéon de Na' en hojas de la linea ADC-19, la ausencia de sintomas visibles de

estrés oxidativo concurrentemente con una menor abscision foliar respecto a Nt, ponen
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de manifiesto su habilidad para mitigar los dafios producidos por la elevada
concentracion de NaCl. Si bien, en el contexto del Capitulo I, se presentd una profusa
revision y actualizacion del estado del arte acerca de los procesos moleculares y
bioquimicos que participan en el mantenimiento de la homeostasis idnica en las plantas,
motiva resaltar en este punto el hecho de que la tasa de influjo y eflujo en raiz establece
el estado real de la entrada de Na' a la planta, mientras que su compartimentalizacion en
vacuolas y el transporte radial a la estela y de alli su derrame al xilema, establece el
control homeostatico de Na" en el citoplasma de las células radicales; a la vez que su
remocion por la corriente transpiratoria, su distribucion a través de la planta y su
progresivo acopio en las hojas mas viejas determinara la habilidad del genotipo para
contrarrestar los efectos nocivos de la presencia excesiva de Na' (Tester y Davenport
2003, Apse y Blumwald 2007). De hecho, la toxicidad metabolica de Na™ es la
resultante de la competencia con K en muchas funciones celulares esenciales para el
organismo (Rodriguez-Navarro y Rubio 2006), en donde altos niveles de Na' o una
relacion Na": K' elevada puede interrumpir varios procesos enzimaticos en el
citoplasma (Yao et al. 2010). En este sentido, pudo determinarse un incremento
estadisticamente significativo del contenido de K' en raices de la linea ADC-19
manteniendo practicamente invariable la relacion Na": K'; lo cual podria guardar cierta
relacion con lo sugerido por Zhao et al. (2008) en el sentido de que, probablemente, las
poliaminas mejorarian la homeostasis celular bajo condiciones de estrés, restringiendo
el ingreso de Na' y la salida de K en las células de la raiz. En adicion, pudo observarse
que la aplicacion foliar de Put redujo substancialmente el contenido de Na' en raices del
genotipo no transformado; duplicando el contenido de K* en el ambito de las hojas
(Anexo g); observandose a la vez, una significativa disminucion de Na® en raices, tallos
y hojas como consecuencia de la pulverizacion con ABA (6,1; 1,4 y 1,9 ordenes de
magnitud, respectivamente); existiendo en este caso un alto grado de correlacion entre
el contenido de Put libre, promovido por ABA (Fig. 3.5), y los niveles de Na" en hojas
(r=1,0), tallos (r= 1,0) y raices (r= 0,94). Durante el experimento, las plantas debieron
soportar valores elevados de conductividad eléctrica de sustrato saturado de suelo, muy
por encima de aquellos considerados por Mass y Hoffman (1977) como aptos para una
normal productividad de los cultivos, oscilando entre 20 y 30 dS/m suelo; asimismo,
pudo constatarse que plantas de la linea ADC-19 soportaron y continuaron brotando atn

cuando la conductividad del suelo alcanzara 49,8 dS/m (Fig. 3.6).
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Tabla 3.5: Efectos de la salinidad sobre el contenido de potasio, sodio y su relacion en
los distintos o6rganos de la planta.

Sin estrés Con estrés

Hojas Tallos Raices Hojas Tallos Raices
Na* (mg gr' PS)
Nt 3,0+0,5 4,0£1,1 8,1£2,1 14,6+1,5%** 10,8+1,0%* 33,246,0%**
ADC-19 2,0+0,4 2,740,3 9,5+1,6 19,7+8,6** 18,4+7,2% 24,942 6***
ADC-21 6,5+2,1 57+1.2 72+1,1 13,1 £2,3 10,3+2,7 21,2 +4,7*
K" (mg gr’! PS)
Nt 38,1+4.1 40,0+5,7 17,5+17,1 43,3+4,25 34,1+4,6 21,6+1,9
ADC-19 25,743,0 38,2+4,2 19,3+2,9 29,0+4,5 37,7+4 4 41,845,5*
ADC-21 30,5+4,2 36,5+3,2 19,6+3,5 31,3+3,2 44,6+3,6 31,3+3,7
Na'/K*
NT 0,08 + 0,01 0,12+0,04 0,7+0,27 0,33 +0,005%* 0,35 +0,06 1,53 £0,25%**
ADC-19 0,07+0,008 0,07+0,004 0,5+0,08 0,72+0,31* 0,6 £0,26 0,63 +0,12
ADC-21 0,2 + 0,04 0,16+0,03 0,42 +0,08 0,42 + 0,07 0,25 + 0,08 0,73 £ 0,22

Los valores constituyen los promedios + SEM de 5 repeticiones (p<0,05; Test de Comparaciones Multiples
de Tukey).

Fig. 3.6: Plantas sometidas a estrés salino (300mM NaCl). Izquierda: genotipo no
transformado. Centro: linea ADC-19. Derecha: Linea ADC-19 transcurridas 48 hs. de la
supresion del estrés.

