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RESUMEN

El estrés hídrico tiene efectos adversos sobre procesos morfológicos, fisiológicos,

bioquímicos y moleculares a lo largo de la ontogenia de la planta. Albuquerque y Carvalho

(2003) reportaron que el estrés hídrico en girasol ocasiona irregular germinación de

semillas y desincronizado establecimiento de plántulas. En este sentido, se demostró una

disminución en el porcentaje de germinación tanto de cultivares como de híbridos de

girasol bajo condiciones de estrés hídrico generado por PEG-6000 (Ahmad y col., 2009;

Vassilevska-Ivanova y col., 2014). Asimismo, este estrés impacta negativamente sobre el

rendimiento de granos y el contenido de aceite de las semillas (Ahmad y col., 2009;

Fernández-Moroni y col., 2012). Respecto a los temas que comprenden la caracterización

del germoplasma de girasol para condiciones de estrés hídrico, nuestro grupo de trabajo

comenzó evaluando a campo y en laboratorio once líneas endocriadas crecidas bajo

condiciones de estrés hídrico e irrigación. En estrés hídrico impuesto a campo se registró

menor rendimiento de granos y materia grasa para las líneas B59, R419 y B67, por lo

tanto fueron caracterizadas como sensibles a estrés hídrico, comparado con las líneas

B71, R432 y HAR4, las cuales fueron caracterizadas como tolerantes. En ensayos de

laboratorio, B59 mostró una disminución importante en el poder germinativo a 200 y 400

mM de manitol (utilizado para simular la condición de estrés hídrico); mientras que en la

línea R432 se observó reducción del porcentaje de germinación sólo a 400 mM de manitol

(Andrade y col., 2009). A partir de estos resultados se decidió continuar la línea de

investigación empleando las líneas B59 y R432, sensible y tolerante a estrés hídrico,

respectivamente.

A partir de tales líneas sensibles (B59) y tolerantes (R432) a estrés hídrico, se

obtuvo la generación F1 y luego por autofecundación se obtuvieron la líneas F2 donde

fueron evaluadas con marcadores genéticos, e integrados a los resultados de las familias

F2:3 que fueron evaluadas por su poder germinativo en condiciones de estrés hídrico en

referencia al control y obtenidas las contrastantes a las cuales se le realizaron análisis de

Bulk Segregant Analysis (BSA), en busca de polimorfismos para el caracter tolerancia a

estrés hídrico.

En resumen, este trabajo plantea un abordaje integral desde estudios genéticos,

de señalización que ocurre en la plántula a nivel de metabolitos con actividad hormonal y

evaluación de respuestas fenotípicas para un carácter de relevancia para el cultivo de

girasol, como es el estrés hídrico en las etapas tempranas del cultivo, lo cual entendemos

aportará herramientas genéticas y moleculares para el mejoramiento asistido del mismo.
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ABSTRACT

Water stress has adverse effects on morphological, physiological, biochemical and

molecular along the ontogeny of the plant processes. Albuquerque and Carvalho (2003)

reported that water stress causes irregular sunflower seed germination and seedling

establishment desynchronized. In this regard, a reduction was demonstrated in the

germination percentage of both cultivars as sunflower hybrids under water stress

generated by PEG-6000 (Ahmad et al, 2009; Vassilevska-Ivanova et al, 2014). Also, this

stress negatively impacts on grain yield and oil content seeds (Ahmad et al, 2009;

Fernández-Moroni et al, 2012). On the issues comprising the sunflower germplasm

characterization for water stress conditions, our working group began evaluating field and

laboratory eleven inbred lines grown under conditions of water stress and irrigation. In

water stress tax field lower grain yield and fat for B59, R419 and B67 lines was recorded

therefore were characterized as sensitive to water stress, compared with B71, R432 and

HAR4 lines, which were characterized as tolerant. In laboratory tests, B59 showed a

significant decrease in germination at 200 and 400 mM mannitol (used to simulate water

stress condition); while the R432 line germination percentage reduction was observed only

at 400 mM mannitol (Andrade et al., 2009). From these results it was decided to continue

the research using the B59 and R432 lines, sensitive and tolerant to drought, stress

respectively. From such sensitive (B59) and tolerant lines (R432) to water stress, the F1

generation was obtained and then by selfing F2 lines which were evaluated with genetic

markers, and integrated with the results of the F2 families were obtained: 3 which were

evaluated for their viability under water stress in reference to the control and obtained the

contrasting to which analyzes were performed Bulk Segregant Analysis (BSA), in search of

polymorphisms for the character tolerance to water stress. In summary, this paper

presents a comprehensive approach from genetic studies, signaling that occurs at the

seedling level metabolites with hormonal activity and evaluation of phenotypic responses

to a character relevant to the sunflower crop, such as water stress in early stages of

cultivation, which we understand will provide genetic and molecular assisted breeding for

the same tools.
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PRÓLOGO

Este trabajo de tesis estuvo enmarcado en las investigaciones que se

desarrollaron dentro de los Proyectos de Investigación Científica y Tecnológica (PICT),

promovido por el Ministerio de Ciencia, Tecnología e Innovación Productiva Agencia

Nacional de Promoción Científica y Tecnológica Fondo para la Investigación Científica y

Tecnológica (2009/2013) y cuya temática abordo la “Caracterización genómica funcional

de girasol para su mejoramiento en características de tolerancia a estreses bióticos y

abióticos utilizando herramientas moleculares”, a partir de lo cual este proyecto ha tenido

un importante trabajo de colaboración con otros grupos integrantes de este proyecto.

Ha sido bien documentado que el estrés hídrico tiene efectos adversos sobre

procesos morfológicos, fisiológicos, bioquímicos y moleculares a lo largo de la ontogenia

de la planta. Albuquerque y Carvalho (2003) reportaron que el estrés hídrico en girasol

ocasiona irregular germinación de semillas y desincronizado establecimiento de plántulas.

En este sentido, se demostró una disminución en el porcentaje de germinación tanto de

cultivares como de híbridos de girasol bajo condiciones de estrés hídrico generado por

PEG-6000 (Ahmad y col., 2009; Vassilevska-Ivanova y col., 2014). Asimismo, este estrés

impacta negativamente sobre el rendimiento de granos y el contenido de aceite de las

semillas (Ahmad y col., 2009; Fernández-Moroni y col., 2012). Respecto a los temas que

comprenden la caracterización del germoplasma de girasol para condiciones de estrés

hídrico, nuestro grupo de trabajo comenzó evaluando a campo y en laboratorio once

líneas endocriadas crecidas bajo condiciones de estrés hídrico e irrigación. En estrés

hídrico impuesto a campo se registró menor rendimiento de granos y materia grasa para

las líneas B59, R419 y B67, por lo tanto fueron caracterizadas como sensibles a estrés

hídrico, comparado con las líneas B71, R432 y HAR4, las cuales fueron caracterizadas

como tolerantes. En ensayos de laboratorio, B59 mostró una disminución importante en el

poder germinativo a 200 y 400 mM de manitol (utilizado para simular la condición de

estrés hídrico); mientras que en la línea R432 se observó reducción del porcentaje de

germinación sólo a 400 mM de manitol (Andrade y col., 2009). A partir de estos

resultados se decidió continuar la línea de investigación empleando las líneas B59 y

R432, sensible y tolerante a estrés hídrico, respectivamente.

A partir de tales líneas sensibles (B59) y tolerantes (R432) a estrés hídrico, se

obtuvo la generación F1 y luego por autofecundación se obtuvieron la líneas F2 donde

fueron evaluadas con marcadores genéticos, e integrados a los resultados de las familias

F2:3 que fueron evaluadas por su poder germinativo en condiciones de estrés hídrico en

referencia al control y obtenidas las contrastantes a las cuales se le realizaron análisis de

Bulk Segregant Analysis (BSA).
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En resumen, este trabajo plantea un abordaje integral desde estudios genéticos,

de señalización que ocurre en la plántula a nivel de metabolitos con actividad hormonal y

evaluación de respuestas fenotípicas para un carácter de relevancia para el cultivo de

girasol, como es el estrés hídrico en las etapas tempranas del cultivo, lo cual entendemos

aportará herramientas genéticas y moleculares para el mejoramiento asistido del mismo.



Introducción

9

INTRODUCCIÓN
Sequía

Actualmente, existe un fuerte consenso científico con respecto al clima global, el

mismo, se ve alterado significativamente como resultado del aumento de las

concentraciones de gases de efecto invernadero, tales como el dióxido de carbono,

metano, óxidos nitrosos y clorofluorocarbonos (Houghton y col., 1990, 1992; Nelson y

col., 2009). Estos gases están atrapando una gran cantidad de la radiación infrarroja

terrestre y se espera que incrementen la temperatura planetaria de 1,5 a 4,5°C en la

próxima década. El crecimiento sin obstáculos de las emisiones de gases de efecto

invernadero está aumentando la temperatura de la Tierra, las consecuencias incluyen

deshielo de glaciares, abundantes precipitaciones, eventos climáticos extremos y

estaciones cambiantes. En lo que respecta a la disponibilidad de agua para la agricultura,

el calentamiento global está causando en zonas áridas una marcada disminución del

agua edáfica. El incremento de la temperatura genera mayores tasas de

evapotranspiración y menor nivel de humedad en los suelos. Una reducción en la

frecuencia de las precipitaciones anuales causa periodos prolongados de sequías y los

cambios en la distribución estacional de las precipitaciones ocasionan un desfasaje entre

los ciclos de los cultivos y la disponibilidad hídrica de la zona (Byun y Wilhite, 1999;

Nelson y col., 2009). En aquellas regiones en las que naturalmente ocurren periodos

frecuentes de sequía, la falta de agua edáfica se ve agravada por los cambios climáticos

generados por el calentamiento global (Fischer y col., 2001). La población de los países

en desarrollo, que son ya vulnerables y con inseguridad alimentaria, es probable que

sean los más afectados. En 2005, casi la mitad de la población económicamente activa,

aproximadamente 2.5 billones de personas, se basó en la agricultura para su

subsistencia. Hoy en día, el 75% de las personas pobres del mundo viven en zonas

rurales (Nelson y col., 2009).

La sequía es una de las anomalías ambientales más difícil de evaluar por su gran

complejidad, ya que depende de la escases o ausencia de precipitaciones, también se

relaciona con la capacidad de almacenamiento del suelo y la ocurrencia del fenómeno en

relación con el ciclo vegetativo anual (Glantz, 1994). La sequía es la responsable de la

desertificación de grandes áreas en la superficie global y una de las causas predominante

en las pérdidas de cultivos, que se traduce en la escasez de alimentos y energía. Por

estos motivos, la sequía es una de las más importantes amenazas a la agricultura

mundial y motiva a los científicos a revelar los mecanismos de adaptación de las plantas

a los ambientes desfavorables.

Según el Servicio Meteorológico Nacional (1988) la sequía en términos generales,

puede ser considerada como la insuficiente disponibilidad de agua en una región, por un
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período prolongado para satisfacer las necesidades de los elementos bióticos locales.

Estas necesidades dependen de la distribución de las poblaciones de plantas, animales,

seres humanos, de su modo de vida y del uso de la tierra. De acuerdo con Singh (2000),

la sequía es el principal factor abiótico, dado que afecta por encima de un tercio los

suelos del mundo, seguido en orden de importancia por la deficiencia y toxicidad por

minerales y en tercer lugar, el frío. Por otro lado, no sólo causa diferencias entre el

rendimiento promedio y el rendimiento potencial, sino que además origina variaciones de

rendimiento año a año y consecuentemente inestabilidad de este carácter (Monte, 1986;

Parry y col., 2004; Rosegrant y col., 2005). La sequía pertenece al esquema climático

normal de las regiones semiáridas, en consecuencia, está relacionada con la alta

variabilidad de las precipitaciones. La variación de la precipitación en un lugar dado y

entre épocas determinadas constituye el factor de impulso principal de las sequías. A su

vez, dependen del condicionamiento impuesto por los cambios en la presión atmosférica

con las consiguientes alteraciones en la circulación general de la atmósfera (Hougton y

col., 1990; Haie y Keller, 2008).

Efecto de estrés hídrico en plantas
Un adecuado suministro de agua y nutrientes son los factores más importantes

para asegurar el crecimiento óptimo de las plantas y la producción de cultivos. Por su

parte, el estrés hídrico es el factor que más afecta el crecimiento y productividad de las

plantas en las regiones áridas y semi-áridas del mundo (Roche y col., 2009; Zhang y col.,

2006) que junto con la salinidad y la temperatura, definen la distribución de cultivos

agrícolas. El carácter de tolerancia a estrés hídrico puede definirse como el o los

mecanismos que causan una pérdida mínima de rendimiento en un ambiente de sequía,

relativo al máximo rendimiento en un ambiente óptimo para el cultivo (Skoric, 2009). La

tolerancia a estrés hídrico es un fenómeno multifacético en el que varias características

influyen en el éxito de la planta, durante su periodo vegetativo (Ingram y Bartels, 1996;

Khan y Khan, 2010). Las plantas responden al estrés hídrico a través de modificaciones

morfológicas, fisiológicas y metabólicas que ocurren en todos sus órganos, estos cambios

incluyen generación de especies reactivas del oxígeno (Papadakis y Roubelakis-

Angelakis, 2005; Mittler  y col., 2015) acumulación de solutos osmóticamente activos

(Sánchez-Díaz y col., 2008; Zang y Komatsu, 2007), entre otros. La germinación es la

etapa temprana más sensible del ciclo de vida de las plantas (Ashraf y Mehmood, 1990) y

su establecimiento es muy susceptible a la sequía y otros problemas ambientales

(Albuquerque y De Carvalho, 2003; Maraghni y col., 2010).

El estrés hídrico produce una importante reducción del poder germinativo en la

mayoría de los cultivos que son sensibles a esta condición (Priano y Pilatti, 1989). Por
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ello, la etapa de implantación, que comprende la siembra, la germinación, la emergencia

y la aparición del primer par de hojas verdaderas, es sumamente útil al momento de

estudiar los efectos de este tipo de estrés abiótico, dado que la plántula se nutre

únicamente de sus reservas seminales. Componentes tales como número de capítulos

por unidad de superficie, número de frutos llenos por capítulo y el peso individual de

frutos se definen principalmente durante la germinación y la emergencia de la planta, ya

que las pérdidas posteriores de plantas o capítulos son menos frecuentes y sólo se

producen en casos de ataques por patógenos o por vuelco de las plantas (Pedraza y col.,

2000). La germinación y la emergencia de las plántulas deben producirse en forma rápida

y uniforme, para poder así, obtener un conjunto de plantas similares en tamaño y con una

distribución por unidad de superficie que permita explorar óptimamente los recursos

ambientales (Aguirrezábal y col., 2001). El mal tiempo y el suelo pueden causar un

establecimiento no sincronizado de los cultivos (Mwale y col., 2003) y la sequía puede

reducir el rendimiento y calidad de las semillas (Roche y col., 2009).

El porcentaje de germinación generalmente disminuye a medida que disminuye el

potencial hídrico del suelo (Song y col., 2005), ya sea por sequía o por el aumento de la

salinidad. Se determinó que el contacto semilla-suelo es el factor más importante para la

transferencia rápida del agua del suelo a las semillas, por otra parte, en algunas

especies, el 85% o más del agua absorbida por las semillas pueden atribuirse

directamente al vapor de agua (Wuest, 2007).

El efecto de un déficit hídrico en la etapa vegetativa del cultivo puede reducir en

forma importante la superficie transpiratoria, disminuyendo el área foliar principalmente a

través de una disminución en la tasa de expansión de las hojas y en menor medida, en la

tasa de aparición de las mismas. En este sentido se producen además, diversos cambio

morfofisiológicos tales como cierre estomático y acumulación de solutos compatibles para

mantener un bajo nivel de agua potencial evitando así la deshidratación. Además se

sintetizan diversas proteínas protectoras, tales como dehidrinas y antioxidantes, a fin de

restringir el daño a diversas proteínas y membranas celulares (Pardo, 2010). Un déficit

hídrico en la etapa de post-floración reduce por su parte la superficie transpiratoria a

través de una aceleración de la senescencia de las hojas. Sin embargo a pesar de las

mencionadas adaptaciones, todos estos eventos conducen a una reducción en la

producción de este cultivo (Aguirrezabal y col., 2001). Esta reducción está destinada a

realizar una re-distribución de los recursos esenciales que pueden llegar a ser limitados

en virtud de un estrés extremo (Granier y Tardieu, 1999; Skirycz y col., 2010). De acuerdo

a lo expresado anteriormente, la identificación de caracteres útiles para la búsqueda de

genotipos tolerantes a sequía es uno de los mayores desafíos de los fitomejoradores

(Basal y col., 2005; Longenberger y col., 2006; Chaves y col., 2003). Una de las etapas
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principales y necesarias para lograr comprender los mecanismos vegetales naturales de

resistencia, es poder dilucidar la función de los productos de genes activados por factores

de estrés. Muchos de los genes inducidos por proteínas que comparten características

estructurales con proteínas descubiertas inicialmente en semillas fueron identificados

posteriormente en tejidos de plantas sometidas a estrés hídrico, como el caso de Pisum

sativum L. (Hernadez y col. 2000).

Aunque se han identificado un gran número de genes mediante la inducción de

estrés hídrico en una amplia gama de especies de plantas, la base molecular para

tolerancia al estrés hídrico sigue estando lejos de ser conocida completamente (Ingram y

Bartels, 1996, Vinocur y Altman 2005, Umezawa y col., 2006, Nakashima y Yamaguchi-

Shinozak 2009). En líneas generales, se ha desarrollado mejoramiento de girasol

orientado a la tolerancia a sequía en distintas fuentes de germoplasma incluyendo líneas,

variedades e híbridos cultivados, especies silvestres del género Helianthus y poblaciones

mutageneizadas (Skoric, 2009). El uso de los híbridos stay-green en los programas de

mejoramiento para tolerancia a sequía permitió obtener una mejor producción en

girasoles comerciales (Vranceanu, 2000). Los aumentos más importantes en la tolerancia

a sequía para girasol cultivado se han logrado usando introgresiones con especies

silvestres principalmente H. argophyllus y en el futuro se espera incrementarla aún más

incluyendo otras especies silvestres como H. deserticola, H. hirsutus, H. maximiliani y H.

tuberosus, entre otros (Skoric, 2009).

En tal sentido, nuestro grupo logró caracterizar con ensayos a laboratorio y a

campo, líneas de girasol con diversos tipos de respuestas frente a condiciones de estrés

hídrico. Se identificaron, de esta manera, líneas sensibles (B59 y B67), líneas de

respuesta intermedias (HA89 y RHA274), líneas tolerantes (R432, HAR4 y B71) (Andrade

y col., 2009). Asimismo, se ha comprobado que la cantidad y distribución de agua tiene

un impacto significativo sobre el aquenio y el rendimiento de aceite (Reddy y col., 2003;

Iqbal y col., 2005); por el contrario, la calidad del aceite no es una característica

significativamente afectada por la sequía (Petcu y col., 2001).

Debido a que el rendimiento de un cultivo y su resistencia a la sequía son

procesos controlados por loci genéticos diferentes, incrementar la tolerancia a este tipo

de estrés involucra identificar y transferir características fisiológicas responsables de la

resistencia a fin de producir cultivares con alto rendimiento y agronómicamente

aceptables. De allí la necesidad de dilucidar los mecanismos que definen las respuestas

fisiológicas de las plantas ante condiciones adversas y clarificar como operan los

sistemas de ajustes en estos organismos.



Introducción

13

Respuestas hormonales relacionadas a estrés hídrico
Actualmente se pone énfasis en el estudio de diversos procesos celulares que los

vegetales utilizan para responder a las alteraciones del ambiente: alteraciones en el

metabolismo de los fosfolípidos, síntesis de diversas proteínas, genes cuya transcripción

es regulada por factores de estrés y modificaciones en los niveles de hormonas

involucradas en respuesta a condiciones limitadas de agua como el ácido abscísico

(ABA), ácido jasmónico (JA) y ácido salicílico (SA) (Perales y col., 2005; Seki y col., 2007;

Dobra y col., 2010; Szalai y col., 2010; Han y col., 2012; Brossa y col., 2011; Wang y col.,

2011ª; Djilianov y col., 2013; Szalai y col., 2010; Gruszka, 2013; Van Ha y col., 2014;

Yamaguchi y col., 2014). Recientemente, en plantas de Panicum virgatum cv. Greenville

se reportaron modificaciones en los niveles de ABA, SA y JA luego de 5 días de estrés

hídrico generado por supresión de riego y posterior al período de rehidratación (Aimar y

col., 2014), al mismo tiempo, estudios con plantas cultivadas (porta injertos de cítricos)

evidenciaron cambios en los niveles hormonales y en metabolitos secundarios en raíces

de plantas de distintos genotipos sometidas a estrés hídrico (Arbona y col., 2010). Las

estructuras químicas de estas fitohormonas son bastante simples, pero su acción y

efectos fisiológicos son muy complejos (Santner y col., 2009). La modificación química de

las diversas hormonas vegetales mediante glicosilación, metilación, o conjugación de

aminoácidos, contribuyen para modular su actividad reversiblemente o conferir el primer

paso en su metabolismo irreversible (Bajguz, 2007; Ludwig-Müller, 2011). La participación

de fitohormonas y su interacción en la transducción de señales en sistemas modelo y

cultivos de interés agrícola bajo condiciones de estrés hídrico es un tema de creciente

interés (Jaillais y Chory, 2010; Peleg y Blumwald, 2011).

Los jasmonatos (JAs) son compuestos que poseen homología estructural-

funcional con eicosanoides de animales, los cuales se originan a partir del ácido

araquidónico; este compuesto es el precursor de las prostaglandinas, hormonas que

poseen funciones antiinflamatorias en mamíferos (Creelman y Mullet, 1997; Howe, 2004;

Wasternack, 2007; Wasternack y Kombrink, 2010; Schaller y Stintzi, 2009; Wasternack y

Hause, 2013; Wasternack, 2014). JA es una ciclopentanona que posee una cadena

pentenil y una cadena carboxílica. Entre los cuatro enantiómeros posibles, el

enantiómeros (-)-JA tiene la configuración absoluta (3R, 7R), la forma (+)-7-iso-JA (3R,

7R) es nativa y fisiológicamente activa (Fig Nº 1).
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Fig N° 1 Estructura del ácido jasmónico modificado por Schilmiller y Howe, 2005; Wasternack,

2006.

JA y sus derivados se encuentran en las plantas en forma de ácido libre (ácido

jasmónico), como forma metilada, metil-jasmónico (ME-JA), derivados hidroxilados 11-

hidroxi-JA (11-OH-JA) y 12-hidroxi-JA (12-OH-JA), JA conjugado con aminoácidos tales

como valina, leucina, tirosina e isoleucina (JA-Ile). Todos los compuestos mencionados

anteriormente son los denominados “jasmonatos” (JAs). La ruta de biosíntesis, también

llamada ruta de los octadecanoides, ha sido estudiada extensamente, llegándose a

conocer hoy en día varias enzimas implicadas en diversos pasos de la misma (Vick y

Zimmerman, 1984; Berger, 2002; Agrawal y col., 2004; Schaller y Stintzi, 2009; Acosta y

Farmer, 2010; Wasternack y Kombrink, 2010; Kombrink 2012; Wasternack y Hause,

2013; Wasternack, 2014; Liu y col., 2015). El camino de biosíntesis de los JAs comienza

a partir de ácido graso poliinsaturado α-ácido linoleico (α-LA). Este ácido graso puede ser

sustrato de una 9-lipooxigenasa (9-LOX) o de una 13-lipooxigenasa (13-LOX)

(Wasternack, 2014), enzimas que insertan un oxígeno en la posición 9 o 13 del α-ácido

linoleico, generando 9-hidroperóxido de ácido linolénico (9-HPOT) o 13-hidroperóxido de

ácido linolénico (13-HPOT), dependiendo de la enzima que actúe. Aunque se conocen

seis tipos de LOXs en Arabidopsis, solamente cuatro LOX2, LOX3, LOX4 y LOX6, son

comprendidos en profundidad (Bannenberg y col., 2009). Por su parte LOX2, se cree que

participaría en respuesta a heridas mecánicas durante tiempos prolongados (Bell y col.,

1995) además, estudios subsiguientes revelaron que LOX2 era responsable de la mayor

parte de la formación de JA en la primera hora después de la lesión (Glauser y col., 2009;

Schommer y col., 2008). Las restantes LOXs de A. thaliana, LOX1 y LOX5, no están

implicadas en la biosíntesis de JA, sus productos están presentes en los mecanismos de

defensa locales y sistémicos contra patógenos bacterianos (Vicente y col., 2012). Por otro

lado, Solo la vía del 13-HPOT genera JA. Estos HPOT resultantes son convertidos por

una óxido de aleno sintasa (AOS) (Knopf y col., 2012), en un oxido de aleno inestable

que es ciclado por una óxido de aleno ciclasa (AOC) para formar el ácido 12-oxo-
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fitodienoico (OPDA) (Stenzel y col., 2012; Wu y col., 2011; Wasternack y Hause, 2013;

Wasternack, 2014). Recientemente, se demostraron las actividades de cuatro AOC en A.

thaliana (Stenzel y col., 2012). AOC1, AOC2 y AOC3 se detectaron en tejidos de hojas

jóvenes, mientras que AOC4 era preferentemente activo en las nervaduras principales de

hojas totalmente desarrolladas. En las raíces, promotores de todos los AOC fueron de

gran actividad en los tejidos meristemáticos y la zona de elongación, incluidos los

primordios de raíces laterales (Stenzel y col., 2012).

