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RESUMEN 

El déficit hídrico impacta negativamente sobre los cultivos; particularmente en el 

girasol (Helianthus annuus L.) a partir de que el mismo fue desplazado a zonas 

agrícolas marginales de la pampa argentina por el desarrollo del cultivo de soja. La 

germinación es la etapa más sensible del ciclo de vida de las plantas a la sequía 

(Ashraf y Mehmood 1990), lo que impacta en el establecimiento y en el 

rendimiento del cultivo. 

Las plantas cuando se encuentran sometidas a condiciones de estrés hídrico 

producen cambios morfológicos y metabólicos, entre los que encontramos 

modificaciones en la síntesis y/o catabolismo de las hormonas relacionadas a 

estrés. Entre las proteínas efectoras que son activadas por las hormonas y la 

señal de estrés se encuentran los factores de transcripción, los cuales regulan la 

expresión génica y la transducción de señales, actuando como nodos en las redes 

de regulación de gran cantidad de genes que participan en numerosos procesos 

biológicos (Tripathi y col., 2013, Banerjee y Roychoudhury 2015). 

Una de las estrategias para mejorar las respuesta de las plantas a estrés hídrico, 

es la de disponer de germoplasma tolerante a sequía, para lo cual es necesario 

contar con herramientas que permita la selección de dicho germoplasma. A partir 

de ello en este trabajo se planteó un abordaje integral desde estudios genéticos, 

moleculares y fenotípicos a nivel de plántula en girasol. 

En este trabajó se utilizaron dos líneas endocriadas de girasol caracterizadas 

previamente por su comportamiento contrastante al déficit hídrico, línea B59, 

sensible, y B71, tolerante (Andrade y col., 2009; Andrade y col., 2013), como sus 

poblaciones segregantes, F2 y F23, desarrolladas en el INTA Manfredi. Se realizó 

una evaluación de tales líneas parentales mediante el uso de marcadores 

moleculares (Microsatélites) destinados a detectar alelos polimorfismos 

involucrados en la tolerancia a estrés hídrico. A su vez, se realizaron 

determinaciones del contenido de hormonas como ácido jasmónico (JA), ácido 

abscísico (ABA) y ácido salicílico (SA), como el patrón de expresión de genes 
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involucrados en la vías metabólicas de JA, ABA y SA, como de factores de 

transcripción (FTs) asociados a esas vías hormonales involucradas en la 

respuesta a estrés hídrico. 

Paralelamente se desarrolló la caracterización fenotípica de las familias 

segregantes F23 mediante variables de germinación y crecimiento temprano, como 

también del contenido de JA, ABA y SA. En cuanto al análisis genotípico, en las 

familias extremas F2 se evaluaron los marcadores moleculares que presentaron 

polimorfismo en las líneas parentales mediante la estrategia Bulk Segregant 

Analysis (BSA) de manera obtener marcadores ligado al carácter tolerancia a 

estrés hídrico. 

Como resultados relevantes se determinó que la variable poder germinativo 

relativo al control (PGR), resulto apropiada para discriminar germoplasma sensible 

y tolerante al estrés hídrico en germinación y crecimiento temprano en poblaciones 

segregantes (F23) obtenidas del cruzamiento de B71 x B59. 

Del análisis de las líneas parentales (B71 y B59) evaluadas a través de 

marcadores moleculares se observó un nivel de polimorfismo para el carácter 

tolerancia a estrés hídrico del 23 70. Además en las determinaciones hormonales 

se observó que los niveles de ABA y JA solo se incrementaron en la parte aérea 

de la línea tolerante (B71) expuesta a estrés hídrico, como también se destaco en 

tal línea el rol que cumplió el factor de transcripción MYC 2 como "master switch" 

de otros factores de transcripción como ANAC019/ANAC055 y genes de respuesta 

a estrés (RD20, RD22) participando de esta manera en el "cross talk" ABA y JA. 
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ABSTRACT 

The water deficit has a negative impact on crops; particularly in sunflower 

(Helianthus annuus L.) from which it was displaced to marginal agricultural areas of 

the Argentina pampas for the development of soybean cultivation. Germination is 

the most sensitive stage life cycle of plants to drought (Ashraf and Mehmood 

1990), which impacts the establishment and crop yield. 