En condiciones normales de crecimiento, ambas lineas transgénicas evidenciaron
una mayor actividad fotosintética (A) respecto al genotipo salvaje a expensas de una
mayor conductancia estomatica y transpiracion (Tabla 6); sin embargo, cuando éstas
experimentaron estrés salino, A disminuy6 significativamente en la linea ADC-21 en la
cual ademas se observdo un menor contenido de clorofila a+b. En tal escenario, la
conjuncion de una menor conductancia estomatica (gs) que determiné una menor
transpiracion por un lado, y la disminucién del potencial osmético (Yr'™’) que causé un

considerable ajuste osmotico (AP

) por el otro, posibilitaron el mantenimiento del
contenido relativo de agua en el ambito de tallos y hojas; correlaciondndose este hecho
con el incremento de la actividad de ADC (r= 0,97). El descenso de llJn100 se relaciono
con un incremento del contenido de prolina de 3,2; 6,6 y 23,9 veces en tallos y hojas del

genotipo salvaje, ADC-21 y ADC-19, respectivamente; lo cual concuerda con los
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resultados obtenidos anticipadamente por Bouchereau et al. (1999), quienes informaron
que en condiciones de alta salinidad, el catabolismo de Put (via diamina oxidasa)

contribuiria a la acumulacion de prolina.

Tabla 3.6: Efectos de salinidad sobre el intercambio de gases, relaciones hidricas y
ajuste osmdtico de plantas transgénicas RD29A:0atADC.

Control Estrés salino

Nt ADC-19 ADC-21 Nt ADC-19 ADC-21
A 35,6+0,4 37,4+0,7 37,9+0,55 34,7+0,4 33,8+1,1 34,274+0,51%**
(umol CO, m? s
gs 0,047+0,0005 0,068+0,002 0,077+0,0005 0,022+0,006 0,032+0,08* 0,025+0,003***
(mmol H,0 m?s™)
E 1,15+0,086 1,59+0,11 1,76+0,06 0,50+0,12 0,72+0,17** 0,48+0,07***
(mol H,O m™s™)
CRA (%) 89,7+1,2 92,3+3,08 90,5+0,7 86,97+8,13 80,53+11,78 82,57+3,88
Wr” (MPa) -2,36+0,21 -1,68+0,14 -1,5+0,26 -2,7£0,05 -3,65+0,31%* -3,5+0,05%*
AP, - - - -0,34+0,05 -1,97+0,31%* -2,26+0,03%*
Prolina 2,53+0,2 0,28+0,08 2,44+0,37 9,17+0,83* 6,71+0,49%** 16,1243,58%**
(umol mg™ PF)
Clorofila a+b 0,97+0,04 1,47+0,02 1,02+0,06 0,94+0,007 1,16+0,03 0,430,003 %**

(mg gr PF)

Los valores representan el promedio + SEM de 5 repeticiones. Asteriscos indican diferencias estadisticas
significativas (Test de Student) respecto al tratamiento control sujeto a condiciones oOptimas de
crecimiento. *, p<0.05; **, p<0.005; ***, p<0.0005. Referencias: Nt, genotipo no transformado (salvaje);
A, fotosintesis neta, g, conductancia estomatica; E, transpiracion; CRA, contenido relativo de agua del
brote.

El analisis de la particion de los fotoasimilados (Tabla 3.7) indica que ésta suftio
una alteracion de su patron normal a consecuencia del estrés impuesto por el exceso de
sales. En este contexto, el area foliar (AF) disminuyo significativamente en ambas
lineas transgénicas. La linea ADC-19 se destacé por mantener e inclusive promover
levemente su crecimiento radicular (expresado en PS) en desmedro de la relacion de
area foliar (RAF). De manera contrapuesta, los genotipos restantes incrementaron RAF
afectando seriamente el crecimiento de raices. De igual modo, las plantas ADC-19
mostraron una menor abscision foliar (1,3 veces) respecto al genotipo no transformado
(3,2 veces), observandose una mayor brotacion en el periodo evaluado (Anexos d, e y
f); siendo este ultimo una clara respuesta a salinidad (Lauchli y Grattan 2007) y un

factor clave en la productividad de Lotus tenuis en ambientes salinos (Pesqueira 2008).
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Tabla 3.7: Efecto del estrés salino sobre la distribucion de fotoasimilados.

Control Salinidad

Nt ADC-19 ADC-21 Nt ADC-19 ADC-21
AF (cm?) 105,5+11,2 274,1+46,2 273,0£33,4 61,4+1,4 110,7+£2,7** 103,4+3,99%*
RAF (cm? gr PS total™") 36,7+0,05 78,6+5,9 31,5+11,3 48,87+1,13* 37,14+3 4%* 44,4193
AFE (cm? gr PS hoja™) 333,8+19,8 367,8+14,01 203,9+24.,9 153,3£13,3%* 214,4+1,63 168,24+36,9
PS tallo + hojas 2,14 +0,29 3,06+0,75 421+1,34 1,1 £0,28 2,21+224 1,97 £0,48
PS raiz 0,73+0,02 0,76+0,191 4,25+0,87 0,16:+0,02%* 0,82+0,21 0,67+0,28*
PS tallo + hojas/PS raiz 2,92+0,31 4,15+0,8 1,36+0,8 7,23+£2,67 3,39+ 1,38 3,47+0,86

Los valores son los promedios + SEM de 5 repeticiones. Asteriscos indican diferencias estadisticas
significativas (Test de Student) respecto al tratamiento control sujeto a condiciones Optimas de
crecimiento. *, p<0,05; **, p<0,005; ***, p<0,0005. Referencias: Nt, genotipo no transformado (salvaje).
AF, area foliar promedio por planta;RAF, relacion area foliar; AFE, area foliar especifica.