El OPDA, por acción de una OPDA reductasa (OPR) y tres ciclos subsecuentes

de β-oxidación produce el ácido (+)-7iso-jasmónico. Esta sustancia fisiológicamente

activa es convertida rápidamente en su estereoisómero estable, el (-) JA, que luego es

metabolizado dando origen a diferentes jasmonatos (Thines y col., 2007; Katsir y col.,

2008; Schaller y col., 2005; Wasternack y Kombrink, 2010; Scherer y col., 2010;

Bannenberg y col., 2009; Wasternack y Hause, 2013; Wasternack, 2014). La biosíntesis

de los JAs ocurre en tres compartimentos celulares: Cloroplastos, donde JA es convertido

a OPDA. Citoplasma, donde OPDA es reducido por una OPR reductasa. Peroxisoma,

donde ocurren los tres pasos de β-oxidación. Luego en el citoplasma JA puede ser

modificado por metilación, hidroxilación o conjugación (Schaller y col., 2005; Seltmann y

col., 2010; Schaller y Stintzi, 2009; Wasternack y Kombrink, 2010; Kombrink, 2012;

Wasternack, 2014) (Fig N° 2). La regulación de la biosíntesis de JA es determinada por

un circuito de retroalimentación positiva, disponibilidad de sustrato y especificidad tisular,

una regulación adicional es proporcionada por la acción simultánea de las vías LOX.

Entre las diferentes vías de LOX (Feussner y Wasternack, 2002) las reacciones de AOS e

hidroperóxido liasa (HPL) son concurrentes en el mismo sustrato, 13-LOX. La rama HPL

conduce a oxylipinas volátiles y no volátiles, como por ejemplo, diversos tipos de

aldehídos (Andreou y col., 2009). Se demostró que oxylipinas no volátiles, tales como el

ácido azelaico, se sintetizaban en situaciones de estrés en plántulas de guisante

(Mukhtarova y col., 2011), sugiriendo, por primera vez, un papel central del ácido azelaico

como una señal de defensa (Jung y col., 2009; Dempsey y Klessig, 2012; Zoeller y col.,

2012).

Los Jasmonatos y su equilibrio con JA-Ile regulan muchos aspectos del desarrollo

y el crecimiento de plantas, como germinación de semillas, maduración de frutos,

producción viable de polen, crecimiento y desarrollo de la raíz, abscisión y senescencia

de las hojas (Creelman y Mullet, 1997; Delker y col., 2006; Li y col., 2005; Rao y col.,

2001 Mandaokar y col., 2006; Schilmiller y Howe, 2005; Browse, 2009; Katsir y col., 2008;

Kazan y Manners, 2008, 2011, 2012; Browse, 2009a; Grant y Jones, 2009; Koo y Howe,

2009; Kuppusamy y col., 2009; Wasternack y Kombrink, 2010; Ballare, 2011; Pauwels y
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Goossens, 2011; Robert-Seilaniantz y col., 2011; Dave y Graham, 2012; Kombrink, 2012;

Pieterse y col., 2012; Wasternack, 2014; Hilou y col., 2014).

Fig N° 2. La biosíntesis de ácido jasmónico (JA) y (+)-7-iso-JA-L-isoleucina tiene lugar en tres

diferentes compartimentos de una célula vegetal (Wasternack, 2014).

A través de numerosas investigaciones, diversos autores proponen que JA y sus

derivados están implicados en la respuesta a estrés biótico y abiótico (Farmer y col.,

2003, Howe, 2004; Schilmiller y Howe, 2005; Wasternack, 2006; Wasternack y Hause,

2013; Yoshida y col., 2009; Pauwels y col., 2008; Szczegielniak y col., 2007; Yun-xia y
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col., 2010; Ismail y col., 2012; Wasternack y Hause, 2013; Wasternack, 2014; Hilou y col.,

2014). Por otra parte se demostró que ante condiciones de sequía, se produce un

incremento de JA, aumento en los niveles de transcriptos y las actividades de enzimas

antioxidantes (Huang y col., 2008; Shan y Liang, 2010), por ejemplo, en arroz el

contenido endógeno de JA incrementó marcadamente bajo estrés hídrico severo (Du y

col., 2013).

En girasol Vigliocco y col., 2007, identificaron cambios en los patrones de

Jasmonatos en semillas secas y embebidas por 72 horas, cuando las mismas tuvieron

diferentes condiciones ambientales durante la embriogénesis.

El estrés hídrico aplicado a plántulas de maíz produjo un incremento en el

contenido endógeno de ABA y JA (Xin y col., 1997). Lehmann y col., (1995) y Kramell y

col., (2000) informaron que el contenido endógeno de JAs se incrementó rápidamente en

hojas de cebada sometidas a estrés osmótico producido por adicción de sorbitol o

manitol. En tomate, el cv. pera tolerante a sal mostró mayores niveles endógenos de JA y

OPDA que el cv. sensible Hellfrucht Frühstamm (HF); además ambos cultivares

respondieron a estrés salino modificando sus niveles de JA. La acumulación de una

proteína lipoxigenasa (LOX), enzima primordial en la síntesis de JAs, fue más

pronunciada en las plantas del cv. HF sometidas a estrés. En este sentido, Gao y col.,

(2004) demostraron que JA está implicado en acumulación de betaína causado por

efectos del estrés hídrico, un osmoprotector acumulando en las hojas de las plantas.

Otra de las hormonas involucradas en el proceso de estrés en plantas es ABA.

Este compuesto muy ubicuo en la naturaleza, se encuentra en plantas superiores,

algunos musgos, algas verdes, cianobacterias y varios hongos fitopatógenos. ABA

desempeña un rol primordial en procesos normales del desarrollo de las plantas como

por ejemplo, regulación del crecimiento, desarrollo de semillas, desarrollo vegetativo,

senescencia foliar, apertura de estomas y respuesta de defensa ante patógenos

(Wasilewska y col., 2008; Ton y col., 2009; Fan y col., 2009; Cutler y col., 2010; Hubbard

y col., 2010; Popko y col., 2010; Wilkinson y Davies, 2010; Kanno y col., 2010; Zhang y

Huang, 2013) y en repuesta a factores tales como salinidad, sequía, bajas temperaturas y

estrés osmótico (Bartels y Hussain, 2011; Wasilewska y col., 2008; Leung y Giraudat,

1998; Zhou, 2002; Xiong y Zhu, 2003; Chinnusamy y col., 2008; Popko y col., 2010;

Sirichandra y col., 2010; Wilkinson y Davies, 2010; Joshi-Saha y col., 2011; Cutler y col.,

2010; Ye y col., 2012; Xu y col., 2013; Hong y col., 2013).

El ABA (C15H20O4) es un sesquiterpeno que se sintetiza en cloroplastos y otros

plástidos mediante escisión oxidativa de los epoxi-carotenoides, neoxantina y

violaxantina. Su forma natural es (+)-(S)-ABA, y su fotoisomerización produce

desdoblamiento, en una proporción aproximadamente del 50%, en los isómeros cis y
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trans, siendo el primero el biológicamente activo. El contenido de ABA en los tejidos

vegetales es el resultado de la combinación de diversos procesos, entre ellos transporte,

biosíntesis y metabolismo (Zaharia y col., 2004; Nilson y Assmann, 2007) y los mismos

están influenciados por factores ambientales tales como la luz y el estrés hídrico (Cutler y

Krochko, 1999). El transporte de ABA a los brotes y el incremento de su concentración en

los diversos órganos iniciaría el principal cambio que ocurre como respuesta a la sequía

(Zeevaart y Creelman, 1988; Yang y col., 2000; 2006; Yang y Zeevaart, 2006; Hong y

col., 2013; El-Maarouf-Bouteau y col., 2015). Esta afirmación es ampliamente aceptada

pero existirían además señales adicionales que estarían involucradas en el proceso

(Munns y King, 1988; Trejo y Davies, 1991; Munns y col., 1993; Griffiths y Bray, 1996). En

las células de las plantas, ABA es sintetizado y degradado continuamente (Zhou y col.,

2004; Jiang y Hartung, 2008; Tomokazu y Mitsunori 2011; Zhang y Huang, 2013). La

respuesta producida por ABA finalmente conduce a cambios en la expresión génica.

Aplicaciones exógenos de ABA, así como las condiciones adversas aumentan la

concentración de ABA endógeno y redirigen la expresión de una parte del genoma de

Arabidopsis (Chan y col., 2011; Chan y col., 2012; Hoth y col., 2002; Nemhauser y col.,

2006; Hong y col., 2013). Diversas investigaciones demostraron que aplicaciones

exógenas de ABA fueron capaces de promover la acumulación de materia seca en los

órganos reproductores y su niveles estaban vinculadas con la tasa de crecimiento de las

semillas o frutos (Schussler y col., 1991; Wang y col., 1987; Ross y Macwha, 1990; Kato

y col., 1993; Wang y col., 1998; Yang y col., 2001). En plantas superiores, ABA es

sintetizado a través del clivaje oxidativo del precursor carotenoides 40C (Nambara y

Marion-Poll, 2005; Marion-Poll y Leung, 2006). El primer paso de la epoxidación de

zeaxantina a anterazantina y de anterazantina a violaxantina ocurre en plástidos y es

catalizado por zeaxantina epoxidasa (ZEP). Luego de una serie de modificaciones

estructurales, violaxantina es convertida a 9-cis-epoxicarotenoide 9-cis-neoxantina por la

enzima 9-cis-epoxycarotenoide dioxigenasa (NCED) produciendo una xantoxina,

intermediario de 15C. Luego, este compuesto es exportado al citosol, donde es

convertido en ABA a través de dos pasos enzimáticos vía ABA-aldehído, catalizado por

ABA aldehído oxidasa (AAO) (Seo y col., 2004; Lefebvre y col., 2006; Finkelstein y Rock,

2002; Seo y Koshiba, 2002; Xiong y Zhu, 2003; Schwartz y Zeevaart, 2004; Seki y col.,

2007; Seo y Koshiba, 2011; Tomokazu y Mitsunori 2011) (Fig N° 3).
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Fig N° 3. Vía de síntesis y localización de ABA (Seiler y col., 2011).

ABA desempeña un rol protector frente a distintos tipos de estrés ambiental. Se ha

visto que adicionalmente a su bien conocida función en el cierre estomático, la tolerancia

de los tejidos a situaciones estresantes se ve incrementada significativamente con

elevadas concentraciones de esta hormona (Hartung y Jeschke, 1999; Cutler y col.,

2010).

Muchos investigadores han observado aumentos en el contenido de ABA

endógeno en especies leñosas y herbáceas inducida por sequía y salinidad (Hassine y

Lutts, 2010), congelamiento (Janowiak y col., 2002), deshidratación (Nayyar y Walia,

2004) y estrés osmótico (Hsu y col., 2003).

Frente a condiciones de estrés hídrico y estrés osmótico se ha visto un incremento

en los niveles endógenos de ABA en diferentes especies vegetales, siendo este aumento

esencial como factor desencadenante de la respuesta de la planta (Skriver y Mundy,

1990; Chandler y Robertson, 1994; Bray, 1997; Leung y Giraudat, 1998; Zhu, 2002;

Dombrowski, 2003; Pedranzani y col., 2003; Wasilewska y col., 2008; Sánchez-Díaz y
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col., 2008; Zhang y Huang, 2013). En este sentido, ensayos de laboratorio realizados por

Andrade y col., (2009), determinaron diferentes perfiles de ABA en líneas de girasol

tolerantes y sensibles a estrés hídrico y el efecto de las condiciones ambientales en la

embriogénesis de la semilla.

Entre algunos de los mecanismos protectores dependientes de ABA se

encuentran: reducción del área foliar, protección del aparato fotosintético, modificación en

la relación de crecimiento raíz/tallo, control de la síntesis de etileno y ajuste osmótico

mediante la regulación de canales iónicos (principalmente en la raíz), así como en la

síntesis de solutos compatibles, tales como prolina y azúcares (Alves y Setter, 2004).

Son diversos los efectos que tiene el ácido salicílico (SA) bajo condiciones

normales de crecimiento, como por ejemplo, durante la germinación de semillas (Rajou y

col., 2006), establecimiento de plántulas (Alonso-Ramírez y col., 2009), modulación en el

crecimiento de diversas células (Vanacker y col., 2001; Bandurska y Cieslak, 2013),

respuesta estomática (Mori y col., 2001; Lu y col., 2005; Kohli y col., 2013), senescencia

(Rao y col., 2001; Rao y col., 2002; Ashraf y col., 2010), termotolerancia (Clarke y col.,

2004) y la nodulación (Stacey y col., 2006). El SA es conocido por su participación en la

defensa de las plantas contra ataques de patógenos. La aplicación exógena de SA y el

ingreso de microorganismos extraños al tejido vegetal aumentan los niveles endógenos

de SA, generando un incremento en la resistencia a un amplio rango de agentes

patógenos (Loake y Grant, 2007; Ryals y col., 1996; Parkhi y col., 2010; Zhang y col.,

2010; Potlakayala y col., 2007; Vicente y Plasencia, 2011; Hao y col., 2012; Kohli y col.,

2013). No solo se ha demostrado su activa participación en estrés biótico, sino también

se ha comprobado que en tejidos vegetales es capaz de inducir la tolerancia a distintos

tipos de estrés abiótico, por ejemplo, estrés hídrico (Bhupinder y Usha, 2003; Shen y col.,

2004; Németh y col., 2002; Krantev y col., 2006; Vlot y col., 2009), salino (El-Tayeb, 2005;

Szepesi y col., 2009; Rajjou y col., 2006), frío (Wang y col., 2006), calor (Larkindale y

Huang, 2004) por irradiación con UV (Senaratna y col., 2000; Larkindale y Knight, 2002;

Clarke y col., 2004; Cristea y Drochioue, 1987; Rasquin, 1992; Garcion y col., 2008),

metales pesados (Mishra y Choudhuri, 1999; Metwally y col., 2003; Pal y col., 2002; Yang

y col., 2003; Bandurska y Cieslak, 2013). Diversos trabajos demostraron que la acción del

SA se efectúa a través de la inhibición de la catalasa, enzima encargada de la producción

de peróxido de hidrogeno, de esta manera el SA jugaría un rol antioxidante ante la

producción de diversas especies reactivas del oxígeno (Horváth y col., 2002; Djilianov y

col., 2011; Guozhang y col., 2012; Golam y Fujita 2013). Asimismo, se ha informado una

mejor tolerancia a salinidad y sequía en cultivos de porotos y tomates en respuesta a

aplicaciones de SA (Senaratna y col., 2000; Bandurska y Cieslak, 2013; Golam y Fujita,

2013). Es interesante señalar que aplicaciones exógenas de SA a híbridos de girasol
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redujo los efectos del estrés hídrico y mejoró el rendimiento de los mismos (Hussain y

col., 2008; Kohli y col., 2013).

La síntesis de SA en las plantas se realiza a partir del ácido cinámico por dos

posibles vías (Shah, 2003). Una de ellas implica la descarboxilación de la cadena lateral

de ácido cinámico a acido benzoico seguido por una hidroxilación, obteniéndose como

producto final SA (Lee y col., 1995; Chen y col., 2009). Alternativamente el ácido

cinámico puede ser hidroxilado a ácido cumárico y luego decarboxilado a SA (Fig N° 4).

Fig N° 4. Vía de síntesis y localización de SA (Wildermuth M y col., 2001).

Respecto a este punto, se ha sugerido que la síntesis de SA en plántulas de

tomate infectadas con Agrobacterium tumafaciens se realiza mediante la vía del ácido

cumárico, mientras que plántulas no infectadas se realiza por medio de la vía de ácido

benzoico (Chadha y Brwon, 1974).

Recientes estudios en Arabidopsis, mostraron que la vía de la fenilalanina no

puede proveer todo el SA que se encuentra en las células, lo que sugiere que hay otra

ruta principal para la biosíntesis de SA que tiene lugar en los cloroplastos, donde SA es

sintetizado a partir corismato a través de isocorismato y este proceso es catalizado por la

isocorismato sintasa (ICS) y piruvato isocorismato liasa, respectivamente. (Wildermuth y

col., 2001; Métraux, 2002; Wildermuth, 2006; Mustafa y col., 2009; Catinot y col., 2008;

Uddin y col., 2007; Kohli y col., 2013). La mayor parte del SA sintetizado en las plantas es

glucosilado y/o metilado. La conjugación de glucosa y SA realizada en el grupo hidroxilo,
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da como resultado la formación de SA glucosilado (SAG SA 2-O-β-D-glucósido) como un

conjugado importante, mientras que la conjugación de la glucosa y SA en el grupo

carboxilo, produce el éster de glucosa, en cantidades menores (Fig N° 5). Estas

reacciones de conjugación son catalizadas por glucosiltransferasas citosólicas que son

inducidos por la aplicación de SA o ataque de patógenos en tabaco y plantas de

Arabidopsis (Lee y Raskin, 1995; Song, 2006). SAG se transporta de forma activa desde

el citosol a la vacuola en el caso de soja y tabaco, donde puede funcionar como una

forma de almacenamiento inactivos que pueden liberar SA (Dean y Mills, 2004; Dean y

col., 2005; Kohli y col., 2013).

Fig N° 5. Estructuras del SA y sus derivados. SA: ácido salicílico; SAG: SA 2-O-β-D-glucósido;

SGE: Ester de glucosa SA; MeSA: metil-salicílico; MeSAG: metil-salicílico 2-O-β-D-glucósido

(Rivas-San Vicente y Plasencia 2011).

Uno de los derivados del SA, como el MeSA, que se obtiene por una carboxilo

metiltransferasa SA, constituye un compuesto volátil que actúa a largas distancias

induciendo en tabaco y Arabidopsis resistencia sistémica (Shulaev y col., 1997; Chen y

col., 2003; Park y col., 2007). En este sentido, SA es parte de una red de transducción de

señal extremadamente complejo, vinculados con vías de síntesis relacionadas con otras

hormonas del estrés, como el JA (Navarro y col., 2008), ácidos giberélico (GA) (Alonso-

Ramírez y col., 2009) y ABA (Mosher y col., 2010). Horváth y col., (2007), demostraron

que SA puede llegar a ser un compuesto prometedor para reducir la susceptibilidad de

diversos cultivos al estrés. El SA contribuye a promover la tolerancia de las plantas a la

sequía (Hayat y col., 2010; Bandurska y Cieslak, 2013; Sanchéz-Martín y col., 2015). En

este sentido, plantas que fueron obtenidas de semillas empapadas en una solución de

acetil-SA mostraron una mayor tolerancia a sequía y una mayor acumulación de materia

seca (Hamada, 1998; Hamada y Al-Hakimi, 2001; Korkmaz y col., 2007). En plantas de

tomate y frijol, Senaratna y col., (2000) lograron mejorar la tolerancia a la sequía con la
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aplicación exógena de SA en bajas concentraciones, pero no ocurrió lo mismo con altas

concentraciones. De acuerdo a lo expresado anteriormente, Bandurska y Stroinski 2005;

Bandurska y Cieslak, 2013, demostraron que aplicaciones exógenas de SA contribuyen a

mitigar los efectos deletéreos del déficit de agua en membranas celulares de plantas de

cebada (Chen y col., 2011; Bandurska y Cieslak 2013). Las respuestas morfológicas y

fisiológicas de plantas trigo sugieren que el pre-tratamiento con concentraciones óptimas

de SA, pueden modificar el metabolismo fisiológico y modular las vías de regulación, lo

que no sólo mejoría el crecimiento, sino también una mayor tolerancia a la sequía

(Guozhang y col., 2012).

Determinación de hormonas vegetales
La disponibilidad de un método sensible y de fácil utilización para cuantificar de

forma simultánea varias clases de hormonas vegetales, facilita en gran medida la

investigación de sus funciones (Aloni y col., 2006; Schmelz y col., 2004). Los métodos

convencionales para medir las hormonas, como ensayo por inmuno-absorción ligado a

enzimas (ELISA), cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC) o cromatografía de

gases asociada a espectrometría de masas (GC-MS) tienen una sensibilidad limitada o

requieren un largo proceso de derivatización (Engelberth y col., 2003, Schmelz y col.,

2003. Kowalczyk y col., 2001; Forcat y col., 2008; De Torres-Zabala y col., 2007; Truman

y col., 2007). La derivatización es un aspecto importante en el análisis de hormonas

vegetales mediante (GC-MS), ya que no sólo aumenta la volatilidad de los compuestos,

sino que además mejora su estabilidad, facilitando su separación (Xiangqing y Xuemin,

2009). Sin embargo, GC-MS se limita a compuestos volátiles y como resultado es

necesaria elevada purificación de las hormonas antes del análisis. Otra desventaja

potencial en los procedimientos de GC-MS además de la purificación y derivatización es

el uso de altas temperaturas, que pueden producir una degradación térmica de los

compuestos lábiles (Pan y col., 2009).

Por otro lado, ELISA demostró en su momento ser una excelente técnica en

cuanto a su especificidad y aplicación a extractos de baja pureza. Este método puede

llegar a ser engañoso en algunas circunstancias debido a la reactividad cruzada con

diversos anticuerpos, e interferir de manera potencial con los osmolitos a ser detectados

(López-Carbonell y Jauregui, 2005; Du y col., 2012; Tarkowski y col., 2009; Bai y col.,

2010). Ante las dificultades mencionadas hasta el momento en los diferentes métodos de

análisis, la cromatografía líquida asociados a espectrometría masas (LC-ESI-MS/MS) se

ha convertido en un método efectivo para el análisis simultáneo de diversas fitohormonas

como el ABA, SA, JA y otros compuestos relacionados (Chiwocha y col., 2003; Pan y col.,

2008; Mustafa y col., 2008; Zhang y col., 2008; Uddin y col., 2014; Li y col., 2011; Han y
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col., 2012; Shichang y col., 2013). Además, este método no presenta las limitaciones

descriptas anteriormente (Gómez-Cadenas y col., 2002; Ross y col., 2004; López-

Carbonell y col., 2005; Matsuda y col., 2005). Asimismo, antes del análisis de

cuantificación e identificación todavía se requiere en algunos casos de una extracción

eficiente y adecuados métodos de purificación, entre las cuales se pueden mencionar,

cromatografía en capa fina, partición solvente-solvente, extracción en fase sólida,

intercambio iónico y cromatografía de columna (Gaskin y MacMillan, 1991). Las

hormonas vegetales son compuestos estructuralmente diversos, con diversas

propiedades físico-químicas. La elección de los métodos extracción no depende sólo de

los análisis a realizar, sino también de la matriz de los tejidos analizados. En la literatura

publicada hasta el momento se mencionan diversos solventes de extracción tales como,

metanol-agua-metanol, isopropanol o mezclas de isopropanol-agua (Pan y col., 2009;

Chiwocha y col., 2003; Izumi y col., 2009; Chen y col., 2010)

Girasol

El girasol (Helianthus annuus L) pertenece a la familia Asteraceae, subfamilia

Asteroideae, tribu Heliantheae y contiene especies diploides, tetraploides y hexaploides

con número cromosómico básico x=17 (Seiler y Riesberg, 1997). Uno de sus

representantes diploides más conocido por su importancia económica es el girasol

cultivado (Helianthus annuus L. var. macrocarpus.). Esta especie posee 34 cromosomas

2n=2x=34 (Arumuganathan y Earle, 1991). Su centro de origen se encuentra en América

del Norte, donde crecen unas 50 especies anuales y perennes, adaptadas a diversos

hábitats y altamente variables en cuanto a caracteres morfológicos y fisiológicos. El

girasol cultivado es de ciclo anual y se encuentra dentro del grupo de plantas autógamas.