When plants are under drought stress conditions produce morphological and 

metabolic changes, among which are changes in the synthesis and / or catabolism 

of hormones related to stress. Among the effector proteins that are activated by 

hormones and stress signal are found transcription factors, which regulate gene 

expression and signal transduction, acting as nodes in networks regulation of many 

genes involved in numerous biological processes (Tripathi et al., 2013, Banerjee 

and Roychoudhury 2015). 

One of the strategies to improve the response of plants to water stress is to have 

drought tolerant germplasm, which is necessary to have tools that allow selection 

of the germplasm. From this, in this paper a comprehensive approach was 

proposed from genetici molecular and phenotypic level sunflower seedling studies. 

This paper presents two inbred sunflower lines previously characterized by its 

contrast to water deficit behavior, Une B59, sensitive, and B71, tolerant (Andrade et 

al., 2009; Andrade et al., 2013) were used as their segregating populations, F2 and 

F2.3, developed at INTA Manfredi. An assessment of such parental lines was 

performed using molecular markers (microsatellites) for detecting polymorphisms 

alleles involved in tolerance to water stress. Besides, the content of hormones such 

as jasmonic acid (JA), abscisic acid (ABA) and salicylic acid (SA) determinatíons, 

as the pattern of expression of genes involved in metabolic pathways JA, ABA and 

SA , as transcription factors (TFs) associated with these hormonal pathways 

involved in the response to water stress were performed. 

In addition phenotypic characterization of families segregating E2:3 developed by 

variables germination and early growth, as well as the content of JA, ABA and SA. 
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Regarding the genotypic analysis, in extreme families F2 were evaluated with 

molecular markers that showed polymorphism in the parental lines through the 

strategy Bulk segregant analysis (BSA) so as to obtain markers linked to the 

character tolerance to water stress. 

As relevant results it was determined that the variable germinating power relatid at 

control condition (PGR), turned out appropriate to discriminate sensitive and 

tolerant germplasm water stress on germination and early growth in segregating 

populations (F23) obtained by crossing B71 x B59. 

From the analysis of the parental lines (B71 and B59) evaluated through molecular 

markerswas observed polymorphism level 23% for the character tolerance to water 

stress. In addition to hormonal determinations it was observed that the levels of 

ABA and JA was only increased in the aerial part of the tolerant line (B71) exposed 

to water stress, as also highlighted in this line role fulfilled transcription factor MYC 

2 as a "master switch" to other transcríption factors such as ANAC019/ANAC055 

and stress response genes (RD20, RD22) thus participating in the "cross talk" ABA 

and JA. 
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Introducción 

CAPÍTULO 1: INTRODUCCIÓN 

1.1-Girasol 

El género Helianthus pertenece a la familia Asteraceae, subfamilia Asteroideae, 

tribu Heliantheae y contiene 48 especies con distintos niveles de ploidía (diploides, 

tetraploides y hexaploides) (Seiler y Riesberg 1997). El representante diploide más 

conocido por su importancia económica es el girasol cultivado (Helianthus annuus L), 

el cual posee 34 cromosomas (2n=2x=34) (Arumuganathan y Earle, 1991). 

Esta especie posee un capitulo con flores tubulosas en el centro, masculinas y 

bilabiadas hacia afuera, femeninas o estériles. 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. 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 semilla 

(botánicamente, un fruto denominado cipsela), es un fruto seco, uniseminado, con 

pericarpio (cáscara) separado de la verdadera semilla (pepita) (Aguirrazabal y col., 

2001) (Fig. 1). 

Fig. 1. A-Estructura de la parte aérea de planta adulta de girasol; 
B-Sistema radical; C y D- Capitulo; E-cipsela y semilla. 
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Introducción 

Según sus aplicaciones, hay al menos tres variedades de girasol 

e Girasol oleaginosa (se divide en tres variedades de acuerdo a la composición 

relativa de acido oleico). 

• Girasol confitero. Se utiliza para alimentación humana (crudos, tostados o 

salados), así como para la alimentación de aves y animales pequeños. Las 

semillas son típicamente más grandes que la variedad de semillas oleaginosas. 

• Girasol ornamental. 