En condiciones de estrés, la aplicacion exogena de Put, ABA o Tg en las plantas
transgénicas no afectd, practicamente, los parametros estudiados (Fig. 3.7). Finalmente,
en el genotipo salvaje, el enriquecimiento de Put y ABA alteran la distribucion de los
fotoasimilados favoreciendo el AFE y RAF, a diferencia de lo ocurrido en los genotipos
transformados, observandose una respuesta antagonica en el crecimiento radicular con

el agregado de Tg, Put y ABA (Fig. 3.7).
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Fig. 3.7: Efecto de la aplicacion de putrescina, ABA y tungstato sobre la particion de biomasa
en plantas sujetas a estrés salino. Barras blancas y grises indican tratamientos control (sin
estrés) y salinidad, respectivamente. Asteriscos indican diferencias estadisticas significativas
(Test de Student) respecto al tratamiento control. *, p<0.05; **, p<0.005; ***, p<0.0005.

108



5. Conclusiones parciales del capitulo

* El promotor RD29A es capaz de dirigir la expresion del gen gus en tallos y hojas
de plantas sujetas a condiciones de estrés osmoético impuestas ya sea por sequia,
salinidad ¢ frio, no detectdndose expresion en los tejidos radiculares.

* Las plantas transgénicas portadoras de la construccion pBi RD29A4::0atADC
expresan actividad de la enzima arginina descarboxilasa y presentan
acumulacién de putrescina libre inducible por estrés hidrico.

* Las plantas transgénicas pRD294::0atADC (principalmente linea ADC-19), ante
condiciones de déficit hidrico presentaron un mayor contenido relativo de agua
en sus brotes respecto al genotipo salvaje, denotandose un elevado ajuste
osmotico y modificacion del destino de los fotoasimilados que favorecié el
crecimiento de raices en desmedro de la parte aérea.

* Las plantas transgénicas pRD29A4::0atADC presentaron una mejor performance
en condiciones de salinidad. Se observé un menor contenido de Na' en raices
concurrentemente con un incremento significativo del nivel de K'; hecho por el
cual, la relacion Na’ : K' en este 6rgano se mantuvo practicamente invariable.
El ion Na' se acumulé principalmente en hojas. Se observo una menor abscision
foliar, mayor brotacién y mayor crecimiento radicular con respecto al genotipo

salvaje.
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ANEXO

a. Efectos de la aplicacion foliar de putrescina (Put), ABA 6 tungstato (Tg) sobre la distribucion de fotoasimilados, relaciones hidricas, ajuste
osmotico y contenido de clorofila de plantas transgénicas RD29A:0atADC-19 sujetas a sequia.

Tratamiento control

Tratamiento de estrés hidrico

Parametro Linea 19 Linea 19 Put | Linea 19 ABA Linea 19 Tg Linea 19 Linea 19 Put | Linea 19 ABA | Linea 19 Tg
AF (cm’) 274,1 + 46,23 248,3 £ 43,05 2229+ 32,86 72,73 +£3,88 160,1 £ 19,9 123,2 + 8,65* 121,2 +5,25% | 141,4 + 6,8%**
Area tallos (cm®) 403 + 81,96 4129 +£8,2 416,7 £ 69,7 182,9+32,1 319,4+33,17 | 274,0+ 15,87 288,8 £ 29,11 2729+239
PS raiz (gr) 0,76 + 0,191 0,68 + 0,092 0,77 £ 0,21 0,25 + 0,04 1,09+ 0,14 0,62 +0,11 0,64 + 0,08 0,97 £ 0,33
PS total (gr) 3,82 + 0,88 3,87+ 0,65 3,68 0,99 1,65+ 0,08 4,11+0,2 3,11+0,13 3,54+0,51 433+12
PS aéreo (gr) 3,06 + 0,75 3,19+0,71 2,92 +0,79 1,39 £ 0,06 3,02+ 0,06 2,49+ 0,10 2,89+ 0,46 3,37+ 0,95
Nro. de brotes por planta 29,7+ 4,05 S/D S/D S/D 3.4 + 1 4*** S/D S/D S/D

PS aéreo/PS raiz 4,15+ 0,77 5,02+ 1,44 3,99 + 0,56 5,79+ 1,05 2,63 +0,19% 4,24 +0,71 4,33 +0,67 3,76 + 0,64
RAF

(ecm® gr'") 78,59 + 5,86 65,34+ 11,18 66,89 + 12,91 44,31 +£3,04 | 39,32 £5,71** 39,69 £2,77 35,18 £3,23 37,22 +795
AFE

(cm’ gr hoja™) 367,8 £ 14,01 401,5+27,62 418 £203 526,9+144,1 | 286,6 £21,77* | 285,6 £ 27,66* | 290,5 + 28,24* | 263,2 + 28,64
Daiio membrana (%) 4,93 + 0,03 3,13 +0,68 2,22 +0,27 2,65+0,15 1,7+1,21 1,53 £ 0,54 2,55+0,62 2,52+0,2
CRA (%) 92,3 + 3,08 92,46 +53 91,74 + 1,01 88,92 + 6,38 80,2+ 6,5 72,96 + 11,1 65,96 + 2,53 65+1,3
Clorofilas a+b

(mg gr' PF) 1,47 +£0,02 1,03+0,011 1,76 +£ 0,015 0,67 + 0,003 1,33+ 0,017 1,15+0,015 1,13 £ 0,05%** | 0,78 +0,013
Prolina

(umol mg™' PF) 0,28 + 0,085 0,67 + 0,03 0,31+ 0,02 1,34+ 0,51 16,33 £2,05*** | 11,61 +0,89** 9,6 £ 0,4*** 9,37 +£0,33**

Los valores son los promedios + SEM de 5 repeticiones. Asteriscos indican diferencias estadisticas significativas (Test de Student) respecto al tratamiento control sujeto a
capacidad de campo. *, p<0.05; **, p<0.005; ***, p<0.0005.
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b. Efectos de la aplicacion foliar de putrescina (Put), ABA 6 tungstato (Tg) sobre la distribucion de fotoasimilados, relaciones hidricas, ajuste
osmotico y contenido de clorofila de plantas transgénicas RD29A:0atADC-21 sujetas a sequia.