Es una planta que presenta ramificaciones, posee un capitulo con flores tubulosas en el

centro y bilabiadas hacia afuera, las últimas femeninas o estériles y las primeras

masculinas. El tallo es el órgano de sostén de las hojas y el capítulo. En la etapa de

floración, puede medir de 1 a 3 metros en los cultivares que se siembran actualmente en

la Argentina y el diámetro puede variar entre 1 a 5 cm dependiendo de las condiciones

del cultivo (Aguirrezabal y col., 2001).

El sistema radical del girasol se encuentra constituido por un eje principal y por un

conjunto de raíces laterales secundarias y terciarias. Bajo condiciones favorables, la raíz

principal puede alcanzar profundidades mayores a los 2 metros, sus ramificaciones

(raíces secundarias y terciarias) son numerosas en cercanía al cuello de la planta,

disminuyendo su densidad drásticamente a 15 cm del mismo. La raíz es el primer órgano

que atraviesa las cubiertas de la semilla en germinación (Aguirrezábal y col., 2001).

Luego de la emergencia del cultivo, cuando los cotiledones se despliegan y quedan por



Introducción

25

encima de la superficie del suelo, comienza la emisión de hojas verdaderas. Las seis u

ocho primeras hojas nacen en pares y las restantes en forma alternada (Pedraza y col.,

2000). En la hoja se encuentran los tejidos adaptados donde se realiza la mayor parte de

la fotosíntesis. Sus hojas son fototrópicas, esta propiedad le permite incrementar la

captación de los rayos solares y posibilitar así el proceso de fotosíntesis (Putman y col.,

1990). La semilla del girasol (botánicamente, un fruto denominado cipsela) es un fruto

seco, uniseminado, con pericarpo (cáscara) separado de la verdadera semilla o pepita. El

nombre de cipsela es más adecuado que el de aquenio dado que en las plantas

compuestas los ovarios son bicarpelares e ínferos, mientras que el aquenio corresponde

a un fruto derivado de ovarios unicarpelares y súperos. La pepita es la que contiene la

mayor parte de la materia grasa o aceite (Aguirrezábal y col., 2001).

Argentina, el Este Europeo y la Unión Soviética, son los principales centros de

producción de girasol. Además, dicho cultivo se está expandiendo en las regiones áridas

del Mediterráneo y Norte de África, ello a partir de que esta especie es moderadamente

tolerante a condiciones de estrés por sequía, salinidad y tiene importancia agronómica

(Connor y Hall, 1997; Miller, 1995). Esta especie es la segunda oleaginosa en

importancia a escala nacional y ocupa actualmente el tercer lugar en área sembrada,

luego de la soja y el maíz. Se la utiliza principalmente para la producción de aceites y en

menor medida para confitería, alimentación de aves y como ornamental.

La República Argentina en la campaña 2012/2013 integró el selecto lote de los

cuatro principales países productores de semilla de girasol, con una producción de

aproximadamente 3.100.000 toneladas. Nuestro país, el cual produce cerca del 9% del

total mundial, se encuentra ubicado en el cuarto lugar y fue superado por Ucrania, con

8,3 millones de toneladas en dicha campaña, Rusia, con casi 8 millones y la Unión

Europea con, 6,9 millones de toneladas. Según datos de OIL Word, presentados en la

figura N° 6 para la campaña 2013/2014, este posicionamiento a nivel países no sufrió

variaciones, por lo que se presupone que nuestro país permanecerá en el cuarto lugar

(Informativo semanal, Bolsa de Comercio de Rosario, Enero 2014/2015).

Fig Nº 6. Producción mundial de semillas de girasol (miles de toneladas). Fuente: Informativo

semanal, Bolsa de Comercio de Rosario, Enero 2014/2015.
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Algunas cuestiones interesantes de este mercado surgen del análisis de la

molienda de esta oleaginosa en los principales países productores y de la relación con

sus respectivas producciones. Como puede observarse en las figura N° 7 y 8, los cuatro

principales países productores de semilla de girasol (Ucrania, Rusia, Unión Europea y

Argentina) cuentan con una particularidad en común: la mayor parte de la producción

nacional está destinada a la industrialización para la obtención de aceite y harina de

girasol, tanto para exportación como para su uso en el mercado doméstico (Informativo

semanal, Bolsa de Comercio de Rosario, Enero 2014/2015).

Fig Nº 7. Molienda de semillas de girasol (miles de toneladas). Fuente: Informativo semanal, Bolsa

de Comercio de Rosario, Enero 2014/2015.

Fig Nº 8. Relación molienda/producción de semillas de girasol (miles de toneladas). Fuente:

Informativo semanal, Bolsa de Comercio de Rosario, Enero 2014/2015.

En efecto, Ucrania, Rusia, Unión Europea y Argentina muelen anualmente más

del 80% de sus respectivas producciones. En cambio China, quien ocupa el quinto lugar

en el ranking, muele menos del 40% de su cosecha, exportando cerca de 170.000

toneladas de semilla sin procesar. Estas ventas al exterior de semilla representan cerca

del 10% de su producción, aproximadamente 1.750.000 toneladas (Informativo semanal,

Bolsa de Comercio de Rosario, Enero 2014/2015).
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Fig Nº 9. Girasol y productos de alimentación y distribución (millones de toneladas métricas).

De acuerdo a lo observado en el figura Nº 9, para la campaña 2014/2015, en lo

que respecta a la semillas de girasol, el área cosechada a nivel mundial se encuentra

alrededor de las 24.49 millones de hectáreas, mientras que la producción, importación y

exportación esta alrededor de 40.75, 1.80, 2.06, millones de toneladas respectivamente.

En este mismo sentido se puede observar que la producción, importación y exportación

de aceite de girasol obtenida para la campaña 2014/2015, se encuentra alrededor de

15.52, 6.34, 6.90 millones de toneladas respectivamente.
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Fig Nº 10. Girasol y productos. Suministro y distribución (millones de toneladas métricas).

Según lo observado en el figura Nº 10, en la campaña 2014/2015 la producción de

aceite de girasol en el mundo, se encuentra alrededor de las 15.51 millones de toneladas,

una cifra similar se manifiesta en el consumo doméstico de los distintos países

observados en el cuadro, mientras que la importación esta alrededor de 6.33 millones de

toneladas.

Analizando ahora el mercado mundial de aceite de girasol, (Figura N° 11) también

se desprenden interesantes conclusiones. Ucrania, quien es el principal país productor de

aceite de girasol con un total de 3,5 millones de toneladas (Campaña 2012/2013), es la

nación que mayor porcentaje de su producción destina a las exportaciones de este

producto: Un 86% aproximadamente (3 millones de toneladas). Le sigue Argentina que

en la campaña citada tuvo una producción de 1,2 millones de toneladas de aceite de

girasol y exportó 700.000 toneladas, un 57% de la producción total. Son los dos países

que evidencian una clara estrategia exportadora en aceite de girasol (Informativo

semanal, Bolsa de Comercio de Rosario, Enero 2014/2015).
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Fig Nº 11. Indicadores de los principales productores de aceite de girasol en el mundo (miles de

toneladas). Fuente: Informativo semanal, Bolsa de Comercio de Rosario, Enero 2014/2015.

Distinto es el caso de Rusia, segundo productor mundial de aceite de girasol,

quien tiene autosuficiencia para abastecer a su mercado interno pero el elevado volumen

de compras locales le demanda el 67% de su producción anual. En la figura N° 12, se

pueden observar distintos datos referidos al mercado de la harina de girasol a nivel

mundial en la última campaña 2012/2013. Allí vemos que se mantiene el mismo lugar que

tenía la República Argentina en aceite de girasol: Cuarto, con una producción en la

campaña 2012/2013 de 1.277.000 toneladas de harina de girasol. Esta cifra está muy por

debajo de la producción de Ucrania (3,5 millones de toneladas), Rusia (3,3 millones de

toneladas) y de la Unión Europea (3,1 millones de toneladas) (Informativo semanal, Bolsa

de Comercio de Rosario, Enero 2014/2015).

Fig Nº 12. Indicadores de los principales productores de harina de girasol en el mundo (miles de

toneladas). Fuente: Informativo semanal, Bolsa de Comercio de Rosario, Enero 2014/2015.

Lo llamativo es que Argentina tenía, hace 14 años atrás, en 1999, una producción

de harina de girasol un 58% más alta que la registrada en el año 2012 y un coeficiente de

exportación del orden del 90%, tal como hoy muestra el país líder en producción y



Introducción

30

exportaciones que es Ucrania (Informativo semanal, Bolsa de Comercio de Rosario,

Enero 2014/2015).

Hoy en día, la creciente demanda de aceites en el mundo, el auge del biodiesel y

la nueva tendencia de las empresas a utilizar aceites con alto contenido de ácidos grasos

insaturados, beneficiosos para la salud humana, han llevado a que el girasol se posicione

fuertemente y genere importantes expectativas en Argentina a fin de cubrir la demanda

mundial. El aceite de semilla de girasol es esencialmente libre de ácido linolénico en

comparación con el de soja y de semilla de colza (canola), que contienen entre un 3-10%

de este ácido. Esto proporciona una cierta estabilidad oxidativa, pero no aporta valiosos

ácidos grasos como los omega-3 necesaria para la salud y nutrición. Los aceites de

girasol se han desarrollado con una mejora de tocoferol y con un aumento en la cantidad

de ácidos saturado. Estos aceites no requieren hidrogenación y sirven como reemplazos

de grasa trans en muchas aplicaciones de alimentos incluidos las grasas de fritura,

aceites de pulverización para horneados, aceites de ensalada y mantecas para hornear.

En Argentina, el área potencial de cultivo de girasol se extiende desde el norte de

Chaco hasta el sur de la región pampeana (Fig N° 13). Se destaca una marcada

expansión del cultivo en el sudeste de Buenos Aires y en el norte del país. Así,

actualmente las principales zonas girasoleras se ubican en el sur-sudeste de Buenos

Aires, en las regiones semiárida y sub-húmeda pampeana (oeste de Buenos Aires, La

Pampa, sur de San Luis y Córdoba) y en el norte del país (Chaco, Santiago del Estero,

Santa Fé y Entre Ríos). En el área agrícola de nuestro país, el cultivo de girasol soporta

con cierta frecuencia periodos de estrés hídrico, problemática que se acentúa hacia la

zona oeste. Esta situación se ha incrementado debido a la expansión del cultivo de la

soja y la ocupación por parte del mismo de las áreas más productivas de la Pampa

húmeda.
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Fig N° 13. Principales áreas de cultivo de girasol en Argentina. Fuente: (MINAGRI, 2014).

En la campaña 2013/2014 Argentina tuvo una superficie sembrada de 1.313.195

hectáreas, de las cuales se cosecharon 1.261.640 hectáreas, con una producción total de

2.063.410 toneladas, lo que equivale a un rendimiento por hectárea de 1.635 Kg.

(MINAGRI, 2014) (Fig N° 14). La producción mundial de girasol se presentó en baja para

la campaña agrícola 2014/2015, ello a partir de una disminución de la superficie

implantada en la UE, Rusia y Turquía, lo cual no ocurrió en nuestro país y en EEUU

donde se esperan incrementos en el área, pero que no compensaría la reducción a nivel

mundial, a esto hay que sumar una tendencia en baja de los rendimientos en Ucrania.

Todo ello, sumado a un aumento en la demanda de Medio Oriente, África del Norte,

China e India, señalan que se puede esperar un incremento en el comercio de aceite de

semillas de girasol a nivel mundial (Oilseeds, 2014). Ante este panorama, se espera que

este cultivo a nivel nacional mejore su situación y con ello los sectores económicos como

la industria semillera e indirectamente a la industria aceitera y sus complementarias como

por ejemplo el biodiesel. Se debe tener presente que la cadena del girasol moviliza

aproximadamente U$S 1402 millones y produce un valor agregado de U$S 650 millones

anuales.
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Fig N° 14. Producción de girasol en Argentina 1969-2014 Fuente: (MINAGRI, 2014; Informativo

semanal, Bolsa de Comercio de Rosario, Enero 2014).

El siglo XXI comenzó con una gran expansión del cultivo de soja, lo que incidió

negativamente en el crecimiento del cultivo del girasol. En las últimas cinco campañas

(2009/13) la superficie implantada con girasol fue de 1.625.865 ha., con una producción

total media de 2.882.426 toneladas (MINAGRI, 2014). En los últimos años, debido al

avance de la soja, el cultivo de girasol ha sumado áreas marginales al sistema agrícola

argentino (Adreani, 2008). Estas zonas se caracterizan por un régimen hídrico con ciertas

particularidades tales como deficiencia hídrica durante el ciclo de cultivo e irregularidad

en la distribución de las precipitaciones ocurridas en un determinado año. Asimismo, el

uso generalizado de fertilizantes químicos produjo cambios físico-químicos en suelos y

napas, potenciando los efectos de la sequía. A nivel regional (región pampeana sub-

húmeda-semiárida), el reemplazo por soja en zonas tradicionales y de altos potenciales

de rinde, desplazó a dicho cultivo a áreas marginales (Adreani, 2008), exponiéndolo a

etapas de estrés hídrico durante el ciclo del cultivo, aun siendo el girasol relativamente

tolerante a sequía debido a la capacidad de su sistema radical de absorber agua de

horizontes profundos del suelo, sin limitación de penetración de las raíces. En cualquier

estadio de desarrollo de la planta, un déficit de humedad en el suelo puede tener un

impacto negativo sobre el rendimiento del girasol, pero la severidad del efecto de la

sequía depende del estadio de desarrollo en el que se encuentren las plantas. Las

mayores reducciones del rendimiento se observan cuando la sequía ocurre desde el

período de floración hasta la maduración de las semillas. Los efectos de la sequía sobre

la calidad de las semillas de girasol son mayores después de la floración (Robel, 1967).
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Recursos genéticos de girasol y su caracterización
Aunque se ha avanzado considerablemente para aumentar el rendimiento de los

cultivos a través del mejoramiento convencional, el objetivo de mejorar la resistencia de

los cultivos a las presiones abióticas tiene un éxito limitado debido al complejo

multigénico, naturaleza de los caracteres y la variación genética en el estrecho banco de

genes de los principales cultivos de importancia agronómica. Se ha demostrado que

numerosos genes y proteínas afectan la tolerancia a condiciones de estrés en una gran

variedad de especies de plantas, que en conjunto componen un complejo rompecabezas

con una gran cantidad de elementos individuales integrantes de un modelo holístico (Yu y

Buckler, 2006; Wright, 1978). El uso de especies silvestres como fuente de recursos

genéticos para tolerancia a estrés es un proceso  muy laborioso, altamente demandante

en tiempo y por otra parte conlleva el riego de introducción de genes no deseables

ligados a los genes de tolerancia introgresados. (Tajima y col., 1983; Tang y col., 2003;

Van y col., 2005).

Los bancos de germoplasma ofrecen una valiosa fuente de diversidad alélica para

el futuro mejoramiento genético de los cultivos. En Argentina, el Instituto Nacional de

Tecnología Agropecuaria (INTA) es sede del Banco base de germoplasma de girasol en

EEA Balcarce y del Banco activo en la EEA Manfredi.

Para un aprovechamiento óptimo de los recursos genéticos, la caracterización

fenotípica de los materiales conservados (resistencia a patógenos, índices de calidad

química, nutricional y rendimiento, entre otros), debe ser acompañada por la

caracterización genotípica de los mismos (Jansson y Buckler, 2007). Para completar la

compleja constitución del germoplasma cultivado, la dinámica de co-evolución implicó

que los mejoradores apelaran frecuentemente a cruzamientos amplios buscando

diversidad genética, incluyendo especies silvestres emparentadas para incorporar genes

de resistencia, los cuales suelen venir acompañados de amplios segmentos

cromosómicos (Anderson y col., 2004; Ariel y col., 2007). El método tradicional para la

identificación de cultivares, basado en características morfológicas de las plantas,

depende de las condiciones ambientales, del estado nutricional y de salud de los

individuos analizados (Hvarleva y col., 2007).

En la actualidad, la evaluación precisa de la diversidad genética y el control de los

genotipos usados en los programas de mejoramiento depende del desarrollo y aplicación

de marcadores moleculares confiables. Los genotipos cultivados actualmente, son el

resultado directo de la acumulación de alelos benéficos en genes que controlan

caracteres de interés agronómico. Estos caracteres genéticos pueden estar controlados

por uno o pocos genes, o poseer un control complejo que involucra muchos genes,

denominados loci de caracteres cuantitativos o QTL (Quantitative Traits Loci), a menudo
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afectados por el ambiente. Los marcadores moleculares ligados genéticamente a un QTL

de interés aumentan la eficiencia del mejoramiento a través de la selección indirecta e

incrementan la capacidad de seleccionar grupos de genes de resistencia favoreciendo la

acumulación de estos (Asíns, 2002). Un aspecto importante en la detección de QTL por

medio de marcadores genéticos, radica en la necesidad de tener una población que se

encuentre en desequilibrio de ligamiento, caso contrario, los alelos de los loci marcadores

y de los poligenes ocurrirán en combinaciones equivalentes y presentaran distribuciones

independientes impidiendo, por lo tanto, la detección de los QTL de interés. Por esta

razón es necesaria la generación de poblaciones especiales, como poblaciones

derivadas de retrocruzas, F2, F3, líneas endocriadas recombinantes (RILs), entre otras

(Schuster y Cruz, 2004). La disponibilidad de un gran número de marcadores (loci)

polimórficos, no afectados por el medio ambiente, neutros, sin efectos deletéreos y cuya

herencia pude determinarse con relativa facilidad, simplificó enormemente los análisis

genéticos en especies vegetales y animales (Biasutti y Galiñanes, 2001; Meksem y Kahl,

2005).

Un marcador genético es un carácter cuantificable que puede detectar variación

ya sea en una proteína o en una secuencia de ADN. Una diferencia, bien sea fenotípica o

genotípica, puede actuar como marcador genético si identifica en un individuo

características del genotipo, del fenotipo o de ambos y si además, puede hacerse

seguimiento a su herencia a través de varias generaciones (Nordborg y col., 2002;

Plunknett y col., 1987; Gevaert 2011).

Los polimorfismos basados en proteínas han sido de gran utilidad en las

investigaciones realizadas en plantas, pero con el desarrollo de las tecnologías basadas

en ADN, la investigación en esta área se ha visto favorecida con la disponibilidad de una

mayor cantidad de marcadores, posibilitando una mayor cobertura del genoma de una

especie (Pérez-Molphe-Balch y col., 1996). Los marcadores moleculares son

simplemente segmentos de ADN con una ubicación específica en un cromosoma (punto

de referencia) cuya herencia puede seguirse en individuos de una población. La

secuencia puede pertenecer a regiones codificantes (genes) o sin función conocida. El

marcador ideal debería ser altamente polimórfico (dentro y entre especies), de herencia

mendeliana no epistática, deben encontrarse en número ilimitado, insensible a los efectos

ambientales, co-dominante (capaz de diferenciar individuos heterocigotas de

homocigotas), de rápida identificación, simple análisis y de detección en los estadios

tempranos de la planta. Por lo tanto, a la hora de realizar un proceso de caracterización

y/o selección de un determinado cultivo o variedad, este proceso se vuelve más eficiente

a través del uso de marcadores moleculares, definidos como caracteres que presentan
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polimorfismo o variabilidad experimentalmente detectable en individuos de una población

segregante y un tipo de herencia predecible según las leyes de Mendel.

En las últimas dos décadas el uso de marcadores de ADN para el estudio de

diversidad genética de cultivos comenzó a ser rutinario. Las técnicas que se han

desarrollado otorgaron mayor precisión, rapidez y economía para la evaluación de

variaciones genéticas. Los distintos marcadores (RFLP: Restriction Fragment Length

Polymorphism o Polimorfismo de Longitud del Fragmento Digerido, RAPD: Random

Amplified Polymorphic DNA o Polimorfismo en la Amplificación Aleatoria de ADN, AFLP:

Amplified Fragment Length Polymorphism o Polimorfismo en la Longitud del Fragmento

Amplificado, SSR: Simple Sequence Repeat o Secuencias Repetidas Simples, SNP:

Single Nucleotide Polymorphisms o Polimorfismos de Nucleótido Simple e Indel:

Insertion/Deletion o pequeñas inserciones o deleciones) difieren con respecto a

características tales como abundancia en el genoma, nivel de polimorfismo detectado,

especificidad de los loci analizados, reproducibilidad, requerimientos técnicos e inversión

económica (Young y Tanksley, 1989; Gedil y col., 2001; Gianniny y col., 2004; Pejic y

col., 1998; Deshmukh y col., 2010). Los marcadores de ADN tienen aplicaciones diversas

como, la identificación de caracteres genéticos simples, el análisis de loci de caracteres

cuantitativos, la aplicación de estrategias de mejoramiento molecular a través de la

selección e introgresión asistida por marcadores moleculares y la construcción de mapas

de ligamiento genético.

La identificación de los loci que determinan los componentes genéticos de la

germinación de las semillas, permitiría a los fitomejoradores seleccionar específicamente

los alelos que contribuyen a la mejora en la germinación de las semillas. La disponibilidad

de marcadores moleculares específicos de locus para la germinación de la semilla sería

de gran beneficio, proporcionando el potencial para la detección más rápida de

combinaciones beneficiosas de alelos en los programas de mejoramiento.

Los mapas basados en marcadores moleculares han sido desarrollados para la

mayoría de las principales especies cultivadas. Estos mapas permiten la localización de

loci que están relacionados con caracteres agronómicamente importantes, permiten

hacer mapeo comparativo y selección asistida por marcadores y clonado posicional,

dependiendo del nivel de saturación del mismo. Existen actualmente numerosos ejemplos

de mapeo de QTL en diversas especies (Allinne y col., 2009; Baxter y col., 2005; Causse

y col., 2004; Doebley y col., 2006; Ebrahimi y col., 2008; Haddadi y col., 2010;

Poormohammad Kiani y col., 2007; Poormohammad Kiani y col., 2009) entre otros. En

girasol, los marcadores moleculares han sido empleados para la caracterización genética

de líneas, cultivares y especies silvestres (Brunel, 1994; Burke y col., 2002; Ellis y col.,

2006; Liu y Burke, 2006; Paniego y col., 2002; Solodenko y Sivolap, 2005; Tang y Knapp,
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2003; Yu y col., 2002). Las primeras descripciones del mapa de ligamiento de girasol

fueron reportadas en 1995 por Gentzbittel y col., (1995) y Berry y col., (1995), ambas

basadas en la segregación de marcadores de tipo RFLP (Restriction Fragment Length

Polymorphism). Desde entonces, diversos mapas de ligamiento de diferente longitud,

densidad y tipo de marcador molecular han sido desarrollados para girasol, ya sea

basados en RFLP (Berry y col., 1996, 1997; Jan y col.,1998; Gentzbittel y col.,1999),

RAPD (Rieseberg y col., 1993; Rieseberg, 1998) AFLPs (Peerbolte y Peleman 1996;

Flores Berrios y col., 2000; Gedil y col.,2001; Al-Chaarani y col., 2002), DALPs (Direct

Amplification of Length Polymorphisms) (Langar y col., 2003), o TRAPs (Target Region

Amplification Polymorphisms), que usan información contenida en las bases de datos de

EST para generar marcadores polimórficos alrededor de secuencias génicas blanco (Hu y

Vick 2003). Del mismo modo, el desarrollo de marcadores tipo microsatélite (SSR) para el

cultivo posibilitó la generación de mapas públicos de referencia, capaces de unificar los

mapas desarrollados previamente (Flores Berrios y col., 2000; Paniego y col., 2002,

2007; Tang y col., 2002; Yu y col., 2003; Al-Chaarani y col., 2004; Kiani y col., 2007).

Todos los mapas genéticos desarrollados hasta el momento se encuentran accesibles a

través de a base de datos cMap de girasol (http://www.sunflower.uga.edu/cmap/).

Estos mapas basados en SSR han sido usados para identificar loci responsables

de la determinación de caracteres cuantitativos (QTL) involucrados en numerosos rasgos

de importancia agronómica (Tang y col., 2006; Kiani y col., 2007; Wills y Burke 2007;

Ebrahimi y col., 2008; Poormohammad Kiani y col., 2009; Haddadi et al. 2010), así como

también para investigar variaciones entre la estructura genómica de girasol y la de otras

especies del género Helianthus (Burke y col., 2002; Heesacker y col., 2008).