Tratamiento control

Tratamiento de estrés hidrico

Parametro Linea 21 Linea 21 Put | Linea 21 ABA Linea 21 Tg Linea 21 Linea 21 Put | Linea 21 ABA Linea 21 Tg
AF (cm®) 273,0+ 33,41 178,74+ 33 168,2 £ 47,07 94,7+33 180,7 &+ 38,5 209,2 + 53,6 190,9 + 35,25 107,7 £ 5,02
Area tallos (cm®) 377,3 £ 55,1 2543+ 23,16 | 255,5+40,04 217,2+7,35 297,77+ 55,13 | 321,1+18,95 316,3+£22,5 172 £ 24,37
PS raiz (gr) 425+ 0,87 1,97 £ 0,55 1,38 + 0,34 0,37 + 0,03 1,09 + 0,14* 0,92 £0,03 0,76 £ 0,12 0,76 £0,16
PS total (gr) 8,46+ 1,41 4,33 £ 2,04 9,67 +2,89 2,01+0,37 4,3+£0,2% 4,72+ 1,39 4,82+ 0,41 3,38+ 0,18%
PS aéreo (gr) 4,21 +1,34 2,36+ 0,61 8,29+ 545 1,64+04 3,21+0,06 3,79+ 1,42 4,05+ 0,29 2,62+0,17
Nro. de brotes por planta 20,67 +4,48 S/D S/D S/D 5,67 +0,33% S/D S/D S/D

PS aéreo/PS raiz 1,36 + 0,77 3,25+1,57 4,96 + 2723 4,55+ 145 3,02+ 0,34 4,17+ 1,7 5,39+ 0,45 3,92+1,17
RAF

(cm® gr'h) 31,5+11,3 56,93 + 17,19 38,1173 47,07 +£7,03 42,6 +9,64 44,89 + 1,87 40,56 +£ 10,8 31,95+ 1,29
AFE

(cm” gr hoja™) 203,9+249 265,6 £51,22 | 264,4+70,6 305,2 + 98 2429 +45,64 | 2593+ 131,8 221,6 + 14,02 171,7 £ 4,29
Dafio membrana (%) 1,89 + 0,45 2,75+ 1,05 2,12+ 0,08 5,64+ 0,81 1,25+0,51 4,42 + 1,68 1,42 +0,48 2,67 +0,82
CRA (%) 90,5+0,7 93,07 + 3,68 84,5+ 1,68 85,25+0,35 60 + 4* 56 +0,387* 62,76 £ 1,5 71,61 £ 15,06
Clorofilas a+b

(mg gr'' PF) 1,017 £ 0,058 1,223 £0,009 | 0,91+0,012 1,43 +0,051 1,59 £ 0,02%*** 1,17+£0,03 1,27+ 0,027 0,86 £ 0,006***
Prolina

(umol mg™' PF) 2,44 +0,37 0,94 +£0,17 3,01 +£0,13 5,16 £0,04 13,78 +£ 0,78%** 9+ (,92%%* 10,04 + 0,2** 3,25+ 0,05%*

Los valores son los promedios + SEM de 5 repeticiones. Asteriscos indican diferencias estadisticas significativas (Test de Student) respecto al tratamiento control sujeto a
capacidad de campo. *, p<0.05; **, p<0.005; ***, p<0.0005.
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¢. Efectos de la aplicacion foliar de putrescina (Put), ABA ¢ tungstato (Tg) sobre la distribucion de fotoasimilados, relaciones hidricas, ajuste
osmotico y contenido de clorofila de plantas no transformadas sujetas a sequia.

Parametro

Tratamiento control

Tratamiento de estrés hidrico

Salvaje Salvaje Put salvaje ABA Salvaje Tg Salvaje Salvaje Put salvaje ABA Salvaje Tg
AF (cm®) 105,5+ 11,25 1053 +2,5 109,3 +£ 16,25 90,97 £ 21,7 116,3 + 14 142,9 £ 10,9 124 + 19,95 57,5+ 5
Area tallos (cm®) 239,5+21 144,3 £ 32,3 234,7+ 15,8 115,74+ 9,85 148,9 +921%* 213+ 11 186,7+ 10,4 169,6 + 8,94
PS raiz (gr) 0,73 £0,02 1,23+ 0,03 1,33+ 0,07 0,21 £ 0,05 0,46 +0,11 0,68 +0,16 0,58+0,18 0,55+0,16
PS total (gr) 2,87 +0,31 2,63 +0,24 2,79+0,21 1,56 + 0,65 2,61 +£0,65 2,74 £ 0,35 2,34 +0,27 3,1+0,24
PS aéreo (gr) 2,14+0,29 1,4+0,21 1,46 £0,13 1,36 £ 0,61 1,56 +0,15 2,15+0,16 1,76 £ 0,09 2,55+0,41
Nro. De brotes por planta 183+1,2 S/D S/D S/D 2,3 £0,3%* S/D S/D S/D
PS aéreo/PS raiz 2,92+0,31 1,12+0,13 1,1 +0,04 6,27 £1,58 2,97+0,7 3,25+0,51 3,30+ 0,88 5,72+ 1,88
RAF
(cm® gr'h) 36,75+ 0,05 40,51 £5,35 32,01 £0,27 45,57+ 15,32 48,55+ 9,23 52,47 £ 2,69 52,62 +2.43 28,54 £5,1
AFE
(cm” gr hoja™) 333,84+ 19,82 270,9 + 51,5 2457 + 7,66 212,3+9,28 401,4 £59,15 253,5+25,6 309 £21,7 191,7 £ 20,8
Dafio membrana (%) 4,05+0,45 3,03 +0,67 4,93 +1,38 2,57+0,11 1,6 £0,7 3+£0,6 2,95+1,55 9,45+ 2,65*
CRA (%) 89,75+1,2 93+5 85,66 £ 0,66 93,44 + 1,96 70,24 + 4, 55* 82,51 £ 3,67 73,07 +£5,8 |58,35+3,76%**
Clorofilas a+b
(mg gr’' PF) 0,97 + 0,038 0,8 + 0,006 0,83 + 0,006 0,93 + 0,003 1,28 +0,024*** | 1,16 + 0,017*** | 1,34 £ 0,021*** | 0,95+ 0,01
Prolina
(umol mg™' PF) 2,53+£0,2 1,2+0,48 1,48 + 0,09 2,9+0,13 13,2 £2,14%* | 934+ 1,63** 9,52 £2,12% 5,44 £0,5%*