En el último tiempo, las nuevas tecnologías de secuenciación y plataformas de

genotipificación de alta procesividad han permitido la interrogación simultanea de miles

de SNPs distribuidos a lo largo del genoma (Gupta y col., 2008), haciendo posible de este

modo el desarrollo de mapas genéticos altamente saturados. Un panel de genotipificación

de 10K SNPs de tecnología Infinium de Illumina fue desarrollado recientemente

(Bachlava y col., 2012) y utilizado en diversas poblaciones, con el fin de constituir un

mapa de ligamiento consenso del genoma de girasol (Bowers y col., 2012). Este mapa

genético de alta densidad tiene el potencial de facilitar el ensamblado de secuencias del

genoma de girasol (Kane y col., 2011), al tiempo que permite la caracterización

genotípica eficiente de colecciones de germoplasma, y provee una herramienta

importante para estudios genómicos en el cultivo.

El mapeo genético, integrando la genotificación y fenotipificación de un número

elevado de individuos, implica una tarea tediosa y relativamente costosa, por lo cual una

opción es realizar una agrupación de individuos basada en expresiones fenotípicas
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extremas, ya sea de alta o baja expresión, lo cual reduce la extracción de ADN a dos

grupos y de esta manera el proceso de genotipificación de las plantas se reduce a sólo

dos muestras de ADN a analizar en lugar de tener que analizar el ADN por separado de

cada individuo. Este procedimiento se lo conoce como análisis de segregantes agrupados

(Bulked Segregant Analysis o BSA) y fue desarrollado por Michelmore y col., (1991) con

RAPDs en lechuga (Lactuca spp.). Esta técnica ha sido utilizada para la identificación de

marcadores moleculares ligados a un carácter monogénico, dominante o recesivo (Fig N°

15).

Fig N° 15. Representación diagramática del empleo de BSA para mapear genes de resistencia a

enfermedades. (Marcador dominante) (Ferreira y Grattapaglia, 1998).

El método consiste en comparar 2 grupos de muestras de ADN de individuos

pertenecientes a una población segregante. En cada grupo fenotípico los individuos son

idénticos para un carácter o gen de interés pero no para otros genes, siendo el

comportamiento para el carácter en evaluación contrastante. La aplicación de BSA en

genomas pequeños como el de Saccharomyces cerevisiae, permitió descubrir un gen de

la xilitol deshidrogenasa, responsable de la utilización de xilosa (Wenger y col., 2010).

Recientemente, BSA se ha aplicado para los rasgos cuantitativos, como QTL para

tolerancia al calor en arroz (Zhang y col., 2009), tolerancia a estrés salino en algodón
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egipcio (El-Kadi y col., 2006), la tolerancia a la sequía en el trigo y el maíz (Altinkum y

Gozukirmizi, 2003; Quarrie y col., 1999; Kanagaraj y col., 2010; Venuprasad y col., 2009;

Vikram y col., 2011), así como QTL para rendimiento de grano en condiciones de sequía

en el maíz y arroz (Quarrie y col., 1999; Venuprasad y col., 2009, 2011; Vikram y col.,

2011).

Fig N° 16. BSA. Ejemplo para un marcador co-dominante (microsatélite) (Ferreira y Grattapaglia,

1998).

En la figura N° 16 se muestra el esquema de uso de BSA para el mapeo de genes

candidatos para un carácter de interés como por ejemplo resistencia a enfermedades. La

selección de individuos para la realización de los bulks, es realizada mediante la

identificación de dos fenotipos extremos del carácter (resistencia y sensibilidad (R o S) de

una población segregante. Tanto el ADN de las líneas progenitoras, como el de los dos

bulks son analizados con un cierto número de marcadores moleculares, con una posterior

selección de aquellos que presenten la presencia de bandas en una muestra y la

ausencia de estas bandas en otra muestra. Asimismo es posible detectar,

preliminarmente ligamiento genético entre un marcador polimórfico y el locus diana.

Posteriormente ese ligamiento es confirmado mediante el análisis de co-segregación

entre un marcador y el grado de resistencia en todos los individuos de la población
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segregante. Confirmado el ligamiento, es posible calcular una frecuencia de

recombinación entre un marcador y el locus diana. La utilización de esta técnica no se

limita a la detección de genes de resistencia a enfermedades. También es posible aplicar

esta estrategia para identificación de genes de efecto mayor que condicionan diversos

caracteres de interés agronómicos, tales como resistencia a diversos tipos de estrés

abióticos (salinidad, sequia, acidez etc., Cai y col., 2003; Asnaghi y col., 2004; He y col.,

2010; Geng y col., 2016).
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HIPÓTESIS PROPUESTA

La evaluación fenotípica de variables fisiológicas y hormonales en una población

de mapeo compuesta por 105 familias F2:3 de girasol, derivadas del cruzamiento entre las

líneas endogámicas parentales R432 y B59, (tolerante y sensible a sequía

respectivamente), expuestas a condiciones de estrés hídrico en germinación y/o

crecimiento y la evaluación genotípica mediante marcadores moleculares neutros de las

plantas F2 de dicha población, posibilitará identificar regiones genómicas responsables de

la tolerancia al estrés hídrico.

Asimismo, es posible asociar la respuesta fisiológica y hormonal de las familias

F2:3 contrastantes a estrés hídrico con patrones de comportamiento en respuesta a

condiciones de estrés hídrico durante germinación y crecimiento vegetativo de líneas

recombinantes F6.
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OBJETIVO GENERAL

El objetivo de este trabajo es evaluar la respuesta a estrés hídrico en una

población de mapeo F2:3 de girasol (Helianthus annuus L.) derivada del cruzamiento de

dos líneas endocriadas contrastantes para el carácter tolerancia a sequía, durante las

etapas de germinación y crecimiento vegetativo e identificar regiones gnómicas

asociadas al caracter

Teniendo en cuenta que la germinacion y el crecimiento vegetativo temprano son

estadios criticos para lograr el establecimieno de la planta y que el crecimiento vegetativo

define la superficie foliar transpirante, se propone evaluar variables fisiologicas y

hormonales en plantulas de 11 días de edad pertenecientes a familias F2:3 y en lineas

endocriadas recombinantes F6 (RILs) provenientes del cruzamiento de las líneas

endocriadas de girasol en la fase fenológica de crecimiento vegetativo (V8),

caracterizadas a campo y laboratorio como tolerante (R432) y sensible (B59) a estrés

hídrico (Andrade y col. 2008), respectivamente.

Con la finalidad de definir asociaciones de respuestas fisiológicas en las plantas

de girasol sometidas a condiciones de estrés hidrico se propone un análisis conjunto de

las determinaciones fenotípicas (fisiológicas y hormonales) obtenidas de la evaluación de

las familias segregantes F2:3 con comportamiento contrastante a la sequía y de tales

lineas en F6,

Asimismo, para la identificcion de regiones genómicas asociadas al carácter se

propone un abordaje genético mediante la utilización de marcadores moleculares neutros

destinado a analizar los grupos de individuos F2 extremos (tolerantes y sensibles a estrés

hídrico) pertenecientes a la población de mapeo, utilizando el análisis de muestras de

ADN agrupadas de individuos segregantes (BSA),
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OBJETIVOS ESPECÍFICOS PROPUESTOS

1. Evaluación comparativa de metodologías para la determinación de

fitohormonas por espectrometría de masa en tándem acoplada a cromatografía

líquida de alta presión (LC-MS/MS).

2. Determinar el poder germinativo relativo y peso seco relativo en las familias F2:3

(R432 x B59), generadas a partir del cruzamiento de líneas endocriadas

parentales tolerantes y sensibles al estrés hídrico respectivamente, sometidas

a restricción hídrica.

3. Determinar y comparar los niveles endógenos de ABA, JA y SA en las familias

F2:3 (R432 x B59), sometidas a restricción hídrica.

4. Evaluar marcadores polimórficos SSR (Simple Sequence Repeats) en

germoplasma de girasol y caracterización genotípica de las líneas endocriadas

parentales, B59 y R432 (sensible y tolerante al estrés hídrico,

respectivamente).

5. Detectar polimorfismos mediante marcadores SSR, en muestras de ADN

agrupadas (bulks) de individuos F2 extremos para el carácter tolerancia al

estrés hídrico.

6. Determinar variables ecofisiológicas en líneas endocriadas recombinantes

(RILs) F6 (R432 x B59), sometidas a restricción hídrica.

7. Determinar y comparar los niveles endógenos de ABA, JA y SA en RILs (R432

x B59), sometidas a restricción hídrica.

8. Integrar los resultados fenotípicos de las evaluaciones a estrés de las familias

F2:3, con las determinaciones de los SSR en la población F2 (B59 x R432)

mediante el uso análisis de segregantes agrupados (Bulked Segregant Analysis

o BSA).
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9. Evaluar asociaciones del comportamiento fenotípico de los grupos “bulks”

contrastantes a estrés hídrico de las familias F2:3 durante el estadio de plántula

y de sus líneas RILs (F6) durante crecimiento vegetativo pre-antesis.
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MATERIALES Y MÉTODOS

SECCIÓN A.
Evaluación de la metodología utilizada en la determinación de hormonas vegetales.
A.1. Material vegetal.

Las semillas pertenecientes al hibrido Paraíso 24 (Nidera) se colocaron en

bandejas plásticas sobre arena fina previamente esterilizada en un número de 25 por

repetición. El contenido hídrico del sustrato en el momento de la siembra fue de 60% de

la capacidad de campo, realizándose posteriores riegos por capilaridad a capacidad de

campo a los 4, 7 y 10 días de la siembra, utilizando para tal fin el método de ascenso

capilar de la solución al sustrato.

Las bandejas fueron colocadas en una cámara de crecimiento CONVIRON E15

programada con 16 h de iluminación a 28°C y 8 h de oscuridad a 20°C. En estos ensayos

se utilizó un diseño completamente aleatorizado con 4 repeticiones.

Se cosecharon plántulas normales (ISTA, 2006), con 10 días de edad, las mismas fueron

colocadas en N2 líquido y luego liofilizadas, constituyendo cada bandeja una réplica

biológica.

A.2. Extracción y purificación de hormonas vegetales.
Se evaluaron metodologías de extracción y purificación usando columnas de

intercambio aniónico (Sephadex A-25), ello por la técnica de Miersch y col., (2008) para

determinar ácido jasmónico (JA) y ácido salicílico (SA), de partición líquido-líquido según

la técnica de Durgbanshi y col., (2005) para cuantificar JA, SA y ácido abscísico (ABA) y

mini-columnas de intercambio aniónico amino (NH2), según la técnica de Luna y col.,

(1993) para evaluar ABA.

A.2.1 Método de extracción y purificación de Durgbanshi A y col., (2005).

Para la extracción se utilizó 0.2 g de peso seco del material a procesar al cual se

le añadió nitrógeno líquido en un mortero y se realizó la extracción con 5 ml agua

desionizada y luego se transfirió la mezcla obtenida a un tubo falcón, donde se agregaron

50 ng de los siguientes estándares internos deuterados (2H6) ABA, (2H6) JA, (2H6) y (2H2)

SA. Se realizó la homogenización por Ultra-Turrax T50 (IKA, Germany) durante 40 s y

luego se lo centrifugo (15 min a 5000 rpm). Se colectó el sobrenadante en tubos falcón y

se ajustó el pH a 2.8 con una solución de ácido acético (AcH) al 15%.

La partición se realizó mediante el agregado de 5 ml de Diethyl Ether (Ether

etílico) vortereando por 30 s. Luego de la formación de las fases se descartó la fase
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acuosa y se tomó la fase orgánica, este paso se realizó dos veces. Una vez obtenida la

fase orgánica se la secó a 25º C en evaporador rotativo. El extracto seco se resuspendió

con Metanol pro-análisis (MeOH) 750 μl 100%. La solución obtenida se filtró en columna

con filtro de celulosa acoplado a una cámara de vacío Supelco. Luego se secó

nuevamente a 25º C. en SpeedVac SC110 (Savant Instruments, Inc., New York, USA).

Las muestras fueron disueltas en MeOH al 100% e inyectadas al cromatógrafo líquido de

alta presión (HPLC) Alliance 2695 (Waters, Milford, MA, USA.), utilizándose un gradiente

de incremento lineal de 40 a 80 % de MeOH / H2O/AcH (0.2%) en un tiempo de 25

minutos por corrida y luego de 1 min el sistema fue restituido a las condiciones iníciales

de corrida. El flujo de corrida fue de 0.2 ml min -1 y la columna utilizada fue de fase

reversa C18 de 100 mm x 2,1 mm 3-m., de marca RESTEK.

A.2.2 Método de extracción y purificación de Miersch O. y col., (2008).

Para la extracción se utilizó 0.2 g de peso seco de material a procesar al cual se le

añadió nitrógeno líquido en un mortero y se realizó la extracción con 10 ml de MeOH y

luego se transfirió la mezcla obtenida a un tubo falcón, donde se agregaron 50 ng de los

estándares internos deuterados (2H6) JA, (2H6) ABA y (2H2) SA Se realizó la

homogenización por Ultra-Turrax T50 (IKA, Germany) durante 40 s y a continuación se

filtró a través de una columna con un filtro de celulosa evaporándose luego a sequedad.

Para la purificación se utilizó el extracto del filtrado y el mismo fue pasado a través de

columnas de DEAE-Sephadex A25 (Amersham Pharmacia Biotech AB, Suecia). El

extracto seco obtenido se resuspendió en 10 ml de MeOH y purifico en una columna

conteniendo 3 ml de DEAE-Sephadex A25 (Amersham Pharmacia Biotech AB, Suecia)

en MeOH 100%, previamente lavada con 10 ml de MeOH 100%. Luego se agregó la

muestra a la columna, diluida en un volumen máximo de 10 ml de MeOH. La elución se

realizó con 3 ml de MeOH y 3 ml de 0.1 N AcH en 100% MeOH, descartándose ambas

fracciones. Posteriormente se agregaron 3 ml 1 N AcH en 100% MeOH y 3 ml de 1.5 N

AcH en 100% MeOH. Estas dos fracciones donde eluyen los compuestos ácidos como el

JA y SA, se recolectaron y llevaron a sequedad en evaporador rotativo. Las muestras

fueron disueltas en MeOH al 100% e inyectadas al HPLC Alliance 2695 (Waters, Milford,

MA, USA.) según las condiciones indicadas con anterioridad.

A.2.3 Método de extracción y purificación de Luna MV y col., (1993).

Para la extracción se utilizó 0.2 g de peso seco del material a procesar al cual se

le añadió nitrógeno líquido en un mortero y se realizó la extracción con 20 ml de buffer

imidazol (pH 7) como solvente de extracción. Se adicionó 2, 6-di-tert-butil-p-kresol (BHT)
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como antioxidante y como estándar interno deuterado se agregó 50 ng de (2H6) ABA. La

reacción se llevó a cabo durante toda la noche a 4°C a fin de completar la extracción y

permitir la estabilización del estándar. Posteriormente, las muestras se centrifugaron

durante 15 min a 5000 rpm, se recogió el sobrenadante y se procedió a la evaporación de

la fase isopropanol conservando la fase acuosa. La purificación de la fase

acuosa se realizó a través de una mini-columna de intercambio aniónico conteniendo

sílica gel como soporte sólido (BAKERBOND speTM Amino (NH2), Mallinckrodt Baker, Inc.,

USA), y previamente activada con MeOH 100%, agua desionizada y buffer imidazol 0.02

M. Se cargó la muestra en la columna y secuencialmente fue eluida con 6 ml de hexano e

iguales cantidades de acetato de etilo y acetonitrilo. Estas fracciones fueron descartadas.

Posteriormente se eluyó el ABA con una mezcla metanol-acético (95:5 v/v). Esta fracción

se recolectó y llevó a sequedad en evaporador rotativo al vacío. Las muestras fueron

disueltas en MeOH al 100% e inyectadas al HPLC Alliance 2695 (Waters, Milford, MA,

USA.) según las condiciones indicadas con anterioridad.

A.3. Identificación y cuantificación de hormonas vegetales.
Se realizó a través de un espectrómetro de masas con un triple cuádrupolo

(Quattro Ultima, Micromass, Manchester, Reino Unido), acoplado al HPLC Alianza 2695

(Waters, Milford, MA, EE.UU). Se

debieron realizar ensayos preliminares a fin de determinar las condiciones óptimas para

cada una de las fitohormonas evaluadas, las mismas consistieron en evaluar:

a) Fuente de ionización: Se evalúo el sistema de electrospray en ionización

negativa y positiva; ensayando distintos parámetros asociados a la misma que consisten

en ajustar el Voltaje del capilar, energía de cono, temperatura de fuente y de

desolvatación, flujo de N2 gaseoso en cono y desolvatación.

b) Energía de Colisión:

c) Modos de identificación y cuantificación: Se evaluaron los diferentes métodos

de identificación y cuantificación para ABA, JA y SA, con una inyección en el LC-MSMS

por muestra biológica Tales métodos son Scan (Detección de barrido de espectro de

iones), SIR (Reacción selectiva de iones), Daugther Scan (Fragmentos generados de la

ruptura de compuestos parentales) y MRM (Monitoreo de Reacciones Múltiples). El

software utilizado en el control del LC-MS/MS fue el MassLynx TM v. 4.1, (Micromass,

Manchester, Reino Unido).
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A.4. Análisis estadístico.
El análisis estadístico de los métodos de extracción y purificación de hormonas

vegetales se realizó mediante un Análisis de la Varianza de una vía (ANOVA), utilizando

a posteriori un test de Rangos Múltiples LSD de Fisher (p ≤ 0.05). El software empleado

fue STATGRAPHICS Plus Versión 5.1 (2002).

SECCIÓN B.
Caracterización fenotípica.

B. 1.Evaluación fenotípica de familias F2:3

B.1. 1. Material vegetal.
Se trabajó con líneas endocriadas de girasol tolerante (R432) y sensible (B59) al

estrés hídrico, cedidas por el programa de mejoramiento genético de girasol

perteneciente a la EEA Manfredi-INTA. Tales líneas fueron seleccionadas a partir de

ensayos a campo y en laboratorio (Andrade y col., 2009). A partir de estas líneas

endocriadas contrastantes a estrés hídrico y mediante el cruzamiento de las mismas, se

obtuvo la generación híbrida F1. A partir de la autofecundación controlada de ésta se

obtuvieron las plantas F2, finalmente sucesivas generaciones de autofecundación

controlada posibilitaron obtener las familias F2:3 y las líneas endocriadas recombinantes F6

(RILs) (Bert y col., 2004); Rachid Al-Chaarani y col., 2002).

B.1.1. 2. Condiciones de crecimiento de líneas parentales y sus Familias F2:3.
Las semillas pertenecientes a cada familia F2:3 (R432 x B59) (25 por repetición) se

colocaron en bandejas plásticas sobre arena fina previamente esterilizada. El contenido

hídrico del sustrato en el momento de la siembra fue de 60% de la capacidad de campo,

realizándose posteriores riegos por capilaridad a capacidad de campo a los 4, 7 y 10 días

de la siembra, utilizando para tal fin el método de ascenso capilar de la solución al

sustrato.

Los tratamientos de estrés hídrico fueron realizados con una solución de 400 mM

de manitol generados al momento de la siembra, llevando al sustrato a un 60 % de la

capacidad de campo con la solución antes mencionada, generando un potencial osmótico

de -0,98 Mpa. En este caso, también se realizaron riegos por capilaridad a los 4, 7 y 10

días de la siembra con manitol 400 mM.

Tanto controles como tratamiento fueron colocados en una cámara de crecimiento

CONVIRON E15 programada con 16 h de iluminación a 28°C y 8 h de oscuridad a 20°C.

En estos ensayos se utilizó un diseño completamente aleatorizado con 4 repeticiones.



Materiales y Métodos

48

B.1.1.3 Parámetros de caracterización fenotípica de líneas parentales y sus familias
F2:3.

B.1.1.3.1 Evaluación del recuento final de germinación.
Se realizó la evaluación del poder germinativo relativo al control (PGR) de 105

familias F2:3. El Poder Germinación relativo al control (PGR), permite comparar entre las

diferentes líneas parentales y sus familias F2:3 el cual se obtiene a partir de la siguiente

fórmula:

PGR (%) = RFG 400mM (%) / RFG Control (%) x 100

Siendo RFG: Recuento Final de Germinación.

La evaluación del poder germinación relativo (PGR), se realizó a los 11 días post-

siembra en aquellas plántulas cuya longitud de la parte área y/o radical sea de 0.5 cm o

mayor, descartándose las que presenten distintas anomalías según lo tipificado en el

Handbook For Seedling Evaluation, editado por el International Seed Testing Association

(ISTA 2006). Desde el punto de vista de la tecnología de semillas, germinación es

entendida como el desarrollo, a partir del embrión de la semilla, de una plántula con las

estructuras esenciales que indican su capacidad para originar una planta normal en

condiciones favorables de crecimiento, entendiéndose como planta normal a aquellas

plántulas que presenta la capacidad de continuar con su desarrollo (Peretti 1994; ISTA

2006).

B.1.1.3.2 Evaluación de peso seco.

El peso seco (PS) se determinó en las plántulas normales en condiciones control y

tratadas con 400 mM de manitol cosechadas en el día 11 post-siembra y luego

procesadas con nitrógeno líquido y liofilizado. A partir de tales determinaciones de

crecimiento se obtuvo el peso seco relativo (PSR) a través de la siguiente fórmula:

PSR (%) = PS 400mM (mg) / PS Control (mg) x 100

B.1.2 Evaluación de crecimiento de líneas F6 (R432 x B59).
B.1.2.1 Material vegetal.

Las RILs F6 evaluadas son el resultado de las sucesivas autofecundaciones de

líneas F2:3. A partir de ello, alguna de las familias F2:3 que se encontraron en los extremos
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tolerantes ó sensibles a estrés hídrico (según PGR), no pudieron ser evaluadas en F6 por

no contarse con suficiente cantidad de semillas.

B.1.2.2 Condiciones de crecimiento de RILs.
A fin de determinar la respuesta de las distintas líneas F6 (R432 x B59) ante

condiciones de estrés hídrico impuesto en estado vegetativo, se utilizó el método de

Pereyra-Irujo y col (2007). Tal metodología consiste en colocar las semillas en macetas

de caño de PVC en invernadero con ventilación y calefacción automatizadas y

fotoperiodo de 14 h. Las macetas tenían una capacidad de 2600 cm3 (10.3 cm de

diámetro y 32 cm de alto). Para un correcto manejo del agua, las macetas se taparon con

nylon y con 50 g de perlita, para que solo ocurra transpiración por parte de la planta y

disminuir al mínimo la evaporación del suelo. Se utilizó como sustrato suelo homogéneo

de la misma estación experimental (INTA Manfredi). Las macetas se colocaron sobre

mesadas a una distancia no menor de 18 cm entre ellas dentro de una misma fila y de 23

cm entre filas (tomados desde el centro de la maceta). Una vez colocado el sustrato

dentro de las macetas, se colocó agua hasta obtener la capacidad de campo del mismo,

condición en la cual se realizó la siembra de las de los distintos genotipos a evaluar.

B.1.2.3 Caracterización fenotípica de RILs.
Los tratamientos realizados consistieron en dos regímenes hídricos contrastantes:

a) Control: Contenido de humedad próximo a Capacidad de Campo (CC) durante

todo el ensayo. En este tratamiento, el potencial agua del suelo se mantuvo en -0.05 MPa

mediante el pesaje de las macetas y riegos controlados.

b) Imposición de estrés hídrico en período vegetativo tardío (estadio de 8 hojas

expandidas: V8). El estrés fue impuesto desde el estadio fenológico V8 y por 15 días

posteriores. El potencial hídrico previo al inicio del déficit hídrico fue de -0.05 MPa y en el

momento en que las plantas alcanzaron el estadio V8, se suspendió el riego hasta que el

potencial hídrico del suelo alcanzo a -0.65 MPa. Para acelerar el descenso en el

contenido de agua del sustrato y acortar los tiempos de la experiencia, se realizó la

siembra de maíz en cada una de las macetas que recibirían el tratamiento de déficit

hídrico, una semana después de haber sembrado el genotipo a evaluar, de acuerdo a lo

descripto por Pereyra-Irujo y col. (2007). Una vez lograda esta condición se comenzó con

el pesaje de las macetas y los riegos correspondientes para mantener el sustrato en un

potencial agua de -0.65 MPa. Una vez finalizado el tratamiento, las plantas sometidas a

estrés hídrico fueron regadas hasta lograr nuevamente un potencial hídrico de -0.05 MPa.

Esto se realizó lentamente, debido a que el suelo seco posee menor conductividad
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hidráulica y el agua podría escurrir más fácilmente en las paredes laterales de la maceta.