Los valores son los promedios + SEM de 5 repeticiones. Asteriscos indican diferencias estadisticas significativas (Test de Student) respecto al tratamiento control sujeto a
capacidad de campo. *, p<0.05; **, p<0.005; ***, p<0.0005.

112




d. Efectos de la aplicacion foliar de putrescina (Put), ABA 6 tungstato (Tg) sobre la distribucion de fotoasimilados, relaciones hidricas, ajuste
osmotico y contenido de clorofila de plantas transgénicas RD29A:0atADC-19 sujetas a salinidad.

Tratamiento control

Tratamiento de estrés salino

Pariametro Linea 19 Linea 19 Put Linea 19 ABA Linea 19 Tg Linea 19 Linea 19 Put | Linea 19 ABA Linea 19 Tg
AF (cm’) 274,1 £ 46,23 248,3 +£43,05 222,9 +32,86 72,73 + 3,88 110,7 £2,7** 192,57 £ 7.34%*%*% | 109+14,85%* | 45,85+7,15%**
Area tallos (cm®) 403 + 81,96 4129 +£8,2 416,7 + 69,7 182,9+32,1 207,2£24,77 | 223,2 + 24.1** 218,5+19,2 155,7+5,7
PS raiz (gr) 0,76 0,191 0,68 + 0,092 0,77 +£0,21 0,25+ 0,04 0,82 +£0,21 1,17+£0.72 0,36+0,11 0,44 +0,16
PS total (gr) 3,82 + 0,88 3,87+ 0,65 3,68 £0,99 1,65+ 0,08 3,02+0,24 3,39+ 0.67 2,71 +£0,34 2,22+046
PS aéreo (gr) 3,06 + 0,75 3,19+0,71 2,92+0,79 1,39+ 0,06 2,21+ 0,24 2,23+0.49 2,34 + 0,24 1,78 +0,3
Nro. de brotes por planta 29,7+ 4,05 S/D S/D S/D 17,18 £ 5,89 S/D S/D S/D

PS aéreo/PS raiz 4,15+0,77 5,02+ 1,44 3,99+0,56 5,79 £ 1,05 3,39+ 1,38 3,94 £ 1.64 6,78 £ 1,29 4,38+0,91
RAF

(cm® gr'') 78,59 + 5,86 65,34+ 11,18 66,89 + 12,91 44,31+ 3,04 37,14 £3,43** | 30,56 + 8.36 40,23 £ 0,36 20,89 £ 1,1**
AFE

(cm” gr hoja™) 367,8+ 14,01 401,5+27,62 418 £203 526,9 + 144,1 | 214,4+1,63*** | 211,7+2691** | 265,3 +3,87* 166,5 = 27,02
Dafio membrana (%) 4,93 + 0,03 3,13+0,68 2,22 +0,27 2,65+ 0,15 1,6 + 0,6* 2,8 +0.61 3+1,01 7,08 + 0,81%*
CRA (%) 92,3 +£3,08 92,46 +53 91,74 + 1,01 88,92 + 6,38 80,53 £ 11,78 84,15+ 5,51 | 72,56+ 1,95%** | 65,36 +2,65*
Clorofilas a+b

(mg gr’' PF) 1,47 + 0,02 1,03+ 0,011 1,76 + 0,015 0,67 + 0,003 1,16 + 0,03** 0,93 + 0.006*** | 1,58+0,006*** 1,124+0,03**
Prolina

(umol mg™' PF) 0,28 + 0,085 0,67 + 0,03 0,31+ 0,02 1,34+ 0,51 6,71+0,49*** 7,58+ 1.74* | 11,94+ 0,06%** | §8,57+0,47**

Los valores son los promedios + SEM de 5 repeticiones. Asteriscos indican diferencias estadisticas significativas (Test de Student) respecto al tratamiento control (sin estrés).
* p<0.05; **, p<0.005; ***, p<0.0005.
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e. Efectos de la aplicacion foliar de putrescina (Put), ABA ¢ tungstato (Tg) sobre la distribucion de fotoasimilados, relaciones hidricas, ajuste
osmotico y contenido de clorofila de plantas transgénicas RD29A:0atADC-21 sujetas a salinidad.