Para alcanzar los pesos objetivos deseados en cada tratamiento se realizó un registro

diario del peso de las mismas y el riego correspondiente. El peso objetivo se corrigió

aproximadamente cada quince días, con el peso fresco de las plantas de muestreos

destructivos y no destructivos. Las variables registradas durante estos ensayos fueron las

siguientes:

Fenología: Usando la clave de Schneiter y Miller (1981), semanalmente se analizó

el crecimiento de las plantas para determinar así el periodo óptimo para la iniciación del

estrés, como se mencionó anteriormente, en estadio V8.

Peso fresco: Al finalizar el ensayo se realizó un muestreo destructivo de las

plantas sometidas a los distintos tratamientos a las cuales se les determinó peso fresco

por planta (g / planta).

Peso seco: Las muestras obtenidas anteriormente se colocaron en estufa de

secado hasta obtener peso constante.

Muestreo para análisis hormonal: Al finalizar el período de estrés se toman

muestras de tejido (última hoja expandida) para determinación de las hormonas ABA, SA

y JA.

B.1.3 Análisis estadísticos.
El análisis estadístico de los resultados, para los caracteres PGR y PSR, se

realizó mediante un Análisis de la Varianza (ANOVA), utilizando a posteriori un Test de

comparación de medias Tukey (p ≤ 0.05). El software empleado fue el programa

estadístico Statistical Analysis System (SAS). Versión 8.11. 1999. (SAS Institute Inc.

USA.).

SECCIÓN C.
Determinaciones de hormonas vegetales

C.1. Material vegetal.
Las determinaciones hormonales fueron realizadas en las familias F2:3 (R432 x

B59) de girasol tolerantes (252, 324, 108, 224, 283 y 117) y sensibles a estrés hídrico

(138, 300, 139, 212, 148, 256 y 95), respectivamente según los parámetros evaluados de

PGR y PSR. Las condiciones de crecimiento se corresponden con las descriptas en el

ítem B.1.1. Para el caso de líneas RILs, fueron evaluadas las líneas tolerantes 128, 252,

283 y 224 y sensibles 95, 300, 139, 256 y 148.
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C.2. Extracción y purificación de hormonas vegetales.
Las mismas se realizaron para JA, SA y ABA mediante la técnica de Durgbanshi y

col., (2005) en plántulas de 11 días de edad, con un total de cuatro repeticiones por cada

F2:3 analizada. Las muestras fueron disueltas en MeOH al 100% e inyectadas al

cromatógrafo líquido de alta presión (HPLC) Alliance 2695 (Waters, Milford, MA, USA.),

utilizándose un gradiente de incremento lineal de 40 a 80 % de MeOH /H2O/AcH (0.2%)

en un tiempo de 25 min por corrida y luego de 1 min el sistema fue restituido a las

condiciones iníciales de corrida lo que permitió que se equilibre la columna. El flujo de

corrida fue de 0.2 ml min -1, la columna utilizada fue de fase reversa C18 de 100 mm x 2,1

mm 3-m., marca RESTEK.

C.3. Identificación y cuantificación de hormonas vegetales.
Se realizó utilizando un espectrómetro de masas con un triple cuádruplo (Quattro

Ultima, Micromass, Manchester, Reino Unido), acoplado al HPLC mencionado en el

párrafo anterior. La fuente de ionización utilizada fue electrospray negativo (ESI-) con un

voltaje de capilar: (kVol) 3.25, energía de cono 35, temperaturas de la fuente 120ºC y

temperatura de desolvatación 350ºC, flujo de gas de cono 102 (L/h) y flujo de gas de

desolvatación 692 (L/h). Se utilizó para la detección de iones el modo MRM (Monitoreo de

Reacciones Múltiples), siendo las transiciones utilizadas para ABA 263>153, SA 137>93

y JA 209>59, mientras que para los estándares internos se presentan las siguientes

transiciones ABA (2H6) 269>159, SA (2H2) 141>97 JA (2H6) 215>59, y los tiempos de

aparición cromatográfica fueron para: ABA de 9,40 min; JA de 14,2 min y SA de 5,6 min.

Los valores de concentración se obtuvieron mediante la relación de área del compuesto

endógeno y el estándar interno deuterado, los cuales mediante las respectivas curvas de

calibración con ajuste lineal, se obtuvieron los valores en pmol. hormona /g. peso seco-1.

C.4 Análisis estadístico.
El análisis estadístico de los métodos de extracción y purificación de hormonas

vegetales se realizó mediante un Análisis de la Varianza de una vía (ANOVA), utilizando

a posteriori un test de Rangos Múltiples LSD de Fisher (p ≤ 0.05). El software empleado

fue InfoStat. Versión E.

SECCIÓN D.
Caracterización genotípica



Materiales y Métodos

52

D.1. Determinación de polimorfismos de ADN a través de SSR.
D.1.1. Extracción de ADN.

El ADN se extrajo de hojas provenientes de plantas de girasol en estado

vegetativo, pertenecientes a las líneas parentales como a las plantas F2, las cuales fueron

utilizadas para realizar el análisis molecular (BSA). Para la extracción de DNA, se

utilizaron hojas jóvenes no lesionadas por agentes patógenos ni insectos. Las hojas

fueron liofilizadas luego del muestreo y se almacenaron en cámara a 4ºC. La extracción

se llevó a cabo utilizando el kit de extracción Nucleo Spin Plant II (Macherey-Nagel,

Germany), empleando como agente extractivo el bromuro de cetil-trimetil amonio (CTAB)

(Hoisington y col. 1994).

D.1.2. Cuantificación del ADN.
El ADN genómico se cuantificó empleando un fluorómetro Versaflúor (Biorad)

mediante el uso del reactivo Hoechst Nº 33258, estableciendo una curva patrón con

estándares de ADN de timo de ternero (Biorad) de concentraciones conocidas. Para

determinar la calidad del ADN genómico obtenido se empleó electroforesis horizontal en

geles de agarosa al 0,8% (p/v) y tinción con bromuro de etidio (0,5 µg/ml), utilizando

como referencia concentraciones conocidas de ADN de timo de ternero (Biorad). Se

sembró un volumen de muestra de 5 µl, incluyendo 2 µl de buffer de siembra (Ver anexo).

La electroforesis se llevó a cabo en buffer TAE 1X a un voltaje constante de 5 Volts/cm

durante 20 min La visualización del ADN se realizó por transiluminación con luz UV, en

digitalizador de imágenes acoplado a PC con el programa Gene Quantitive (Biorad).

D.1.3. Amplificación por PCR.

La mezcla de reacción para la amplificación por PCR de todos los individuos

estudiados se preparó como se indica a continuación.

Reactivo Volumen

Buffer con (NH4)2SO4 [10X] (Invitrogen) 1,20 µl

MgCl2 [50 mM] 0,36 µl

Desoxirribonucleótidos trifosfato (dNTPs) [10 mM] 0,24 µl

Iniciadores Forward+ Reverse [5 µM] 0,30 µl

Taq Polimerasa Platinum (Invitrogen) [5 U/µl] 0,10 µl

H20 Mili-Q o tri destilada estéril 8,80 µl

ADN [15 ng /µl] 1,00 µl
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Las amplificaciones se realizaron en placa de 96 pocillos empleando un

termociclador GeneAmp system 9700 (Applied Biosystems) con el programa de

amplificación descripto a continuación.

Etapas del programa Tiempo

Desnaturalización inicial a 94 ºC 4 min

Touchdown (12 ciclos)
Desnaturalización a 94 ºC 45 s

Hibridación a 64 ºC (-1ºC/ciclo) 45 s

Elongación a 72 ºC 45 s

Amplificación (35 ciclos)
Desnaturalización a 94 ºC 45 s

Hibridación a 52 ºC
Elongación a 72 ºC
Extensión final a 72 ºC
Mantenimiento a 15 ºC

45 s

45 s

10 min

Todos los iniciadores, HA generados por INTA Castelar (Paniego y col., 2002,

Kiani y col., 2007) y ORS, desarrollados en la Universidad Estatal de Oregon, Department

of Crop and Soil Science (Tang y col., 2002 y 2003; Yu y col., 2003) empleados en este

trabajo se marcaron en el extremo 5´ del iniciador Forward con alguno de los siguientes

fluoróforos: 6-FAM (azul), HEX (verde) o NED (amarillo).

La presencia de producto de amplificación luego de la reacción de PCR fue

verificada mediante electroforesis horizontal en geles de agarosa al 2% (p/v) y tinción con

bromuro de etidio (0,5 µg/ml). Se sembró un volumen de muestra de 5 µl, incluyendo 2 µl

de buffer de siembra. La electroforesis se llevó a cabo en buffer TAE 1X a un voltaje

constante de 5 Volts/cm durante 20 min La visualización del ADN se realizó por

transiluminación con luz UV, en digitalizador de imágenes acoplado a PC con el

programa Gene Quantitive (Biorad). Se utilizaron dos marcadores de peso molecular

conocido (10 y 25 pb, Invitrogen). Para la observación de los mismos fragmentos de PCR

con la fluorescencia correspondiente según el fluoróforo marcador, se empleó el equipo

Typhoon (Amersham).

D.1.4. Electroforesis capilar.
La separación de los productos de amplificación se efectuó mediante

electroforesis capilar en secuenciador ABI 3130xl que mide la fluorescencia inducida por
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láser usando un detector de múltiples longitudes de onda. Se empleó como estándar de

peso molecular el compuesto GeneScan 500 (-250) ROX (6-carboxil-X-rodamina) que

está constituido por un conjunto de fragmentos de tamaño conocido marcados con un

fluoróforo de color rojo (Applied Biosystems). Las muestras se prepararon con 10 µl de

formamida (HiDi Formamide) como agente desnaturalizante y 0,1 µl de GeneScan 500 (-

250) ROX por cada placa de 96 pocillos. Se adicionaron 2 µl de las muestras (en una

dilución adecuada para favorecer la visualización de los picos fluorescentes), se

centrifugó, se desnaturalizó a 94ºC 5 min y se centrifugó nuevamente previo a la

inyección de las muestras en el equipo. Los datos colectados en forma de

electroferogramas fueron analizados automáticamente con el programa Genemapper 3.4

y 4.0 (Applied Biosystems) con el objeto de clasificar los alelos detectados según sus

pesos moleculares. Los criterios empleados para definir los alelos en base a los picos

detectados por el programa se detallan a continuación:

D.1.4.1. Intensidad de fluorescencia: El valor mínimo de la misma deberá ser de

100, correspondiendo así a un posible alelo del marcador analizado. Cuando existen dos

alelos de la misma forma, para determinar si el genotipo del individuo es realmente

heterocigota, la fluorescencia del pico principal del segundo alelo deberá ser como

mínimo 1/3 de la fluorescencia del pico principal del primer alelo (el de mayor intensidad).

Cuando un alelo excede la fluorescencia (desde aproximadamente 8000 o más), se suele

quebrar el pico principal originando dos picos solapados que podrían generar perfiles

falsos.

D.1.4.2. Forma del alelo: Deberá ser constante en todas las muestras analizadas,

lo cual es una medida de la certeza en cuanto a la especificidad del alelo detectado.

HA89. El alelo tomará el número de pares de bases del pico más alto, llamado pico

principal. En algunos casos la forma del alelo intercambia el orden del pico principal,

mostrando el pico adyacente más alto. En estos casos se tomará como criterio de alelo el

primer pico (originalmente el principal). Estas situaciones suelen originarse en los casos

donde hay agregado de una adenina (adenilación) por parte de la polimerasa.

D.1.4.3. Selección del rango (bin) del alelo: Si el tamaño molecular del alelo

corresponde a 148 pb, su rango será de 147,5-148,5; es decir que todos los picos

principales que se ubiquen dentro de este rango serán adjudicados como “alelo 148”. Si

el “bin” de ese alelo está mal definido, posiblemente la adjudicación de alelos en las

muestras también se vea desplazada. Si luego de verificar el bin sigue estando corrido el

alelo, posiblemente sea un nuevo alelo de ese marcador, se deberá controlar la forma del
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mismo y si se repite en algún otro individuo. La inserción de una sola base más al alelo

se puede justificar como una situación de deslizamiento de la polimerasa. Una solución

posible para esta situación será repetir la PCR de esa muestra para corroborar la

existencia del alelo “raro”.

D.1.4.4. Requerimiento de amplificación unilocus: Los marcadores que exhibieron

dos o más sitios de amplificación fueron descartados, dado que no fue posible asignar los

alelos que segregan juntos ni determinar el genotipo real del individuo heterocigota.

D.2. Determinación de marcadores polimórficos en líneas parentales: Los

materiales empleados para el análisis molecular corresponden a los parentales B59 y

R432, según se describió con anterioridad en las evaluaciones fenotípica. Se realizó el

análisis molecular, según lo indicado en el ítem D.1.4, en busca de alelos polimórficos

con el objeto de encontrar alelos exclusivos correspondientes a la tolerancia a sequía.

D.3. Análisis molecular (BSA).
A partir de los datos de caracterización fenotípica de las 105 familias F2:3,

(B59xR432), donde se utilizó el PGR como carácter fenotípico según la metodología

explicada anteriormente, se obtuvieron dos grupos de individuos contrastantes “bulks”

para el carácter antes mencionado: tolerantes a estrés hídrico (252, 283, 117, 224, 128,

324) y sensibles a estrés hídrico (148, 139, 95, 300, 138, 212), a los cuales se les realizo

un análisis de BSA, utilizando para ello el resultado de los marcadores microsatélites que

resultaron polimórficos entre los parentales. El objetivo final fue realizar un análisis

exploratorio en busca de posibles polimorfismos de ADN asociados a genes

responsables del carácter tolerancia al estrés hídrico en girasol (Michelmore y col., 1991).

Con respecto al análisis de segregación, se utilizó el algoritmo o test de CHI cuadrado,

para verificar la segregación mendeliana de los marcadores y para realizar el análisis de

ligamiento marcador-carácter.
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN
SECCIÓN A.
Evaluación de la metodología utilizada en la determinación de hormonas vegetales.

Se evaluaron ABA, SA y JA según los métodos de extracción y purificación de

Durgbanshi y col., (2005) adaptada, Miersch y col., (2008) adaptada y la de Luna y col.,

(1993), culminando tal purificación con la cromatografía líquida de alta presión, según lo

descripto en materiales y métodos.

La evaluación de los diferentes métodos de extracción y purificación arrojó los

siguientes resultados: En la determinación de ABA en 0.2 g. de tejido de plántulas de

girasol de 11 días de vida obtenidas según las condiciones explicitadas en materiales y

métodos realizadas por el método de extracción y purificación de Durgbanshi y col.,

(2005) (Fig. Nº 17), se puede observar que la misma no difiere significativamente con el

método propuesto por Luna y col., (1993), siendo en ambas técnicas los valores

obtenidos por debajo de 500 pmol. g-1 PS.
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Fig. Nº 17 Determinación de ABA (pmol. G-1 PS) en plántulas de girasol mediante método

propuesto por Durgbanshi y col., (2005) (barra verde) y método propuesto por Luna y col.,

(1993) (barra azul) (n=4 ± SE) p<0.05.
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En la determinación de SA en plántulas de girasol de 11 días de vida obtenidas

según las condiciones explicitadas en materiales y métodos realizadas por el método de

extracción y purificación de Durgbanshi y col., (2005) (Fig. Nº 18), se puede observar que

la misma no difiere significativamente con el método propuesto por Miersch y col., (2008).

Se observa además, que ambos valores están por debajo de 30000 pmol. G-1 PS.

0

5 0 0 0

1 0 0 0 0

1 5 0 0 0

2 0 0 0 0

2 5 0 0 0

3 0 0 0 0

3 5 0 0 0

4 0 0 0 0

pm
ol 

SA
/g.

 P
es

o S
ec

o

M ie rs c hD u rg b a n s h i

Fig. Nº 18 Determinación de SA (pmol. G-1 PS) en plántulas de girasol mediante método

propuesto por Durgbanshi y col., (2005) (barra verde) y método propuesto por Miersch y col.,

(2008) (barra azul) (n=4 ± SE) p<0.05.

En la determinación de JA en plántulas de girasol de 11 días de vida obtenidas

según las condiciones explicitadas en materiales y métodos realizadas por el método

extracción y purificación de Durgbanshi y col., (2005) (Fig. Nº 19), se puede observar que

la misma no difiere significativamente con el método propuesto por Miersch y col.,

(2008). Se observa además, que ambos valores están por debajo de 600 pmol. G-1 PS.
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Fig. Nº 19 Determinación de JA (pmol. G-1 PS) en plántulas de girasol mediante método

propuesto por Durgbanshi y col., (2005) (barra verde) y método propuesto por Miersch y col.,

(2008) (barra azul) (n=4 ± SE) p<0.05.

A partir de ello, la técnica que mejor se adecuó a los requerimientos del presente

trabajo fue la propuesta por Durgbanshi y col., (2005). La utilización de este método de

partición líquido-líquido sería el más conveniente cuando varias hormonas con diferentes

estructuras químicas y propiedades físico-químicas requieren ser extraídas de un extracto

vegetal en forma rápida, simultánea, menos costosa y laboriosa. Al mismo tiempo, este

método permite una remoción más eficiente de lípidos, haciéndolo más adecuado en

determinaciones hormonales de cultivos oleaginosos como girasol. La falta de estudios

de los múltiples grupos de hormona en las plantas se debe, al menos en parte, a la

complejidad de los extractos donde se realizan las cuantificaciones (Liu y col., 2003;

Müller y col., 2002) y además a la tecnología utilizada, donde por ejemplo el uso de GC-

MS requiere un laborioso proceso de derivatización (Engelberth y col., 2003, Fujita y col.,

2006; Schmelz y col., 2003; Kowalczyk y col., 2001; Forcat y col., 2008; Mueller y col.,

2006).

Por otra parte, se presentan múltiples dificultades para determinar los diversos

componentes en concentraciones por debajo de 50 ng/g, requiriéndose en el caso de los

métodos clásicos, varias etapas de purificación y grandes cantidades de tejido (Gómez-

Cadenas y col., 1996; Zaharia y col., 2005; Pan y col., 2008).
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A.1. Determinaciones de hormonas vegetales.

Por otra parte se ajustaron los parámetros del espectrómetro de masa que

permitieron la identificación y cuantificación de las hormonas mencionadas, siendo la de

mayor sensibilidad y reproducibilidad las descriptas en la Tabla Nº 1.

Analito Precursor

(m/z)

Producto

(m/z)

VC

(kVol.)

VC

(eV)

RW

(min)

Dwell

(s.)

EC

(eV)

ABA 263 153 3.25 35 9.40 0.2 5

SA 137 93 3.25 35 5.6 0.2 5

JA 209 59 3.25 35 14.2 0.2 5

Tabla Nº 1 Transiciones MRM y condiciones usadas en espectrómetro de masas (Quattro
Ultima, Micromass, Manchester, Reino Unido). VC = Voltaje de capilar: (kVol), VC (eV) =
Voltaje de cono, RW (min) = Tiempo de retención, EC (eV) = Energía de colisión. El inter-

channel fue configurado en segundos (s) al igual que el inter-scan time.

SECCIÓN B.
Caracterización fenotípica.

B. 1 Evaluación fenotípica de familias F2:3

B.1.1 Evaluación del recuento final de germinación (familias F2:3)
Las 105 familias F2:3, incluidos los parentales A59 y R432 fueron evaluadas por el

comportamiento de poder germinativo cuando fueron sometidas a 400 mM de manitol con

referencia al que muestran tales familias en condiciones control denominado poder

germinativo relativo (PGR), observándose entre las mismas diferencias significativas

según se puede observar en la Tabla Nº 2.

Para el análisis de la segregación del carácter, las familias F2:3 se agruparon en

base a intervalos de PGR y se los represento en función del Nº de progenie F2:3 en cada

categoría (Fig. Nº 13), lo cual mostró una variación continua con tendencia a una

distribución normal, presentando un extremo de familias susceptibles, familias

intermedias y otro extremo de familias tolerantes Se probó normalidad para PGR con

algoritmo en programa estadístico SAS (Statistical Analysis Software), el mismo, mostró

normalidad para el carácter en cuestión. Estos datos de PGR de las familias F2:3 (R432 x
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A59) observados en la Fig. Nº 13, muestran una distribución cuantitativa para la variable

en estudio, en el estadio fenológico de plántula.

FV GL SC CM F P-valor

Modelo 104 225393,13 2167,24 9,16 <0,0001

Familia F2:3 104 225393,13 2167,24 9,16 <0,0001

Error 315 74535,75 236,62

Total 419 299928,88

CV: 19.90; R2: 0.75; FV: Fuentes de Variación; GL: Grados de Libertad; SC: Suma de
Cuadrados; CM: Cuadrados Medios; NS: no significativo; *significativo;**: altamente
significativo (1%); f: Estadístico.

Tabla Nº 2 ANOVA individual de progenies F2:3 (R432 x A 59) de girasol para la variable
porcentaje de germinación (Manitol 400 Mm) en relación al testigo no sometido a estrés hídrico

(PGR).

Cabe destacar, que estas familias F2:3 son el resultado del cruzamiento de dos

líneas endocriadas contrastantes para el carácter tolerancia a estrés hídrico previamente

seleccionadas a campo utilizando la técnica de cobertura del entresurco con film plástico,

según lo indicado por Andrade y col., (2009). La F1 producida fue auto-fecundada para

generar las plantas F2 y a partir de la autofecundación de estas últimas se obtuvieron las

respectivas familias F2:3 o F2:3. A su vez fueron observadas familias con comportamiento

superior al parental tolerante (segregación transgresiva); fenómeno que puede ser

explicado a través de las interacciones intra-alélicas tales como aditividad y

sobredominancia e inter-alélicas tales como la epistasis. Resultados similares obtuvieron

Septiningsih y col., (2013), ante la búsqueda de QTL en variedades locales de arroz para

la tolerancia a condiciones anaeróbicas durante el estadio ontogénico de germinación, en

este caso, las combinaciones más favorables de alelos de los dos padres contribuyen a

una mayor tolerancia de sus progenies.

Varios estudios han demostrado segregación transgresiva, como los análisis de

QTL para rendimiento, sus componentes y la calidad del grano de especies silvestres de

arroz (McCouch y col., 2007; Septiningsih y col., 2003; Thomson y col., 2003;

Septiningsih y col., 2012b). Una posible consecuencia de la segregación transgresiva, es

el origen de fenotipos híbridos que superan la expresión fenotípica de la especie parental

y que podría ser un fenómeno común (Grant, 1975; Rieseberg y Ellstrand, 1993;
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Rieseberg y col., 1999). La segregación transgresiva podría ser un mecanismo rápido de

transición evolutiva, debido a que la hibridación genera variación en los genes de manera

simultánea. Albertson y col., (2003) demostraron que la segregación transgresiva y co-

variación genética podrían haber contribuido a la adaptación de los cíclidos en África

Oriental (Albertson y col., 2003; Albertson y Kocher, 2005). La introgresión de rasgos de

tolerancia a estrés abiótico en híbridos de girasol, como Helianthus annuus y Helianthus

debilis, en América del norte, parecen estar fuertemente influenciadas por la segregación

transgresiva (Whitney y col., 2010). Además, la segregación transgresiva parece estar

asociada con la endogamia y es más común en las plantas que en los animales. Diversos

rasgos que muestran segregación transgresiva, podrían contribuir a la divergencia

ecológica y aislamiento reproductivo de los híbridos (Rieseberg y col., 1999), estos

mismos autores consideraron que la segregación transgresiva en los híbridos se puede

dar por diversas causas, siendo la más importante la complementación entre los loci de

los individuos parentales. Por otro lado, la segregación transgresiva manifiesta las

interacciones entre loci con alelos de efectos opuestos sobre los fenotipos dentro de cada

especie, pero en los padres podría haber efectos de refuerzo (complementación) en

generaciones híbridas a partir de la generación F1.

Se han propuesto otros mecanismos para explicar el fenómeno de segregación

transgresiva tales como: incremento en la tasa de mutación, la exposición de los alelos

recesivos en la segregación de las poblaciones híbridas, epistasis y sobredominancia,

pero estos mecanismos alternativos han recibido poco respaldo (Rieseberg y col., 1999).

La manipulación de poblaciones segregantes podría ser una forma de utilizar a los

individuos silvestres como fuentes de genes para incrementar el rendimiento de cultivos

de interés agronómico, sobre todo cuando estos tienen el mismo nivel de ploidía, sin

embargo, sólo unos pocos mejoradores han explorado esta posibilidad (Frey, 1976;

Harlan, 1976).
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Fig. Nº 20 Familias F2:3 agrupadas por intervalos de porcentaje de germinación en relación al

testigo (PGR) vs. Número de progenies F2:3 en cada categoría.

De las determinaciones de PGR realizadas, se estableció que las familias F2:3 138,

336, 333, 277, 300, 139, 212, 148, 256, 95, y 66, muestran una sensibilidad marcada ante

condiciones de estrés hídrico (Fig. Nº 21), ubicándose a tales familias dentro del grupo

que corresponde a “sensibles” (Fig. Nº 20). Mientras que las familias F2:3 214, 102, 252,

324, 108, 224, 128, 283, 291, 199 y 117 demostraron una alta tolerancia a estrés hídrico

(Fig. Nº 21), colocándose a estas familias dentro del grupo que corresponde a

“tolerantes” (Fig. Nº 20), ante condiciones de estrés hídrico.
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Fig. Nº 21 Determinación de PGR (%) en familias F2:3 tolerantes y sensibles sometidas a estrés

hídrico (n=4 ± SE), según test de LSD-Fisher (p<0.05).

El análisis estadístico de PGR realizado a las familias F2:3 sensibles y tolerantes

determino que existen diferencias estadísticamente significativas entre dichas familias, lo

que corroboraría su comportamiento contrastante para poder germinativo, ante

condiciones de estrés hídrico. Este resultado mostraría la variabilidad existente para el

carácter evaluado y por otro lado nos indicaría la importancia de evaluar el estrés hídrico

en el estadio de germinación y crecimiento temprano. Según los autores (Dhanda y col.,

2004; Hu y Jones 2004; Iqbal y Ashraf. 2006) indican que el índice de tolerancia a estrés,

como el poder germinativo, puede utilizarse como criterio de selección para diferenciar

genotipos tolerantes a estrés hídrico. El establecimiento de la plántula es una etapa

crítica, porque es indispensable cumplimentar con la imbibición de la semilla (Almansouri

y col., 2001; Albuquerque y De Carvalho, 2003), un estrés hídrico en tal estadio produce

pobre e irregular germinación de semillas y falta de sincronización en el establecimiento

de las plántulas (Mwale y col., 2003; Mustapha y col., 2009). Se observó que el

porcentaje de germinación y producción de biomasa disminuyeron con el aumento de

estrés osmótico (Sajjan y col., 1999) y el tiempo medio de germinación se prolongó en

forma considerable con elevados déficit de agua (El-Midaoui y col., 2001).

Además de los efectos hormonales ya mencionados de ABA, SA y JA durante la

etapa de germinación, diversos investigadores demostraron que ante condiciones de
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estrés, diversos compuestos nitrogenados como el óxido nitroso, pueden mejorar la

germinación de la semilla mediante el aumento de las actividades de amilasa (Zhang y

col., 2006b; Hu y col., 2009). El control en la producción de productos como O2 y H2O2,

pueden aliviar el estrés mediante el control del daño oxidativo ocasionado sobre diversas

membranas, efectos similares que se lograrían por la acción de enzimas antioxidantes

como la superóxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y peroxidasa (POD), enzimas que

tienen un rol muy importante durante la germinación y crecimiento de la planta bajo

diferente condiciones adversas (Li y col., 2011; Tuna y col., 2008; Sajedi y col., 2011;

Jubany-Marí y col., 2010; El-Maarouf-Bouteau y col., 2015).

Características como germinación y emergencia son rasgos complejos, que

puedan ser controlados por un gran número de genes o QTL y los mismos pueden ser

identificados y analizados mediante análisis multilocus (Bettey y col., 2000). La

identificación de regiones cromosómicas con efectos sobre la germinación y desarrollo de

semillas de girasol no se presentan con frecuencia en la literatura, no es así el caso de

arroz, donde se han publicado diversos trabajos acerca de QTLs que controlan latencia

de las semillas (Lin y col., 1998), el vigor de plántulas (Redoña y Mackill, 1996) y

características de las raíces (Ray y col., 1996; Price y col., 2000). En Brassica oleracea,

se identificaron dos QTL para el tiempo medio de germinación (Bettey y col., 2000).

Paterson y Sorrells (1990) encontraron múltiples genes dominantes para la germinación

tardía en trigo. En contraste, Bhatt (1983) Identificaron dos genes recesivos para este

carácter en el mismo cultivo.

Si se logran identificar los loci correspondientes a la germinación, los mejoradores

serán capaces de seleccionar específicamente aquellos alelos que contribuyan a su

mejora en especies de interés agronómico. La disponibilidad de marcadores moleculares

específicos para la identificación de loci relacionados a la germinación sería de gran

beneficio, proporcionando un gran potencial para la detección más rápida de

combinaciones beneficiosas de alelos en los programas de mejoramiento (Al-Chaarani y

col., 2005).

B.1.2 Evaluación de peso seco (familias F2:3)
Se evaluaron 98 familias F2:3, luego de su desarrollo como plántula, para peso

seco cuando fueron sometidas a 400 mM de manitol con referencia al testigo no sometido

a estrés hídrico (PSR), cuando las plántulas alcanzaron los 11 días de vida en las

condiciones descriptas en materiales y métodos. Para el análisis de estos datos se

realizó un análisis de la varianza no paramétrico por la prueba de Kruskal-Wallis. De
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acuerdo al análisis antes mencionado, se puede observar que las familias F2:3 mostraron

diferencias significativas.

A los fines de observar la segregación que presento este carácter, las familias F2:3

se agruparon en base a intervalos de PSR y se los represento en función del Nº de

progenie F2:3 en cada categoría (Fig. Nº 22), lo cual nos muestra una variación continua

con tendencia a una distribución normal como la observada en el caso del PGR,

presentando un extremo de familias susceptibles, familias intermedias y otro extremo de

familias tolerantes.

En los resultados obtenidos para PSR provenientes de familias F2:3 que se

mostraron sensibles y tolerantes al tratamiento de estrés hídrico, se puede observar que

ambas presentan menor PSR con respecto al control a excepción de la familia 117 (Fig.

Nº 23). Además, se puede observar, que las familias F2:3 sensibles presentan en general

menor PSR comparadas con las familias F2:3 tolerantes a excepción de la familia F2:3 95.

En las familias F2:3 tolerantes se obtuvieron PSR superiores al 80 % en las familias 224,

128, 283, 291, 199 y 117, mientras que en las familias F2:3 sensibles el PSR fue en

general menor al 80%, este es el caso de las familias 138, 336, 333, 277, 300, 139, 212,
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Fig. Nº 22 Progenie F2:3 agrupadas por intervalos de peso seco relativos al control (PSR) vs.

Número de progenies en cada intervalo.
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148 y 256. El análisis estadístico de PSR, demostró que se pueden diferenciar dentro del

grupo de familias F2:3 tolerantes y sensibles, seis sub-grupos de acuerdo al

comportamiento del carácter PSR en función del estrés hídrico: Grupo I (familias F2:3 138,

336), Grupo II (familias F2:3 66, 214, 102, 252), Grupo III (familias F2:3 333, 277, 300),

Grupo IV (familias F2:3 139, 212, 148, 324, 108), Grupo V (familias F2:3 256, 224, 128, 283,

291, 199), Grupo VI (familias F2:3 95, 117). Por lo tanto, como se observa en la Fig. Nº 23

se podría destacar el comportamiento de la familia del grupo I, como las de menor

respuesta para este carácter frente a condiciones de estrés hídrico, mientras que las

familias que integran el grupo VI fueron las que presentaron el mejor peso seco relativo al

testigo.

Se observa además que el estrés hídrico modificaría los eventos post-

germinativos, y que este parámetro no sería tan eficiente como PGR en discriminar

genotipos sensibles y tolerantes a estrés hídrico.
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Fig. Nº 23 Determinación de PSR (%) en familias F2:3 tolerantes y sensibles sometidas a estrés

hídrico (n=4 ± SE), según test de LSD-Fisher (p<0.05).

En estudios previos, diferentes genotipos de girasol mostraron respuestas

diferenciales a diversos tratamientos de estrés hídrico. Algunos autores informaron que

mutantes de girasol poseen una mayor resistencia al estrés osmótico y lograron

demostrar además que tanto germinación como acumulación de materia seca y altura de
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planta se inhiben en presencia de polietilenglicol-6000 (PEG-6000), cuando se alcanza

una presión osmótica superior a - 5 bares (Smok y col., 1993; Lenzi y col., 1995). Los

efectos adversos de la escasez de agua en la germinación y crecimiento de plántulas han

sido también informado en diferentes cultivos, como el trigo (Dhanda y col., 2004),

remolacha azucarera (Sadeghian y Yavari, 2004) y sorgo (Gill y col., 2002).

La variación en el rendimiento de los híbridos de girasol determinados por el

crecimiento de las plántulas en forma de biomasa seca, altura de planta y longitud de la

raíz indica que el crecimiento de plántulas es un procedimiento confiable y eficiente para

la detección de híbridos de girasol para la tolerancia a estrés hídrico. Si bien los

parámetros altura de la planta y materia seca se redujeron con el incremento en el estrés

hídrico, generado por PEG-6000, diferentes híbridos mostraron un rendimiento diferente

bajo ambiente de estrés (Ashraf y col., 1996).

B.2 Evaluación de crecimiento de RILs F6.
A fin de observar la respuesta de los distintos genotipos ante condiciones de

estrés, se realizó la evaluación bajo condiciones controladas de las RILs F6 según

Pereyra-Irujo y col. (2007). De acuerdo a lo observado en el grupo evaluado (Fig. Nº 24),

la producción de biomasa por parte de la RIL 325 se encuentra por encima del 60%

presentando diferencias significativas con las RILs 138, 62, 189 y R432. Por otro lado, la

que presentó menor producción de biomasa fue la línea parental R432 presentando

diferencias significativa con las RILs A59 (46.44%), 325 y 296, en este caso la producción

de biomasa estuvo alrededor de 30%.
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Fig. Nº 24 Peso seco (g /planta) de RILs en F6 control y tratamiento (Estrés hídrico) evaluadas

bajo condiciones de invernadero. Letras distintas indican diferencias estadísticamente

significativas (n=4 ± SE), según test de Tukey (p≤0.05).

El estrés hídrico puede poner en peligro muchas funciones de la planta, pero el

efecto principal es la reducción en la fijación de carbono. Esto a su vez, puede afectar

diferencialmente el crecimiento vegetal y la producción en función de muchas variables

tales como la longitud del tallo, afectar su estado vegetativo y ser susceptible a otros tipos

de estrés ambientales como alta radiación solar, altas y bajas temperaturas. Una de las

respuestas más conocidas a la sequía es el cierre estomático y el consiguiente aumento

de la resistencia del CO2 y su difusión a la hoja (Kaiser, 1987). La concentración de CO2

en el lugar de su fijación (cloroplasto) puede estar más restringida por las resistencias

internas del mesófilo de la hoja (Loreto y col., 1992). En varias especies de plantas

incluyendo manzana (Malus x domestica), girasol (Helianthus annuus) y sicómoro (Acer

pseudoplatanus), el cierre de los estomas se produjo cuando el sistema radical fue

expuesto al déficit de agua, a pesar de que el estado hídrico en las hojas se mantuvo sin

cambios (Wilkinson y Davies 2002). En el mismo sentido, ABA actúa como una señal

química principal que induce el cierre de los estomas a través de segundos mensajeros

tales como especies reactivas de oxígeno, óxido nítrico, Ca+2, seguido por la activación e

inactivación de proteínas quinasas/fosfatasa (Negi y col., 2008; Vahisalu y col., 2008

2010; Ward y col., 2008, Lee y col., 2009; Chen y col., 2010; Sánchez-Martín y col. 2015).
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Por su parte, JA puede tener un efecto importante durante el crecimiento y

desarrollo, este parece inhibir el crecimiento a través de la supresión de la mitosis y la

proliferación celular (Noir y col., 2013; Zhang y Turner, 2008). Esto podría deberse a un

equilibrio entre el crecimiento y la defensa, donde GA y sus proteínas reguladoras

negativas DELLAs actúan antagónicamente a JA y sus reguladores negativos JAZs. En

ausencia de GA y la presencia de JA, tiene lugar la supresión del crecimiento y la

activación de la defensa (Kazan y Manners, 2012; Wasternack y Hause, 2013).

Se ha reportado que respuestas diferenciales de genotipos de maní ante

condiciones de estrés hídrico, puede ser debidas a su capacidad de mantener una baja

producción de biomasa ante condiciones adversas antes mencionadas (Pimratch y col.,

2008). En este sentido, el mismo autor demostró que los efectos del estrés hídrico

provocan una reducción en la producción de biomasa que va desde un 13,0 % a 32,7 %

según el nivel de estrés hídrico impuesto. Tal reducción se debería a que un aumento en

la producción de ABA ante condiciones de estrés hídrico provoca una reducción en la

transpiración a través del cierre estomático lo que a su vez suprime la producción de

biomasa (Condon y col., 2004; Blum, 2005). Ante esta situación, líneas de maíz

transgénico mostraron una mayor capacidad fotosintética y eficiencia del uso del agua,

así como alta producción de biomasa bajo condiciones leves de déficit hídrico (Ding y

col., 2009). La mayor sensibilidad frente al estrés y menor capacidad de recuperación

ante condiciones de estrés hídrico, quedaron demostrados en las mayores reducciones

del área foliar, peso seco de la parte aérea en variedades de papa de acuerdo a lo

publicado por Martínez y Moreno (1992). Las características diferenciales entre genotipos

de Amaranthus spp podría haber implicado diversas estrategias para el control del agua

por parte de la planta. Entre los genotipos evaluados, la relación masa seca área foliar

/masa seca de la raíz de la variedad “Hin Choi” fue la menos afectada por la sequía (Liu y

Stützel, 2004). Esto podría atribuirse a su baja conductancia estomática (Liu y Stützel,

2002b), lo que permite a las plantas controlar el agua de forma restrictiva, cuando se

producen situaciones de estrés hídrico.

SECCIÓN C.
Determinaciones de hormonas vegetales
C.1. Determinaciones de hormonas vegetales en familias F2:3.

En referencia a las concentraciones de SA en familias F2:3 tolerantes (Fig. Nº 25),

se puede observar que las mismas bajo estrés hídrico, presentan una tendencia a

disminuir las concentraciones de SA, como es el caso de las familias 324, 224, y 108,
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mostrando en estos casos, diferencias significativas con sus controles. Por otra parte, se

observa que las familias 128, 283 y 252 bajo condiciones de estrés hídrico no muestran

una diferencia significativa con los respectivos controles. La familia 117 representa en

este caso, la única familia que bajo condiciones de estrés incrementa las concentraciones

de SA con una diferencia significativa con respecto a su control, lo cual coincide con el

comportamiento de las familias 174 y la 310 analizados con anterioridad (Fernández,

2012) y que forman parte del grupo de familias intermedias según su PGR.
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Fig Nº 25 Niveles endógenos de SA (pmol. g-1 PS) en familias F2:3 tolerantes, controles (barras

verde) y tratadas con manitol (barras naranja). (Letras distintas indican diferencia significativa)

(n=4 ± SE), según test de LSD-Fisher (p<0.05).

Con respecto a las familias F2:3 sensibles, se observa en la Fig. Nº 26 que la

síntesis de SA bajo condiciones de estrés tiende a disminuir en general en las familias

bajo tratamiento con respecto a los controles, mostrando diferencias significativas las

familias 148, 139, 95, 300, 138 y 256.
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Fig. Nº 26 Niveles endógenos de SA (pmol. g-1 PS) en familias F2:3 sensibles, controles (barras

verde) y tratadas con manitol (barras naranja). (Letras distintas indican diferencia significativa)

(n=4 ± SE), según test de LSD-Fisher (p<0.05).

Los valores promedios de SA en los controles de las familias tolerantes, según

PGR, fue de 18023,39 pmol/g PS mientras que en las familias sensibles fue de 37566,41

pmol/g PS, estos diferentes niveles basales de familias sensibles y tolerantes a estrés

hídrico indicarían que SA podría estar involucrado en la respuesta al déficit hídrico, por

otra parte si tomamos como criterio de discriminación el PSR, donde se diferencian

ambos extremos, se observa que las familias sensibles presentan una disminución en el

contenido de SA en estrés hídrico, mientras que la familia 117 (tolerante) manifestó un

incremento en los contenidos de SA. Rajjou y col., (2006) y Borsani y col., (2001),

proponen a SA como el principal componente en la respuesta al estrés osmótico en la

germinación de plántulas de Arabidopsis. Al presente, se ha informado que SA también

juega un papel importante en las respuestas a estreses abióticos como la sequía,

temperaturas altas y bajas, metales pesados y estrés osmótico (Krantev y col., 2006; Vlot

y col., 2009; Molina y col., 2002, Nemeth y col., 2002; Munné-Bosch y Peñuelas, 2003;

Shi y col., 2008; Rivas-San Vicente y Plasencia, 2011; He y Zhu, 2008; Ashraf Y col.,

2010, Hayata y col., 2010). Se observó además que la aplicación exógena de SA mejoró

el porcentaje de germinación en plantas de tomate (Szepesi y col., 2005). Además

trabajos de Mikolajczyk y col., (2000) han determinado que el estrés osmótico puede
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inducir una síntesis elevada de SA y el mismo activar proteínas Kinasas para responder

adecuadamente a situaciones desfavorables. Por otra parte se ha informado que SA en

Arabidopsis ha participado en la protección de la planta contra el estrés oxidativo

(Sharma y col., 1996, Rao y Davis, 1999; Li y col., 2012), que podría ser generado en

caso de sufrir la planta estrés hídrico (Trejo y Davies, 1991). Tratamientos exógenos con

SA generaron incrementos de prolina y ABA en especies de Hordeum spontaneum, esto

implicaría que ABA y prolina podrían contribuir al desarrollo de una reacción de

protección ante situaciones adversas inducidas por SA (Bandurska y Stroinski, 2005). En

este sentido Hanan (2007) observo que tratamientos con SA disminuyen el daño

oxidativo y confieren una mayor resistencia ante tratamientos con NaCl en plantas de

cebada y trigo además de mejorar la aclimatación ante estas situaciones desfavorables.

Aplicación exógena de SA y glicina-betaína, mejora el rendimiento de híbridos de girasol

con diferentes grados de estrés hídrico en parámetros de producción tales como,

diámetro de capitulo, número de aquenios y contenido de aceite en semilla (Hussain,

2008). Pre-tratamiento con SA disminuyó la actividad de la catalasa tanto en raíces y

hojas, pero la actividad de otras enzimas asociadas con la defensa antioxidante,

superóxido dismutasa (SOD), peróxidos (POD), ascorbato peroxidasa (APX) y glutatión

reductasa (GR) exhibió diferentes cambios. Como regla general, la actividad de estas

enzimas (SOD, CAT, POX y APX) disminuyó en comparación con su respectivo control

en plantas de tomate (Szepesi y col., 2005). Existen informes contradictorios sobre el

efecto de la SA en la germinación de semillas y el establecimiento de plántulas, lo que

sugiere que esta molécula puede inhibir la germinación, como se dio en el caso del maíz

(Guan y Scandalios, 1995), o bien mejorar el vigor de la semilla, como en el trigo

(Shakirova y col., 2003). Se ha propuesto que SA en Arabidopsis puede aumentar el

daño oxidativo, causando así letalidad de plántulas en estas condiciones (Borsani y col.,

2001). Sin embargo, se observó que a concentraciones inferiores a 1 mM, SA no afectó la

velocidad ni homogeneidad en la germinación de Arabidopsis (Rajjou y col., 2006).

En referencia a las concentraciones de ABA, en el caso de las familias F2:3

tolerantes (Fig. Nº 27), se puede distinguir que la mayoría de las familias muestran una

tendencia a disminuir los niveles de ABA bajo condiciones de estrés hídrico. En este

sentido, solamente las familias 128, 117 y 108 sometidas a tratamiento, manifiestan una

disminución estadísticamente significativa en las concentraciones de ABA con respecto al

control, mientras que la familia F2:3 252 fue la única que presento un incremento

significativo de la concentración de ABA bajo condiciones de estrés hídrico, y las

restantes familias (324, 224 y 283) no presentaron diferencias significativas.
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Fig. Nº 27 Niveles endógenos de ABA (pmol. g-1 PS) en familias F2:3 tolerantes, controles

(barras verde) y tratadas con manitol (barras naranja). (Letras distintas indican diferencia

significativa) (n=4 ± SE), según test de LSD-Fisher (p<0.05).

En relación a las familias F2:3 sensibles, que se observan en la Fig. Nº 28, cuando

fueron sometidas a estrés hídrico, se presenta un incremento generalizado de los niveles

de ABA. Se puede observar que tal efecto fue significativamente mayor, comparado con

sus controles, en las familias F2:3 139, 138, 212 y 256. Solamente la familia 300 muestra

una disminución significativa en los niveles de ABA cuando fue sometida a condiciones

de estrés.

Por otra parte, si tomamos como criterio de discriminación PSR, observamos que

mientras la familia más tolerante (117) muestra una disminución de los niveles de ABA,

en la familia sensible (138) muestra un importante incremento de ABA bajo condiciones

de estrés hídrico.
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Fig. Nº 28 Niveles endógenos de ABA (pmol. g-1 PS) en familias F2:3 sensibles, controles (barras

verde) y tratadas con manitol (barras naranja). (Letras distintas indican diferencia significativa)

(n=4 ± SE), según test de LSD-Fisher (p<0.05).

A partir de lo expuesto, queda en evidencia que la familias sensibles muestran

mayores niveles de ABA bajo estrés hídrico lo que podría conferir a la planta una ventaja

para enfrentar condiciones desfavorables (Jacobsen y col., 2002; Joshi-Saha y col., 2011

Millar y col., 2006; Sreenivasulu y col., 2007), pudiendo provenir dicho incremento de

ABA por la activación de las vías anabólicas (Nambara y Marion-Poll, 2005; Schroeder y

col., 2001), como catabólicas (Lee y col., 2006; Ren y col., 2007; Shinozaki y Yamaguchi-

Shinozaki, 2000; Kushiro y col., 2004 ). Vías catabólicas de ABA como la hidroxilación

pueden contribuir a una disminución en la concentraciones de ABA. Existen tres maneras

diferentes de hidroxilación y en cada una de ellas se oxida uno de los grupos metilo del

anillo de ABA (C-7´, C-8´, C-9´). Las tres formas de ABA hidroxilado poseen actividad

biológica pero la hidroxilación a su vez dispara vías de inactivación (Zhou y col., 2004).

La más frecuente reacción de catabolismo de ABA es la hidroxilación en la posición del

C-8´ para formar 8´-hidroxi-ABA, ácido faseico (PA) y dihidrofaseico (DPA), los cuales

pueden ser posteriormente conjugados con glucosa (Hirai y col., 2003). Se ha informado

que la hidroxilación es la principal vía de regulación del catabolismo de ABA en varios

procesos controlados por esta hormona. De esta manera, el PA y DPA son los catabolitos

más abundantes siendo el primero de ellos producido a partir de la isomerización
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espontánea del 8´-hidroxi-ABA. Luego, el PA puede ser transformado a DPA mediante

una reductasa soluble. Con respecto a la actividad biológica de los catabolitos de ABA se

sabe que es muy reducida, aunque el grado de reducción varía entre los bioensayos

realizados. Recientemente se demostró que diferentes proteínas de unión al ABA en

manzanas y células de la aleurona de cebada son incapaces de unirse al PA sugiriendo

que es un metabolito inactivo por lo menos en algunos procesos fisiológicos (Zhang y

col., 2001); por otro lado, otros bioensayos demostraron que el DPA es completamente

inactivo (Walton y Li, 1995).

Una de las vías para incrementar el ABA dentro de la planta es la propuesta por

Sauter y col. (2002), que señalaron que el ABA-GE, fisiológicamente inactivo, podría

actuar como una señal sólo cuando es clivada en el apoplasto de la hoja y liberada como

ABA fisiológicamente activo. También han demostrado que una β-glucosidasa

apoplástica específicas para el sustrato ABA-GE existe y que la actividad de esta enzima

aumenta 7 veces bajo estrés salino en hojas de cebada (Dietz y col., 2000).

Recientemente, Lee y col. (2006), demostraron que plantas de Arabidopsis sp. deficientes

en β-glucosidasas exhiben niveles muy bajos de ABA en hojas y producen fenotipos

sensibles a estrés. En situaciones de déficit hídrico, se produce una rápida polimerización

de las β-glucosidasas en los microsomas de las hojas de Arabidopsis, con una actividad

enzimática 4 veces mayor que en controles no estresados. El ABA-GE fue clivado en una

tasa más alta y el ABA fue liberado de los microsomas al citosol.