Tratamiento control

Tratamiento de estrés salino

Parimetro Linea 21 Linea 21 Put | Linea 21 ABA Linea 21 Tg Linea 21 Linea 21 Put | Linea 21 ABA | Linea 21 Tg
AF (cm®) 273 £33 .41 178,7 £32,99 168,2 £ 47,07 94,7+ 3.3 103,4 £3,99%* | 106,1 £ 10,11 74,05+ 6,7 65,65 + 16,65
Area tallos (cm?) 377,3 £ 55,1 2543 £23,16 | 255,5+40,04 2172 +7,35 143,6 £ 6,81% | 135,7+14,51* | 133,8£6,325*% | 105,9 + 12,9*
PS raiz (gr) 4,25+ 0,87 1,97 £ 0,55 1,38 +£ 0,34 0,37 + 0,03 0,67 +0,28* 0,52+0,19 0,34 + 0,05 0,23 £ 0,07
PS total (gr) 8,46 + 1,41 4,33 + 2,04 9,67 2,89 2,01 +0,37 2,63 £0,74* 2,66 + 0,34 1,73+ 0,17* 1,73+0,17
PS aéreo (gr) 4,21 +1,34 2,36+ 0,61 8,29+ 5,45 1,64+04 1,97 £ 0,48 2,14+0,29 1,38+ 0,12 1,5+0,24
Nro. De brotes por planta 20,67 + 4,48 S/D S/ID S/D 3£2,52% S/D S/ID S/ID

PS aéreo/PS raiz 1,36 + 0,77 3,25+ 1,57 4,96 £ 2,23 4,55+ 145 3,47+ 0,86 5,12+ 1,51 4,11 +£0,23 7,92+ 3,72
RAF

(em® gr'!) 31,5+ 11,3 56,93 + 17,19 38,1+17,3 47,07 + 7,03 4438 +931 | 40,42+278 |42,98+0,475 37,42 + 6,01
AFE

(cm’ gr hoja™) 203,9 +24,9 265,6 £51,22 264.4 + 70,6 305,2 + 98 168,2+£36,93 | 148,9+13,03 195,5+35,18 99,76 + 6,77
Dafio membrana (%) 1,89+ 0,45 2,75 £ 1,05 2,12+ 0,08 5,64+ 0,81 2,12+ 1,06 1,39 + 0,08 2,16+ 0,5 2,3+0,17
CRA (%) 90,5+ 0,7 93,07 £ 3,68 84,5+ 1,68 85,25+0,35 82,57 + 3,88 81,33 + 6,95 81,17 +5,17 76,19 £ 6,77
Clorofilas a+b

(mg gr’' PF) 1,017 £ 0,06 1,22 +£ 0,009 0,91 +0,012 1,43 £0,051 0,43+0,003*** 0,81+0,01 1,25+0,04 0,88+0,009%**
Prolina

(umol mg' PF) 2,44+ 037 0,94 +0,17 3,01+0,13 5,16 £ 0,04 16,1243, 58*** | 7 8540,66** 9,14 £ 0,64* 11,73 £1,23*

Los valores son los promedios + SEM de 5 repeticiones. Asteriscos indican diferencias estadisticas significativas (Test de Student) respecto al tratamiento control (sin estrés).
*, p<0.05; **, p<0.005; ***, p<0.0005.
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f. Efectos de la aplicacion foliar de putrescina (Put), ABA 6 tungstato (Tg) sobre la distribucion de fotoasimilados, relaciones hidricas, ajuste
osmoético y contenido de clorofila de plantas no transformadas sujetas a salinidad.

Tratamiento de estrés salino

Tratamiento control

Parimetro Salvaje Salvaje Put salvaje ABA Salvaje Tg Salvaje Salvaje Put salvaje ABA Salvaje Tg
AF (cm’) 1055+ 11,25 1053 +2,5 109,3 + 16,25 90,97 + 21,7 61,4+114 47,1 + 8,4* 32,35+ 10,65 70,55 + 12,75
Area tallos (cm®) 239,5+21 1443 £323 2347+ 15,8 115,7+9,85 89,35+ 19,85% | 47,1+84F 45,05 £4,85** | 96,25+ 13,55
PS raiz (gr) 0,73 £ 0,02 1,23+ 0,03 1,33+ 0,07 0,21+ 0,05 0,16 £0,02** | 0,15+ 0,05*** 10,125 + 0,025*** | 0,33 +0,18
PS total (gr) 2,87+0,31 2,63 + 0,24 2,79+ 0,21 1,56 + 0,65 1,26 £ 0,26 0,93 + 0,24 0,66 + 0,06* 1,47+031
PS aéreo (gr) 2,14+ 0,29 1,4+0,21 1,46+ 0,13 1,36 £ 0,61 1,1 £0,28 0,79 + 0,195 0,53 + 0,035* 1,135+ 0,125
Nro. De brotes por planta 18,3+1,2 S/D S/D S/D 8,3 £3,7** S/D S/D S/D

PS aéreo/PS raiz 2,92+0,31 1,12+0,13 1,1 £0,04 6,27+ 1,58 7,23 +£2,67* 5,4 £0,5* 4,4 +0,6* 4,57+ 2,15
RAF

(ecm® gr'') 36,75 + 0,05 40,51+ 5,35 32,01 £0,27 45,57 £ 15,32 48,87 £1,13** | 33,44+19,5 47,95+ 11,8 4832 +1,5
AFE

(cm’ gr hoja™) 333,8 + 19,82 270,9 £ 51,5 245,7+ 7,66 2123 +9,28 153,3+£13,3** | 153,3+107,4 | 161,8+ 53,25 191,7 £ 16,55
Dafio membrana (%) 4,05+ 0,45 3,03+ 0,67 4,93 +1,38 2,57+0,11 2,35+ 0,25 45+1,6 7,75+ 1,45 7,03 2,05
CRA (%) 89,75+1,2 93+5 85,66 + 0,66 93,44 + 1,96 86,97 + 8,13 65+ 1* 67,05 + 5,95 86,46 + 4,16
Clorofilas a+b

(mg gr' PF) 0,97 + 0,038 0,8 +£0,006 0,83 + 0,006 0,93 + 0,003 0,94+ 0,007 ]0,64+0,012**| 0,85+0,017 |0,52+ 0,003 ***
Prolina

(umol mg™' PF) 2,53+0,2 1,2+0,48 1,48 £ 0,09 2,9+0,13 9,17+0,83* |11,06+0,64*| 825+0,75*% 6,62 + 0,38

Los valores son los promedios + SEM de 5 repeticiones. Asteriscos indican diferencias estadisticas significativas (Test de Student) respecto al tratamiento control (sin estrés).
*, p<0.05; **, p<0.005; ***, p<0.0005.
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g. Efectos de salinidad sobre el contenido de potasio, sodio y relaciéon Na/K de plantas transgénicas RD29A:0atADC y no transformadas.

Sin estrés Estrés salino

Hojas Tallos Raices Hojas Tallos Raices
Na* (mg/gr PS)
Genotipo salvaje
sin aplicacion exdgena 3,01 0,54 403+1,12 8,1 £2,09 14,57 + 1,51%%* 10,78 + 1,01%** 33,22 £ 5,99%**
Put 3,07+£0,5 2,39 +£0,01 1,69+ 0,11 37,56 £ 4,52%** 22,86 £ 2,55%** 16,78 £ 1,06**
ABA 2,32+1,13 3,73+0,16 1,79+ 0,19 7,58 £ 0,43 7,92 + 0,02 5,45+ 0,43
Tg 2,19+0,19 2,44 + 0,06 2,8 +0,02 13,23 +0,13* 12,76 + 1,24* 26,07 + 0,58%*
ADC-19
sin aplicacion exdgena 1,99 + 0,39 2,71 +0,27 9,54+ 1,59 19,66 + 8,63* 18,41 + 7,25% 24,93 + 2, 57%%*
Put 1,93 + 0,23 2,19+0,19 240,02 16,95 + 0,27%%* 12,27 + 1,01 %* 24,61 + 0,39%%%*
ABA 2,79 £ 0,01 1,49+ 0,3 2,46 £ 0,08 19,77 £ 0,08*** 12,91 £ 0,18*** 26,66 £+ 0,88***
Tg 1,6 £0,015 1,66 £ 0,03 3,92+ 0,04 33,77 £0,77*** 18,04 £ 0,96*** 26,53 £ 0,29%**
ADC-21
sin aplicacion exdgena 6,49 +2,1 5,68+1,17 725+ 1,12 13,13 +2.31 10,28 + 2,67 21,17 £ 4,7*
Put 3,58+ 0,01 1,69+0,11 1,69+0,11 29,33 4+ (,35%%* 21,92 + 0,08%* 17,54 + 0,46
ABA 1,64 + 0,05 2,44 + 0,06 5,78 +0,22 42,04 + 0,04 23,71 + 0,29%* 21,63+ 1,37*
Tg 6,76 £ 0,01 6,53 £ 0,55 20,53 +£ 1,47 32,98 £ 0,02%** 29,92 + (,58*** 28,53 +0,21

Los valores son los promedios + SEM de 5 repeticiones. Asteriscos indican diferencias estadisticas significativas (Test de Student) respecto al tratamiento control (sin estrés).
* p<0.05; **, p<0.005; *** p<0.0005.
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Sin estrés Estrés salino

Hojas Tallos Raices Hojas Tallos Raices
K* (mg/gr’ PS)
Genotipo salvaje
sin aplicacion exdgena 38,12+ 4,13 40 + 5,69 17,54 £ 4,26 43,33 £ 4,25 34,09 + 4,6 21,66 + 1,91
Put 22,33 +3,27 42,08 £ 2,36 36,55+0,75 83,35 £ 5,55%** 32,71 £0,96 22,17+1,92
ABA 43,04 + 0,965 36,29 + 1,36 22,86+ 0,16 47,08 + 1,82 51,23 +4.33 18,22+ 0,7
Tg 72,22+ 0,78 63,1 £2,77 24,8 +£1,39 74,38 + 7,38 4737+ 1,33 33,11 £ 1,69
ADC-19
sin aplicacion exdgena 25,73 + 3,01 38,24 +42 19,28 £ 2,89 29,02 + 4,52 37,69 + 4,44 41,80 + 5,54*
Put 25,64 +0,27 25,46 + 0,85 11,16 £ 0,84 23,02 +£ 0,59 41,29 £ 0,58 32,77 £0,23*
ABA 44,56 £ 2,26 35,46 + 1,34 20,82+ 0,18 26,59 + 0,4 44,15+ 0,59 22,61 +0,39
Tg 36,34 + 0,96 49,01 £ 1,32 19,82 + 0,82 28,99 +£ 0,38 37,81 £0,5 7,23 £2.47
ADC-21
sin aplicacion exdgena 30,48 £ 4,19 36,58 £ 3,27 19,62 + 3,54 31,34 £3,22 44,59 + 3,63 31,31 £3,68
Put 53,43 £ 1,33 37,72+ 0,38 16,56 + 0,89 28,17+ 0,39 44,72 +£ 0,27 22,37 +£3,33
ABA 28,93 +0,43 26,69 + 1,09 21,28 £ 1,09 36,05+0,5 34,86 + 0,86 17,68 £ 1,02
Tg 46,01 £ 0,03 34,31 +£ 0,66 4422 + 1,82 63,59 + 3,09 52,95+ 1,13 11,17 £ 0,74%*%

Los valores son los promedios + SEM de 5 repeticiones. Asteriscos indican diferencias estadisticas significativas (Test de Student) respecto al tratamiento control (sin estrés).