Se observó que la aplicación exógena de ABA mejora considerablemente la

tolerancia a sequía de Cynodon dactylon (Lu y col., 2009). Por otra parte, las plantas

tratan de ajustar el ABA constantemente para responder a diversos cambios en las

condiciones ambientales. El comportamiento de las familias sensibles y tolerantes a

estrés hídrico con respecto a las concentraciones de ABA, es consistente con reportes

previos donde compararon cultivares tolerantes y sensibles a estrés en diferentes

especies (Zheng y Li, 2000; Chen y col., 2002; Perales y col., 2005; Zhu, 2002;

Himmelbach y col., 2003). Incrementos en la concentración de ABA bajo estrés hídrico,

fue reportada en diversas etapas del desarrollo como por ejemplo, maíz (Xin y col., 1997;

Wang y col., 2008), sorgo (Kannangara y col., 1983), trigo (Iqbal y col., 2010; Raziuddin y

col., 2010), festuca (Abernethy y McManus, 1998), cebada (Thameur y col., 2010) y

alfalfa (Han y col., 2008). Un aumento de ABA podría contribuir a una pre-adaptación de

las plantas al estrés, ya que ABA es conocido por tener un papel clave en la inducción de

la síntesis de proteínas relacionadas al estrés (Leung y Giraudat, 1998; Moons y col.,

1997).
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En cuanto a las concentraciones de JA en familias F2:3 (R432 x B59) tolerantes

observados en la Fig. Nº 29 podemos notar que en líneas generales los niveles de JA de

las familias tolerantes no muestran una diferencia significativas con respecto a los

controles a excepción de las familias 324, 224 y 117, las cuales muestran tendencia a

disminuir sus niveles de JA cuando fueron sometidos a estrés hídrico.
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Fig. Nº 29 Niveles endógenos de JA (pmol. g-1 PS) en familias F2:3 tolerantes, controles (barras

verde) y tratadas con manitol (barras naranja). (Letras distintas indican diferencia significativa)

(n=4 ± SE), según test de LSD-Fisher (p<0.05).

Se puede observar que el resto de las familias no manifiesta una diferencia

significativa cuando fueron sometidas a estrés hídrico.

En la Fig. Nº 30 se observa que familias F2:3 sensibles ante condiciones de estrés

hídrico muestran una tendencia a disminuir las concentraciones de JA con diferencias

significativas en el caso de las familias 139, 95, 300, 212 y 256 con respecto a los

controles. Solo en el caso de la familia 148 no se observa diferencia significativa con

respecto al control.

Cuando observamos las respuestas hormonales respecto a la discriminación por

PSR podemos observar que mientras la línea más tolerante a estrés hídrico (117)

muestra una disminución de JA y la línea más sensible (138) muestra un incremento

significativo en los niveles de tal hormona.
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Fig. Nº 30 Niveles endógenos de JA (pmol. g-1 PS) en familias F2:3 sensibles, controles (barras

verde) y tratadas con manitol (barras naranja). (Letras distintas indican diferencia significativa).

(n=4 ± SE), según test de LSD-Fisher (p<0.05).

Este último análisis mostraría concordancia con los realizados en otras especies

como cebada (Lehmann y col., 1995; Kramell y col., 2000) ó en maíz (Xin y col., 1997) en

donde se observaron incrementos de JA ante condiciones de estrés hídrico, además bajo

estas condiciones se incrementan los niveles de transcriptos de JA y las actividades de

enzimas antioxidantes (Shan y Liang, 2010). Gao y col., (2004) demostraron la

participación de JA bajo estrés por sequía mediante la acumulación de la betaína, un

osmoprotector que se acumula en las hojas de las plantas bajo estrés ambiental.

En girasol encontramos lo observado por Vigliocco y col., 2007, donde se

observaron cambios en los patrones de jasmonatos en semillas secas y embebidas por

72 horas, cuando las mismas tuvieron diferentes condiciones ambientales durante la

embriogénesis, observándose un incremento en el ácido oxo-fitodienoico (OPDA) y una

disminución en la forma hidroxilada del carbono 12 de ácido jasmónico. A partir de lo

observado entendemos que estos cambios en los niveles de ácido jasmónico, abre la

posibilidad de futuras investigaciones para evaluar los cambios que pudieran ocurrir entre

familias sensibles y tolerantes en los niveles de OPDA, como también modificaciones en

los niveles de ácido jasmónico metilado o conjugado con Isoleucina los cuales han sido
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citados como poderosos mensajeros de la vía de los jasmonatos (Kazan y Manner, 2008;

Lyons y col., 2013; Wasternack y Hause, 2013).
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Fig. Nº 31 Patrones de distribución hormonal expresados en porcentajes por hormona en familias

F2:3 Tolerantes y familias F2:3 Sensibles sometidos a estrés hídrico. Ácido abscísico (ABA), ácido

jasmónico (JA) y ácido salicílico (SA).

Teniendo en cuenta que no solo es importante la concentración de las hormonas

sino su balance hormonal en relación al efecto fisiológico que producen se planteó en la

Fig. Nº 31 un análisis compuesto de SA, JA y ABA en las familias F2:3 sensibles y

tolerantes tanto en condiciones control y con estrés hídrico.

En tal representación gráfica se observa que los controles de las familias

tolerantes, según PGR presentan niveles de ABA elevados si se los compara con los

valores de ABA de los controles de las familias sensibles. Al ser sometidas ambos grupos

de familias a estrés hídrico se observó que los niveles de ABA de las familias tolerantes

no se incrementa en forma significativa, mientras que en las familias sensibles sus

niveles se incrementaron 4 veces comparados con sus respectivos controles. Los niveles
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de SA y JA observados en las familias tolerantes se puede apreciar un bajo nivel de JA y

un elevado nivel de SA bajo condiciones control y prácticamente no se modificaron luego

de ser sometidas a estrés hídrico. Se puede observar un comportamiento similar a lo

mencionado anteriormente en las familias sensibles donde JA prácticamente no sufre

modificaciones luego de ser sometidas a estrés hídrico, en tanto que SA presenta una

leve disminución en su concentración relativa.

La participación e incremento de ABA en el perfil de las plantas estresadas implica

una reducción de la participación de SA y JA. ABA está interactuando con SA y JA en

forma sinérgica o antagónica (Anderson y col., 2004; Mosher y col., 2010). Tal “cross-talk”

ha sido estudiado más extensamente en estrés biótico donde diversos estudios sugieren

que ABA puede regular negativamente la respuesta de SA a agentes patógenos.

La 9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase (NCED), está codificada por familias

multigénicas en la mayoría de las especies de plantas examinadas hasta el momento.

Cinco genes NCED en Arabidopsis (AtNCED2, 3, 5, 6 y 9) se expresan diferencialmente

en función del órgano, tejido, etapa de desarrollo, y las condiciones ambientales, lo que

sugiere que el proceso de biosíntesis de ABA es muy complejo (Seo y Koshiba, 2011).

Por ejemplo, la sobreexpresión de genes NCED, incluyendo NCED2, NCED3 y NCED5,

fuertemente inducida por acumulación de ABA promueve el crecimiento bacteriano (Fan y

col., 2009; Narusaka y col., 2004). Además, mutantes de Arabidopsis ABA3-1, en las que

se vió afectada la biosíntesis ABA, mostraron un fenotipo resistente a infección exógena

por Pseudomonas syringae, mientras que tratamientos con ABA dieron lugar a un

aumento en la susceptibilidad a infecciones bacterianas (Fan y col., 2009; Fujita y col.,

2006).

ABA también reprimió la inducción de SAR por inhibición de la expresión génica

de SA (Yasuda y col., 2008). Colectivamente, los resultados disponibles sugieren que

ABA parece inhibir los mecanismos de defensa dependientes de SA. Estudios realizados

en Panicum virgatum aportan más evidencia a la asociación entre ABA/SA. Dichos

resultados indican que bajo condiciones de estrés hídrico, el contenido endógeno de SA

es menor que la del respectivo control, manifestándose a su vez elevados niveles de ABA

(Aimar y col., 2011). El efecto negativo de ABA sobre JA y su papel en la resistencia a

microorganismos patógenos ha sido previamente evaluado a nivel de transcripción génica

(Anderson y col., 2004). Genes típicos de JA y de etileno, fueron inducidos más

fuertemente en mutantes de Arabidopsis deficientes en la síntesis ABA, mientras que

estos genes disminuían su expresión mediante aplicaciones exógenas de ABA (Anderson

y col., 2004).
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C. 2 Determinaciones de hormonas vegetales en RILs F6 (R432 x B59).

Las RILs (F6) evaluadas son el resultado de las sucesivas autofecundaciones de

líneas F2:3 que lograron soportar este proceso para obtener un material vegetal de buena

calidad y cantidad, por tal motivo la identidad de las líneas F6 no coinciden con la

totalidad de líneas F2:3 evaluadas y mostradas anteriormente.

De acuerdo a lo observado en la Fig. Nº 32, se puede apreciar que no existe una

diferencia significativa en los niveles de ABA para la RIL 128, entre controles y plantas

estresadas, por otra parte en las familias se observa un incremento en los niveles de ABA

para las plantas bajo tratamiento de la RIL 252 y una reducción en las RILs 283 y 224. Si

comparamos tales resultados con los obtenidos por las familias F2:3, podemos observar

que la RIL 252 mantiene el mismo comportamiento mientras que en el resto del

germoplasma evaluado en F2:3 y F6 no presentaron tal correlación.
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Fig. Nº 32 Niveles endógenos de ABA (pmol. g-1 PS) en RILs F6 tolerantes, controles (barras

verde) y tratadas con manitol (barras naranja). (Letras distintas indican diferencia significativa).

(n=4 ± SE), según test de LSD-Fisher (p<0.05).

En el siguiente gráfico se puede observar un incremento significativo en los

niveles de ABA por parte de las RILs 95, 139 y 148 cuando las mismas son sometidas a

condiciones de estrés hídrico, mientras que las RILs restantes, 300 y 256, presentan un

incremento de ABA cuando las mismas están bajo condiciones óptimas de riego.
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Teniendo en cuenta los resultados evaluados anteriormente en F2:3 se puede

observar que las RILs 95 y 256, presentan un comportamiento distinto al observado en

F6, mientras que las RILs 300, 139 y 148 presentan el mismo comportamiento observado

en F2:3 y F6 en cuanto al comportamiento de los niveles de ABA.

95 300 139 256 148
0

5000

10000

15000

20000

25000

30000

35000

40000

45000

d e f
d

f

a

cd

a b

b c

d e
e f

f

AB
A 

pm
ol/

 gr
. P

S

RILs F
6
 sensibles

C on tro l
400  m M  M an ito l

f

Fig. Nº 33 Niveles endógenos de ABA (pmol. g-1 PS) en RILs F6 sensibles, controles (barras

verde) y tratadas con manitol (barras naranja). (Letras distintas indican diferencia significativa).

(n=4 ± SE), según test de LSD-Fisher (p<0.05).

En muchos casos, las plantas bajo estrés abiótico desarrollan mecanismos de

protección, una de las primeras respuestas de la planta es la inhibición del crecimiento de

los brotes (Gepstein y Glick, 2013; Pardo, 2010; Van Ha y col., 2014), otra característica

destacada para garantizar la supervivencia de la especie en condiciones adversas es la

aceleración del proceso de senescencia. Por otro lado, incluso en condiciones óptimas, la

planta expresa un síndrome de senescencia natural incluyendo fenómenos fisiológicos y

moleculares similares con respuestas de estrés típicos (Buchanan-Wollaston y col.,

2005). El síndrome de senescencia de la planta comparte muchas similitudes con las

respuestas de las plantas al estrés abiótico, alteración de la morfología, la fisiología, la

bioquímica y el comportamiento de la expresión génica (Reguera y col., 2012). ABA, es

un regulador de crecimiento de las plantas, que no sólo ejerce el control del crecimiento

intrínseco, sino que también media la adaptación de la planta a las condiciones

ambientales cambiantes. Esta adaptación requiere de programas propios de desarrollo
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que pueden integrar respuestas a señales ambientales (Fujita y col., 2009; Ye y col.,

2012; Xu y col., 2013). Investigaciones reciente han revelado que las señales

ambientales tienen impacto directo en los niveles hormonales de los órganos de la planta

e influencia en su homeostasis para adaptarse rápidamente a los cambios de su entorno

(Fujita y col., 2009; Sharp y LeNoble, 2002; Wolters y Jurgens, 2009). El “cross-talk” entre

las citoquininas (CK) y ABA, da lugar a una modulación muy compleja sobre los niveles

de ABA, esta relación puede influir en las vías dependientes e independientes de ABA

permitiendo adaptación de las plantas a condiciones de estrés adversos (Ha y col., 2012;

Zhang y Huang, 2013). La biosíntesis CK es dependiente de la enzima ipt

(isopenteniltransferasa), por lo tanto la reducción en la expresión de gen ipt bajo

condiciones de estrés provoca aumentos en los niveles de ABA y lleva a una reducción

en los niveles de la CK (Nishyyama y col., 2011).

En plantas de Arabidopsis, ABA regula casi el 10% de la genes codificantes de

proteínas, un porcentaje mucho más alto que otras hormonas vegetales. La expresión de

estos genes está regulada principalmente por dos familias diferentes de factores de

transcripción, ABI5 en las semillas y AREB, ABFS en etapa vegetativa. Algunos de los

genes asociados con la biosíntesis de ABA y las vías de señalización, son el terreno para

lograr intervenciones específicas que implican manipulaciones biotecnológicas para

mejorar el uso del agua por parte de la planta (Huang y col., 2008, Wang y col., 2011).

Unas pocas manipulaciones han demostrado obtener como resultado el control sobre el

movimiento estomático, acumulación de metabolitos, proteínas y demás compuestos

osmóticamente activos (Zhang y col., 2011), lo que dio como resultado una mejora en la

productividad bajo condiciones limitadas de agua (Xiao y col., 2009). Diversos genes de

la biosíntesis de ABA son también objetivos para mejorar la tolerancia al estrés (Nambara

y Marion-Poll, 2005) ejemplos de esto son la sobreexpresión de la AtZEP, gen que bajo

condiciones de estrés por sequía incremento su expresión en la hoja y raíz de

Arabidopsis (Park y col., 2008).

Las poliaminas (PA) mejoran la tolerancia a la desecación de las plantas mediante

el control de las concentraciones de ABA endógeno en condiciones de estrés hídrico. En

situaciones de estrés por bajas temperaturas, plántulas de arroz mostraron una notable

incremento de ABA y una mejora en la síntesis de PA (Gill y Tuteja, 2010). Tratamientos

con ABA aumentan las concentraciones de PA en caña de azúcar como una respuesta a

la desecación, mientras que el tratamiento es ineficaz para la síntesis de JA bajo estas

condiciones (Nieves y col., 2001).
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En la Fig. N°34, se manifiesta que la mayoría de las RILs presentan una

disminución en los niveles de SA cuando las plantas se encuentran en condiciones de

estrés hídrico, esta situación se presenta para las RILs 128, 252 y 224. En el caso de la

RIL 283, se presenta una situación opuesta, manifestándose un incremento de SA

cuando las plantas son sometidas a déficit hídrico.

Teniendo en cuenta los resultados evaluados anteriormente en F2:3, se puede

observar que a excepción de la RIL 224, las demás RILs, 128, 252, y 283, presentan un

comportamiento distinto en F6.
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Fig. Nº 34 Niveles endógenos de SA (pmol. g-1 PS) en RILs F6 tolerantes, controles (barras

verde) y tratadas con manitol (barras naranja). (Letras distintas indican diferencia significativa).

(n=4 ± SE), según test de LSD-Fisher (p<0.05).

En la Fig. N°35, se puede observar que las RILs 95, 139 y 148 muestran un

incremento significativo en los niveles de SA cuando se las somete a condiciones de

estrés hídrico: En el caso de la RILs 256 y 300, no presenta diferencia significativa en las

concentraciones de SA entre controles y tratadas.

Según los resultados evaluados anteriormente en F2:3 se puede observar que a

excepción de la RIL 256, las demás RILs, 95, 300, 139 y 148, presentan un

comportamiento distinto en F6, al observado en F2:3, aunque es importante aclarar que no

se encuentra en ninguna de las líneas extremas a tolerancia a estrés hídrico (117 y 138)

en F6.
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Fig. Nº 35 Niveles endógenos de SA (pmol. g-1 PS) en RILs F6 sensibles, controles (barras

verde) y tratadas con manitol (barras naranja). (Letras distintas indican diferencia significativa).

(n=4 ± SE), según test de LSD-Fisher (p<0.05).

Debido a que SA es una hormona de defensa, su nivel es estrictamente regulado

en las plantas. Después de una condición adversa, la mayor parte de la SA es

glucosilado por una SA-glucosiltransferasa (SAGT) inducible, para formar SA-glucósido

(SAG) (Dean y col., 2005). En Arabidopsis existen dos SAGT, una está involucrada

principalmente en convertir SA en SAG, mientras que la restante, genera en menos

proporción, salicil-glucosa-ester (SGE) (Vlot y col., 2009). El SA se sintetiza en

cloroplasto, después de la síntesis, se conjuga con glucosa para formar SAG y pasar a

través del citoplasma para almacenarse finalmente en vacuola (Dean y col., 2005). Tras

la estimulación de un patógeno o condición adversa, SAG puede ser fácilmente

hidrolizado para generar SA activo rápidamente. Otra manera que tienen las plantas de

regular los niveles de SA, es a través del “cross-talk” con JA (Zheng y Xinnian 2013; Kohli

y col., 2013; Sanchéz-Martín y col., 2015). Se ha reportado que puede existir un efecto

sinérgico o antagónico que surge de la interacción de ambos o su concentración (Mur y

col., 2006). Aplicación de bajas concentraciones de SA y JA da como resultado la

expresión sinérgica del gen PR1 para SA y genes PDF 1.2 y Thi1.2 para JA. En

contraste, mayor concentraciones de SA y JA tienen efectos antagónica sobre la

expresión de los mismos genes (Mur y col., 2006).
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De acuerdo a lo observado en las Fig. N°33 y Fig. N°35, donde se realizaron las

mediciones de ABA y SA respectivamente para las RILs sensibles, se manifiesta en

líneas generales un incremento en las concentraciones de ABA y un incremento de SA,

en acuerdo a lo reportado por De Torres-Zabala y col., (2009), ABA estaría regulando

negativamente la defensa mediada por SA afectando directamente en su biosíntesis. Si

bien existe extensa bibliografía donde se mencionan los efectos benéficos que tiene el

SA sobre el normal desarrollo de la planta y su protección ante situaciones adversas,

siendo la mayoría de las citas bibliográficas relacionada a la respuesta ante condiciones

de estrés biótico, encontrándose bibliografía contradictoria en relación al efecto del SA en

referencia al estrés hídrico, como por ejemplo, se puede citar lo publicado por Nemeth y

col., (2002), donde se manifiesta una disminución en la tolerancia a sequía en plantas de

maíz cuando fueron pre-tratadas con SA durante dos semanas, aun existiendo

incrementos en niveles de poliaminas.

Los resultados observados en la Fig. 34, en los que se manifiesta una disminución

en las concentraciones de SA cuando las familias tolerantes son sometidas a condiciones

de estrés hídrico, estarían en concordancia con lo reportado en otras especies. Se

observó que bajo condiciones de estrés salino (NaCl 100-150 mM) sólo el 50% de

semillas de Arabidopsis germinaron, pero en presencia de SA (0,05-0,5 mM) aumentó la

germinación en un 80%. Aplicaciones exógenas de SA también invierte parcialmente el

efecto oxidativo de paraquat 0,5 mM y estrés por calor (50°C durante 3 h) sobre la

germinación de semillas (Alonso-Ramírez y col., 2009). Se reportaron, que tratamiento

con SA (0,5 mM durante 24 h) también provocan una fuerte regulación de la iniciación de

la traducción y elongación de factores, proteasas y dos subunidades del proteasoma 20S,

apoyando la hipótesis que SA mejora la germinación de las semillas a través de los

elementos antes mencionados, que son esenciales para la germinación, tanto como para

la movilización o la degradación de proteínas acumuladas durante la maduración de la

semilla. Además, la biosíntesis de varias enzimas implicadas en vías metabólicas tales

como el ciclo del glioxilato, vía de las pentosas fosfato, glucólisis y gluconeogénesis están

fuertemente activados por SA, lo que sugiere que SA promueve la liberación de un

estado de quiescencia para el establecimiento de una plántula vigorosa (Rajjou y col.,

2006).

En el siguiente gráfico, Fig. Nº 35, se puede observar que no existe diferencia

significativa entre plantas controles y aquellas expuestas a estrés hídrico para las RILs

128, y 283. En el caso de la RIL 252, se manifiesta una diferencia significativa cuando las

plantas son sometidas a condiciones de estrés hídrico. Mientras que en la familias 224,
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se observa una disminución significativa de SA cuando las plantas están en condiciones

de estrés hídrico.

Teniendo en cuenta los resultados evaluados anteriormente en F2:3 para las

concentraciones de JA y de las RILs evaluadas en condiciones de invernadero (Fig. Nº

36), se observa que las familias 128, 252 y 224 se comportaron de igual manera para

esta hormona, mientras que la familia 283 en este caso no muestra diferencia

significativa.
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Fig. Nº 36 Niveles endógenos de JA (pmol. g-1 PS) en RILs F6 tolerantes, controles (barras

verde) y tratadas con manitol (barras naranja). (Letras distintas indican diferencia significativa).

(n=4 ± SE), según test de LSD-Fisher (p<0.05).

En el siguiente gráfico, Fig. Nº 37, se puede apreciar un incremento significativo

en los niveles de JA cuando las RILs 139, 256 y 148 fueron sometidas a estrés hídrico.

No ocurrió lo mismo para la RIL 95, la cual muestra un incremento significativo en la

concentración de JA cuando fue sometida a condiciones óptimas de riego. En el caso de

la RIL 300, no mostro diferencias significativas entre control y tratamiento. Según lo

observado en los resultados evaluados anteriormente en F2:3, se puede observar que las

RILs 95 y 148, presentan un comportamiento en F6 igual al expresado en F2:3, pero en el

caso de las RILs 300, 139 y 256, presentan un comportamiento distinto en F6 al que se

observó con anterioridad en F2:3.
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Fig. Nº 37Niveles endógenos de JA (pmol. g-1 PS) en RILs F6 sensibles, controles (barras

verde) y tratadas con manitol (barras naranja). (Letras distintas indican diferencia significativa).

(n=4 ± SE), según test de LSD-Fisher (p<0.05).

Diversos autores proponen que JA y sus derivados están implicados en la

respuesta a estrés biótico y abiótico (Yoshida y col., 2009; Pauwels y col., 2008;

Szczegielniak y col., 2007; Yun-xia y col., 2010; Ismail y col., 2012, Wasternack, 2014;

Wasternack y Hause, 2013; Liu y col., 2015). En este sentido, se demostró que ante

condiciones de sequía, se produce un incremento de JA, aumento en los niveles de

transcriptos y las actividades de enzimas antioxidantes (Shan y Liang, 2010).

El “cross-talk” entre SA-JA, se observó inicialmente en respuesta a heridas de

tomate (Harms y col., 1998). En la naturaleza, sin embargo, las plantas son atacados de

forma simultánea y secuencialmente por uno o varios agentes bióticos que inducen las

vías de señalización de SA y/o JA. La inducción preferencial de una vía y su interacción

antagónica con otra vía se ha demostrado en varias ocasiones (Koornneef y Pieterse,

2008; Pieterse y col., 2012; Kohli y col., 2013). Señales ambientales, como el estrés

abiótico termotolerancia (Clarke y col., 2009) o estrés hídrico (Ballare, 2011; Wasternack,

2014; Wasternack y Hause, 2013), parecen estar involucrados en el mantenimiento de un

equilibrio entre las vías de SA y JA. El factor de transcripción MYC2 ha surgido

recientemente como un regulador maestro en la mayoría de los aspectos de la vía de

señalización de JA en Arabidopsis; otra función notable de MYC2 es la regulación entre
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las vías de señalización de JA y otras fitohormonas como ABA, SA, giberelinas (GAs) y

auxinas (AIA) (Kazan y Manners, 2013; Kohli y col., 2013). Basado en el análisis de un

mutante para MYC2, se observó que dicha mutación podía incidir negativamente en la

síntesis de SA (Nickstadt y col., 2004; Laurie-Berry y col., 2006). Teniendo en cuenta lo

expresado anteriormente y lo observado en la figura N°27, una disminución en los niveles

de SA podrían deberse, al menos en parte, al efecto regulatorio que JA estaría ejerciendo

sobre la síntesis de SA. Por otra parte, diversos ensayos muestran que MYC2 es capaz

de activar la expresión del gen de respuesta ABA-RD22, lo que sugiere que MYC2 es un

regulador positivo de la señalización de ABA (Abe y col., 2003). Por otro lado y en

contraste con lo antes mencionado, se encontró que mutantes en MYC2 mostraron una

mayor tolerancia a sequía y una reducción de la producción de biomasa, en comparación

con el fenotipo silvestre (Harb y col., 2010).