* p<0.05; **, p<0.005; *** p<0.0005.
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Sin estrés Estrés salino

Hojas Tallos Raices Hojas Tallos Raices
Na'/K"
Genotipo salvaje
sin aplicacion exogena 0,08 + 0,01 0,12+ 0,04 0,7+0,27 0,33 = 0,005%* 0,35+ 0,06 1,53 +0,25%**
Put 0,14 + 0,04 0,05 + 0,003 0,04 + 0,003 0,45 + 0,02 0,7 + 0,09% 0,76 + 0,06
ABA 0,05 + 0,02 0,1 =+ 0,0005 0,08 + 0,007 0,16 + 0,002 0,15+ 0,01 0,3+ 0,01
Tg 0,03 + 0,002 0,04 + 0,0007 0,11+ 0,007 0,18 + 0,02* 0,27 +0,01** 0,79 + 0,02
ADC-19
sin aplicacion exogena 0,07 + 0,008 0,07 + 0,004 0,5 +0,08 0,72 +0,31* 0,6 £0,26 0,63+ 0,12
Put 0,07 + 0,009 0,08+ 0,01 0,18 + 0,01 0,73 + 0,03%%* 0,29 + 0,02 0,75 + 0,006
ABA 0,06 + 0,003 0,04 + 0,007 0,12 + 0,003 0,74 + 0,01 %%* 0,29 + 0,02 1,15+ 0,06%*
Tg 0,04 + 0,001 0,34 + 0,001 0,2 + 0,006 1,16+ 0,01%%* 0,47 + 0,02 4,13 + 1 45%%*
ADC-21
sin aplicacion exogena 0,2 + 0,04 0,16 = 0,03 0,42 £ 0,08 0,42+ 0,07 0,25+ 0,08 0,73 £0,22
Put 0,07 + 0,001 0,05 + 0,003 0,1 +0,01 1,04 £ 0,002%** 0,49 £ 0,001 *** 0,79 + 0,09*
ABA 0,05 + 0,002 0,09 + 0,006 0,26 + 0,006 1,16 + 0,01%** 0,68 + 0,02%* 1,22 + 0,007*%*
Tg 0,14 + 0,0004 0,17 + 0,005 0,47 + 0,05 0,52 + 0,02 0,58 + 0,02 2,6+ 0,2%%*

Los valores son los promedios + SEM de 5 repeticiones. Asteriscos indican diferencias estadisticas significativas (Test de Student) respecto al tratamiento control (sin estrés).
* p<0.05; **, p<0.005; *** p<0.0005.
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CAPITULO 4

Conclusiones y perspectivas futuras

A partir del desarrollo de un protocolo que permitié la modificacion genética de
Lotus tenuis y obtencion de plantas transgénicas portadoras de la construccion pBi
RD294::0atADC, las cuales no presentaron diferencias fenotipicas respecto a sus pares
no transformadas bajo condiciones Optimas de crecimiento, resultando fértiles y capaces

de producir semillas, se constataron varias evidencias que soportan la hipdtesis inicial.

La primera evidencia sefnala que el gen promotor RD29A es capaz de dirigir la
expresion del gen gus en tallos y hojas de plantas sujetas a condiciones de estrés
osmotico impuestas ya sea por sequia, salinidad 6 frio. La segunda indica que las
plantas transgénicas ADC expresan actividad de la enzima arginina descarboxilasa en
situaciones osmoticas desfavorables y presentan acumulacion de putrescina libre
inducible por estrés hidrico. A la vez que la tercera evidencia, suscitada a partir del
analisis funcional de la expresion génica, demuestra que como resultado de la mayor
actividad enzimatica ante condiciones de déficit hidrico, éstas presentan un mayor
contenido relativo de agua en sus brotes respecto al genotipo salvaje, denotandose un
elevado ajuste osmotico y modificacion del destino de los fotoasimilados que favorece
el crecimiento de raices en desmedro de la parte aérea. Asimismo, las plantas ADC
presentan una mejor performance en condiciones de salinidad, observandose un menor
contenido de Na' en raices (acumuldndose principalmente en hojas) concurrentemente
con un incremento significativo del nivel de K'; hecho por el cual, la relacion Na' : K*
en este Organo se mantiene practicamente invariable, contribuyendo a una menor
abscision foliar, mayor brotacion y crecimiento radicular.

Teniendo en cuenta que los resultados del presente trabajo constituyen el punto
de partida en la comprension tanto de los procesos bioquimicos como fisiologicos de la
modulacion de poliaminas en la tolerancia a estreses osmotico, se preveé la continuidad
de la linea de trabajo a través del estudio de la interacciéon de poliaminas y otras
hormonas relacionadas con la defensa de la planta (cross-talk) y su relaciébn con
mensajeros secundarios como Ca®’. Asimismo, se completara este estudio con un
profundo andlisis del papel que desempefiarian las poliaminas para mitigar los dafios

deletéreos causados por bajas temperaturas, el que se realizara en el marco de la beca
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