Horváth y col., (2007) encontraron que las concentraciones de JA y ABA

aumentan en órganos vegetativos y las dos hormonas pueden actuar de forma sinérgica

para aumentar la tolerancia a la sal. Estos resultados muestran la diferenciación de

adaptación entre las diferentes poblaciones L. esculentum y apoyan la relación entre la

heterogeneidad del medio ambiente y la magnitud de las respuestas en las plantas.

SECCIÓN D.
Caracterización genotípica

D.1. Caracterización Genotípica: Análisis.
Estrategias de mejoramiento asistido, incluyendo marcadores en la retrocruzas y

QTL piramidales, se han aplicado en cereales para mejorar la tolerancia de estrés biótico

y abiótico (Collard y Mackill, 2008; Ye y Smith, 2010). Debido a la complejidad general de

la tolerancia al estrés abiótico y la dificultad en la selección fenotípica de la tolerancia, la

Selección Asistida por Marcadores (MAS) ha sido considerado un método eficaz para

mejorar la tolerancia al estrés abiótico (Foolad, 2005). El uso de esta metodología,

requiere la identificación de marcadores genéticos que están asociados con genes o QTL

que afectan a la tolerancia al estrés de la planta entera o componentes individuales que

contribuyen en tal sentido.

En este trabajo, fueron evaluados un total de 210 loci SSR, (Anexo) en busca de

polimorfismos para las líneas endocriadas B59 y R432. Un total de 42 marcadores SSR

(Tabla Nº 4), resultaron polimórficos para las líneas mencionadas los que fueron

seleccionaron teniendo en cuenta su reproducibilidad, facilidad de interpretación
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(ausencia de bandas producto del deslizamiento enzimático y sitio único de amplificación)

y baja frecuencia de alelos nulos.
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Tabla Nº 3 Información de marcadores SSR evaluados

Nombre
marcador

Motivo de
repetición

Tipo de
motivo SSR

Iniciador Forward 5´-3´ Iniciador Reverse 5´-3´ Alelo
B59

Alelo
R432

Tamaño
esperado
de alelo

Nº de
acceso

Fluoróforo
utilizado

HA 293 GA Dinucleótido HEX-GGGGACATCTCCCGTCCACC CCTCATCCATCTCCATCCAATC 122 119 120 G67519 HEX

HA 749 GA GT TA Dinucleótido FAM-GGCTAACTGAAACATGGG GGCTGCTGGAGTGAAGTCC 129 131 136 BV727946 FAM

HA 920 ATC Trinucleótido FAM-CCCCATGTAATCGCTTTAG GTGGGGATATAGTGTTCGGC 176 185 171 BV727955 FAM

HA 928 GT-ATT Trinucleótido HEX-CCTTTGTAGTCCCTTACTGG GGTCGATCATGTATGCGTGTTG 217 221 222 BV728013 HEX

HA 969 TGG Trinucleótido FAM-CAGTTCTCACTTGTGA CATCAATAAGTGGAAGACGGG 122 110 168 BV727890 FAM

HA 1287 GA Dinucleótido HEX-GATATGAGCCCATCACTCATC GAAGATATGTCAGGTCACACCC 224 212 171 G67413 HEX

HA 1402 ATT Trinucleótido FAM-GTGTGAATGTGAGTGTGAATCC GTCACAGTTGCATATCCATCC 168 157 204 BV727899 FAM

HA 2053 ATT Trinucleótido FAM-CACCATCACCCACCTGCACAAG CATCAAAGCCCATTCTCAGCCC 185 130 186 BV728111 FAM

HA 2057 ATT Trinucleótido HEX-CACACATCTCTTCTCATACTC GAATCCATCTTTGTAGCTGACCC 117 121 141 BV728112 HEX

HA 2078 GA Dinucleótido FAM-GATGGCAAGGTGTTGCAGAATTTG CAACACACACACTCTCAATACCC 159 155 165 BV727908 FAM

HA 2191 GA Trinucleótido HEX-CATATATGTGGGTCGCATATAACC CATCAAAGCCCATTCTCAGCCC 218 205 213 BV005933 HEX

HA 2193 ATT Trinucleótido HEX-CATATATGTGGGTCGCATATAACC GTCACAGTTGCATATCCATCC 127 138 134 BV005998 HEX

HA 2448 GT AT Trinucleótido FAM-GAGGATATATTTTCCCTCCCCTG CTACACTTTCGAACAAGAGTAG 212 214 244 BV728038 FAM

HA 2547 GA TA T Dinucleótido HEX-CAATCATCAGCATCAGCAACC CTGCATACGTGTGTATATGC 136 132 140 BV728047 HEX

HA 2579 GT Dinucleótido FAM-CGGATTTATGATTTGATTCACCCG GGATAACACTACCTTTGATGTTG 191 187 190 BV728051 FAM

HA 2719 GA GT Dinucleótido HEX-GGCGCCACAGCCATTTTCTG GACCGAATTCTAGTGAGCCGC 228 243 241 BV728149 HEX

HA 2905 GT Dinucleótido HEX-GCTCATCATTCTCTAACACAC CTTCCAAGAGCTCCTAGCTTC 167 165 165 BV728097 HEX

HA 2920 ATG Trinucleótido FAM-AACGTGTTCATTCGGATGC GAAGATTGGTATGATGGGGC 169 173 178 BV728085 FAM

ORS 16 GA Dinucleótido FAM-GAGGAAATAAATCTCCGATTCA GCAAGGACTGCAATTTAGGG 124 127 138 BV006872 FAM

ORS 297 GT Dinucleótido HEX-GTGTCTGCACGAACTGTGGT TGCAAAGCTCACACTAACCTG 230 224 225 BV006634 HEX

ORS 366 AC Dinucleótido HEX-AACCAACTGAGCATTCTTGTGA GCGCTAGGTTAAAGAGGACAAA 185 187 207 BV005949 HEX
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ORS 342 GT Dinucleótido HEX-TGTTCATCAGGTTTGTCTCCA CACCAGCATAGCCATTCAAA 339 329 342 BV005933 HEX

ORS 354 AT-T Dinucleótido HEX-TTATCAACCATGACCGCATC AAATTTTCTTCTCAAATGAACCTC 160 172 161 BV006644 HEX

ORS 471 AC AT Trinucleótido FAM-CTTGCACGCAAAGAATAAAGC CAAAGTTTTCTCATTTTAAGGGG
TTT

269 269 271 BV005949 HEX

ORS 510 GT Dinucleótido HEX-CATCGCGTCCCTCTCTCTAA CCAACCATCACAGCAATCAG 249 258 255 BV006290 HEX

ORS 543 CT Dinucleótido HEX- CCAAGTTTCAGTTACAATCCATGA GGTCATTAGGAGTTTGGGATCA 266 268 250 BV006051 HEX

ORS 561 AT-T Dinucleótido HEX-CTTTGCACGTTGGTCATCAT ACCAGCACCTTCCTCAACTG 382 361 381 BV006691 HEX

ORS 607 AG Dinucleótido FAM-CTAATACAAAGCAACCCGACAA GCCTGCACATGAGAATGACA 274 276 275 BV006704 FAM

ORS 613 AG Dinucleótido HEX-GTAAACCCTAGGTCAATTTGCAG ATCTCCGGAAAACATTCTCG 211 226 228 BV006091 FAM

ORS 665 AG Dinucleótido HEX-GCACATGAGGTATGGATCTCCT TGCAAATACAACTCGGGAAA 293 287 286 BV006123 HEX

ORS 727 AG Dinucleótido HEX-GGTGGCAAGTGGTGGTTAGA AAAGCTGGTCATCTCAAGGGTA 150 191 192 BV006163 HEX

ORS 788 AG Dinucleótido FAM- CTGGATAAAGATGGGATAAAGAGAG GGACCCACCAAGATTTGTTTT 266 264 263 BV006202 FAM

ORS 810 AG Dinucleótido HEX-TTCAACGTGCGTGATTAAGG GCGATTTCTTTGGAGACGAA 405 398 398 BV006219 HEX

ORS 887 AC Dinucleótido FAM-TCGAAAACGACTAATCCAACTTTC GAGCATGAACAAGAATTGACACA 249 241 252 BV006290 FAM

ORS 959 GT Dinucleótido HEX-CCGCTAAGTATAAACCGCCTATT CGTCCTCTTCGCATCAATCTTAT 234 236 240 BV006356 HEX

ORS 993 AG Dinucleótido FAM-GTGTTACAATCCTTGCGTCGATA CAAACCACAGGGACCAAAATG 317 333 327 BV006383 FAM

ORS 1024 AG Dinucleótido FAM-GGGAAGTGGGCTTGTCTATGTAT AACACACCGAAATCACCTATGAA 224 228 224 BV006408 FAM
ORS 1041 CT Dinucleótido FAM-AAACAAACCTTAATGGGGTCGTA ATATTGGCTGGTTGATGCTGAT 280 278 279 BV006423 FAM

ORS 1085 CT Dinucleótido HEX-GACCTCAAGGCATGCTAACACTC ACTAAGTGTGTGGACGGGGAAA 277 281 280 BV006463 HEX
ORS 1093 CT Dinucleótido HEX-CATATATGTGGGTCGCATATAACC CTGTGGATCTTTCTAGCAACAA 385 383 386 BV006471 HEX

ORS 1265 CT Trinucleótido HEX-GGGTTTAGCAAATAATAGGCACA ACCCTTGGAGTTTAGGGATCA 226 228 222 BV006617 HEX

Se presenta el nombre del marcador HA (Paniego y col., 2002) y ORS (Tang y col., 2002), número de acceso en Genbank, tipo de repetición, motivo y

número de repetición, fluoróforo utilizado en cada marcador, tamaño del alelo presente en el parental R432 (pb), tamaño del alelo presente en el parental

B59 (pb), tamaño del alelo esperado en (pb), secuencia del oligonucleótido sentido, secuencia del oligonucleótido anti-sentido.
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Los marcadores seleccionados representaron un 20% de los marcadores

evaluados. En este sentido Poormohammad Kiani y col., (2007) obtuvieron un valor de

polimorfismo de 31.71%, al realizar análisis genéticos en girasol bajo condiciones de

estrés hídrico. A partir de ello y de los trabajos de Maringolo, (2007) y Talia, (2008)

consideramos que el polimorfismo obtenido en este trabajo de tesis puede ser

considerado bajo. Por lo tanto, la incorporación de un mayor número de marcadores

SSR en futuros estudios contribuiría a aumentar la probabilidad de detección de QTL

asociados al carácter de interés. En la Tabla Nº 3 se listan los marcadores SSR

evaluados

A los fines de poder tener una aproximación al comportamiento de estas líneas

contrastantes al estrés hídrico y definir la viabilidad de realizar un mapeo génico

posterior, se realizó un análisis de segregantes agrupados (Bulked Segregant Analysis

o BSA) con extremos contrastantes al estrés hídrico, evaluados en forma individual

(grupo abierto)

Al genotipificar los bulks tolerantes y sensibles, cada uno de ellos integrado por

6 familias F2:3 tolerantes y sensibles extremas de acuerdo a su PGR, se observó una

segregación al azar de cada marcador en ambos bulks, indicando la ausencia de

asociaciones entre los marcadores SSRs utilizados y el carácter PGR. La imposibilidad

de detectar asociaciones positivas entre marcadores SSRs y el carácter PGR puede

deberse al escaso número de marcadores SSRs polimórficos utilizados en la

evaluación de los bulks tolerantes y sensibles. Cabe destacar que cuanto mayor es el

número de SSRs polimórficos utilizados mayor es la probabilidad de detectar una

asociación positiva marcador–carácter en estudio. En la bibliografía es posible verificar

asociaciones positivas gen-marcador utilizando números que oscilan en promedio

entre 120 y 400 marcadores polimórficos entre parentales contrastantes para el

carácter en estudio.

Abdel-Tawab y col., (1997; 1998), detectaron RAPD para la tolerancia a estrés

salino y tolerancia a estrés hídrico en maíz, mediante la utilización de BSA (Abdel-

Tawab y col., 2001; Breto y col., 1994; Rahman y col., 1998; Geng y col., 2016). En

este sentido, los marcadores RAPD ofrecen un método simple y rápido para la

detección de un gran número de marcadores genómicos en un corto período de

tiempo. Smolik, (2013), utilizó dos poblaciones de mapeo F9 compuestas por 138 y

191 líneas endocriadas recombinantes de centeno, respectivamente, genotipadas con

424 marcadores RAPDs, 120 ISSRs y 50 R-ISSRs, lograron identificar 8 RAPDs, 4
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ISSRs y 3 R-ISSRs ligados a regiones genómicas responsables de la tolerancia a la

deficiencia de nitrógeno y potasio. Barakat y col., (2011), empleando una población de

mapeo compuesta por 162 F2 de trigo identificaron 3 marcadores SSRs ligados al

carácter llenado de grano, utilizado como medida indirecta del carácter tolerancia al

estrés térmico (calor). Younis y col., (2007), genotipificaron una población de 1030 F2

de sorgo con marcadores RAPDs e ISSRs, logrando identificar regiones genómicas

responsables de la tolerancia a salinidad en sorgo. Finalmente Salunkhe y col., (2011)

empleando una población de 330 RILs de arroz genotipadas con 343 microsatélites

polimórficos entre bulks de carácter extremo (tolerante y sensibles) logrando identificar

una asociación positiva con un QTL responsable de la tolerancia a sequía en arroz.

Las investigaciones precedentes demuestran claramente que la utilización de

marcadores moleculares combinados con el empleo de la técnica de BSA, ha sido

altamente eficiente la evaluación y la identificación de genes de tolerancia a estreses

bióticos y abióticos en cultivos de interés agrícola (Darvasi y Soller, 1992; Darvasi y

Soller, 1994; Angaji, 2009; Semagn y col., 2010).

A partir de los resultados obtenidos en el presente trabajo se observan algunos

puntos a ser considerados en trabajos futuros en mapeo genético en girasol como la

necesidad de considerar en la selección de los parentales de las poblaciones de

mapeo aquellos parentales que no sólo presenten características contrastantes para el

carácter sino también presenten la mayor distancia genética y una menor proporción

bloques génicos provenientes de progenitores silvestres, para garantizar un mayor

número de marcadores polimórficos SSRs destinados a la evaluación de los bulks

extremos, además se podrían incluir SNPs para tener una mayor saturación del

genoma y por ultimo y no menos importante es el tamaño de la población en

evaluación, más teniendo en cuenta el tipo de segregación observada en este trabajo,

todo lo cual permitirá incrementar la posibilidad de encontrar asociaciones positivas

entre marcadores polimórficos y el carácter en estudio como la posibilidad de obtener

QTL mayores en este tipo de análisis (Hu y col., 2010; Davar y col., 2010).
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ANEXO
Tabla Nº 4 Información de marcadores SSR evaluados que no resultaron

polimórficos para el carácter evaluado.
Nombre

marcador
Nombre

marcador
Nombre

marcador
Nombre

marcador
Nombre

marcador
Nombre

marcador

HA 14 HA 1194 HA 2078 HA 2440 HA 3700 ORS 662

HA 35 HA 1198 HA 2080 HA 2448 ORS 16 ORS 665

HA 51 HA 1208 HA 2098 HA 2492 ORS 31 ORS 679

HA 77 HA 1242 HA 2101 HA 2498 ORS 40 ORS 687

HA 262 HA 1251 HA 2102 HA 2499 ORS 50 ORS 695

HA 286 HA 1258 HA 2145 HA 2547 ORS 59 ORS 718

HA 293 HA 1276 HA 2147 HA 2564 ORS 166 ORS 727

HA 359 HA 1285 HA 2152 HA 2565 ORS 297 ORS 750

HA 432 HA 1287 HA 2153 HA 2566 ORS 301 ORS 774

HA 441 HA 1340 HA 2170 HA 2575 ORS 303 ORS 779

HA 463 HA 1347 HA 2177 HA 2579 ORS 316 ORS 788

HA 477 HA 1358 HA 2178 HA 2598 ORS 331 ORS 807

HA 503 HA 1402 HA 2179 HA 2600 ORS 333 ORS 810

HA 551 HA 1449 HA 2182 HA 2605 ORS 342 ORS 837

HA 683 HA 1457 HA 2188 HA 2619 ORS 349 ORS 844

HA 719 HA 1467 HA 2190 HA 2626 ORS 354 ORS 887

HA 729 HA 1478 HA 2191 HA 2636 ORS 364 ORS 889

HA 746 HA 1554 HA 2192 HA 2702 ORS 366 ORS 899

HA 749 HA 1556 HA 2193 HA 2714 ORS 381 ORS 959

HA 765 HA 1582 HA 2237 HA 2719 ORS 420 ORS 993

HA 790 HA 1626 HA 2252 HA 2752 ORS 423 ORS 1024

HA 911 HA 1738 HA 2265 HA 2758 ORS 457 ORS 1035

HA 920 HA 1752 HA 2272 HA 2870 ORS 460 ORS 1041

HA 928 HA 1753 HA 2319 HA 2877 ORS 471 ORS 1085

HA 934 HA 1837 HA 2332 HA 2905 ORS 510 ORS 1086

HA 969 HA 1856 HA 2334 HA 2920 ORS 534 ORS 1093

HA 991 HA 1938 HA 2335 HA 2989 ORS 543 ORS 1097

HA 1066 HA 2020 HA 2336 HA 2998 ORS 561 ORS 1146

HA 1088 HA 2030 HA 2348 HA 2999 ORS 607 ORS 1152

HA 1188 HA 2033 HA 2363 HA 3059 ORS 609 ORS 1222

HA 1134 HA 2039 HA 2389 HA 3073 ORS 613 ORS 1233

HA 1138 HA 2053 HA 2410 HA 3239 ORS 620 ORS 1240

HA 1155 HA 2057 HA 2418 HA 3278 ORS 623 ORS 1242

HA 1193 HA 2063 HA 2429 HA 3325 ORS 643 ORS 1247

HA 2077 HA 2435 HA 3335 ORS 661 ORS 1262 ORS 1265
Se presenta el nombre del marcador HA (Paniego y col., 2002) y ORS (Tang y col.,

2002),
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Buffer y soluciones para método de cuantificación del ADN
Solución de cuantificación
H2O bidestilada: 36 ml
TNE 10 X: 4 ml
Hoechst 33258 (1mg/ml): 4 µl
La solución de Hoescht (bisbenzimida) debe guardarse en oscuridad en heladera a
4ºC como máximo 6 meses.
Solución TNE 10 X
2 M NaCl: 117 g
100 mM Tris base: 12,11 g
10 mM EDTA disódico dihidratado: 3,72 g
pH 7,4 con HCl
Volumen final: 1000 ml
Almacenar a 4ºC máximo 3 meses.

Buffer TAE 50X
Tris base: 242 g
Acido acético glacial: 57,1 ml
EDTA 0.5 M: 100 ml
H2O bidestilada: 842,9 ml
Volumen final: 1000 ml

Buffer TAE 1X
TAE 50X: 20 ml
H2O bidestilada: 980 ml
Volumen final: 1000 ml

EDTA 0.5M (pH 8)
EDTA: 186,1g
H2O bidestilada: 1000ml
Ajustar el pH con NaOH.
Esterilizar y guardar en heladera.

NaCl 2 M
NaCl: 117 g
H2O bidestilada: 1000 ml

COLORANTES
Bromo Fenol Blue (BPB)
Hoechst 33258 (1 mg/ml)
Colorante: 1 mg
H2O bidestilada: 1 ml

Solución de Bromuro de Etidio (0,5 ug/ml)
Bromuro de Etidio 5 ug
H2O bidestilada: 10 ml

FLUOROFOROS
6-FAM: 6-Carboxil-fluoresceína
Fórmula molecular: C21H12O7
Peso molecular: 376.3 g
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CONCLUSIONES

El método de Durgbanshi y col., (2005) resultó el más conveniente para evaluar
niveles de JA, SA y ABA, permitiendo evaluar varios metabolitos hormonales, con
diferentes propiedades físico-químicas, en forma simultánea, siendo una técnica rápida,
menos costosa y laboriosa que las otras. Además esta metodología permite una
remoción más eficiente de lípidos, haciéndola más adecuada en determinaciones
hormonales de cultivos oleaginosos como girasol.

-El poder germinativo relativo (PGR), demostró ser el mejor parámetro para

discriminar sensibilidad o tolerancia a estrés hídrico, en familias F2:3 (R432 x B59)

evaluadas. El peso seco relativo (PSR), por otra parte, no se mostró como un parámetro

adecuado para discriminar el carácter antes mencionado.

-Para el parámetro acumulación de biomasa de las F6 (R432 x B59), cuantificada

por el peso seco relativo al control, no se observaron diferencias significativas entre las

líneas evaluadas para este ensayo.

-Las familias F2:3 tolerantes mostraron un mayor nivel basal de ABA endógeno

comparadas con las sensibles. Cuando las plántulas se encontraron en condición de

estrés hídrico, la mayoría de las familias tolerantes mostraron reducción en los niveles de

esta hormona, mientras que lo opuesto ocurrió en las familias sensibles.

-El ácido salicílico endógeno se observa a igual que ABA un mayor nivel basal en

las familias tolerantes (F2:3) que en las sensibles, pero en condiciones de estrés hídrico

ambas presentan reducción de este metabolito.

-Los niveles endógenos de ácido jasmónico muestran para la mayoría de las

familias evaluadas (tolerantes y sensibles, F2:3), una reducción de esta hormona cuando

fueron sometidas a estrés hídrico.

-Las líneas tolerantes (RILs) F6 sometidas a estrés hídrico no mostraron una

tendencia clara en cambios en concentraciones de ABA, SA y JA, mientras que en las

líneas sensibles se observó un mayor número de familias que presentaron un incremento

en la concentración de estas hormonas.
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-Se observó una mayor concordancia en los incrementos en los niveles de ABA

de familias sensibles de F2:3 y líneas RILs F6 sensibles, no así en familias tolerantes como

en las otras hormonas vegetales evaluadas donde existió variabilidad en el

comportamiento de las familias o RILs.

-El nivel de polimorfismo observado a nivel de ADN entre las líneas endocriadas

de girasol B59 y R432 fue del 20 %.

-El análisis de BSA realizado no permitió detectar asociaciones positivas entre el

carácter tolerancia al estrés hídrico, registrado a través del PGR y QTL asociados al

carácter en cuestión.

PERSPERCTIVAS
-En caso de realizarse un mapeo genético o un nuevo análisis BSA de esta

población, se propone incrementar el número de marcadores moleculares que presenten

polimorfismo, de manera de mitigar, al menos en parte, la existencia de bloques génicos

de germoplasma silvestre presentes en estas líneas que podrían contribuir a una

distorsión de la segregación.

-Por otra parte en el futuro podría plantearse la utilización de SNPs que permitiría

la combinación de BSA ó mapeo con SLAF-seq (Specific Locus Amplified Fragment

Sequencing), SLAF-seq es un método eficiente en la secuenciación de alto rendimiento,

altamente automatizado, alta resolución para desarrollar marcadores moleculares

específicos. Tiene varias características positivas tales como: bajo costo, menos

demanda de secuenciación y de gran capacidad y utilidad para grandes poblaciones, lo

que ha permitido que SLAF-seq se utilice ampliamente para el descubrimiento de

marcadores a gran escala (Zhang y col., 2015; Xiaowen Sun, 2013; Xuewen Xu y col.,

2015; Geng y col., 2016).

-En caso de usarse otras poblaciones segregantes, se sugiere para próximos

trabajos en girasol utilizar líneas parentales fenotípicamente más extremas al estrés

hídrico, pudiendo ser evaluadas en una etapa temprana (F2:3) mediante el uso del PGR, y

que posean una mayor distancia génica y menor introgresión de germoplasma silvestre

de manera de minimizar la distorsión de segregación observada en este trabajo y con ello

obtener una mayor detección de regiones genómicas (QTLs) responsables de tolerancia

al estrés hídrico.
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