En la última década del siglo pasado, los altos precios internacionales 

permitieron el crecimiento del complejo oleaginoso global siendo el girasol argentino 

su mejor ejemplo. En la campaña 1994/95, se sembraron poco más de 3.000.000 de 

hectáreas (ha.) (Fig. 2), nivel que se sostuvo y aún trepó casi un 20% para la campaña 

1997/98, antes del inédito registro de 4.200.000 ha. del ciclo siguiente, que permitió 

obtener una producción superior a 7.000.000 de toneladas (tn.) (Fig. 3), Argentina se 

convirtió en el ciclo agrícola 98/99 en el primer exportador mundial de aceite de 

girasol, desarrollando una de las más competitivas industrias procesadoras de aceite 

(Andreani, 2004). En la actualidad el girasol si bien redujo su área de cultivo a 

1.400.000 ha, la tendencia del último quinquenio se encuentra en el orden de 

1 600 000 a 1.800.000 ha. 
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Fig.2. Superficie sembrada de girasol (ha) 1969-2015. Fuente: SIIA, 2016. 

(http://www.siia.gov.arLapps/sliaiestimaciones/salidaphp) 

La producción mundial de girasol (que oscila en torno a las 27/30 millones de 

toneladas) tiene cuatro principales protagonistas la Federación Rusa, que 

habitualmente ofrece unas 6,5 millones de toneladas; Ucrania, que oscila entre las 4,2 

y 5,3 millones de toneladas, y la Unión Europea, entre 4,8 y 6,5 millones. Los tres son 

grandes competidores en el Hemisferio Norte. El único país relevante, en cuanto a 
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producc,ión de girasol, en el Hemisferio Sur es la Argentina, con 3,5/4,5 millones de 

toneladas (ASAGIR, 2012). 
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Fig.3. Producción de girasol (tn) 1969-2015. Fuente: SIIA, 2016. 

(http://www.siia.gov.arLapps/siia/estimacionesisalida php) 

El aceite de girasol es el tercer aceite vegetal más importante del mundo, con 

alrededor del 13% de la producción mundial total de aceite comestible. El aceite de 

girasol es considerado aceite Premium debido a su alta composición en ácidos grasos 

insaturados y bajo contenido de ácido linolénico. 

De acuerdo a su composición de ácidos grasos, podemos diferenciar distintos 

tipos de aceite de girasol: 

En las variedades tradicionales, los frutos tienen entre 40 y 55% de aceite, un 

10% de ácidos grasos saturados y un 90% de insaturados. Los insaturados son el 

ácido oleico (15% - 35%) y el ácido linoleico (55% - 75%). La composición de ácidos 

grasos en los cultivares tradicionales, no es estable. Está influenciado por factores 

genéticos y ambientales. Por ejemplo, la temperatura, la cual ejerce una importante 

influencia en la relación oleico/linoleico. 

En el mercado argentino los híbridos comerciales disponibles son: Alto oleico 

con más del 70% de ácido oleico y Medio oleico de 65% de ácido oleico. El hecho de 

tener un mayor porcentaje de ácido oleico los hace menos susceptibles a cambios 

oxidatívos durante la refinación, el almacenaje y las frituras, confiriéndole mayor 

estabilidad. Son aceites que son cada vez más requeridos por la industria de alimentos 

de productos envasados como para el mercado de los snacks, por el beneficio que 

brindan a la salud. En la actualidad, la industria alimenticia mundial prioriza el cuidado 

de la salud y está utilizando cada vez más aceites vegetales con alto contenido de 

ácidos grasos insaturados, favoreciendo las perspectivas de uso para el aceite de 

girasol alto oleico (Minagri. 2016) 

Además, debido a su abundancia relativa se utiliza en la elaboración de 

jabones y detergentes en el este de Europa. También se utiliza como "carrier" en la 

producción de agro-químicos, plaguicidas particularmente hidrófobos, agentes 
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tensioactivos, adhesivos, plásticos, suavizantes y lubricantes. Además, tiene un gran 

potencial para la producción de biodiesel, como un sustituto para el combustible diesel 

(Paniego y col., 2007). 

En nuestro país, el área potencial de cultivo de girasol se extiende desde el 

norte de Chaco hasta el sur de la región pampeana (Fig. 4), extendiendo su utilización 

fuera del país al sur de Bolivia, Paraguay, Brasil y Uruguay. Los cultivares utilizados en 

cada zona tienden a ser distintos, como así también la estación del año en que se 

cumple buena parte del ciclo del cultivo y los sistemas de cultivos en los que se hallan 

incluidos. El hecho de que se cultive la especie y se logren rendimientos 

comercialmente rentables en ambientes tan dispares, resulta en parte, de su 

plasticidad y en parte del éxito de los fitomejoradores en seleccionar materiales 

adaptados a las diferentes zonas de esta gran región con sus diferentes patrones de 

oferta de recursos y de incidencia de adversidades (Trápani y col., 2003). 

• ' • 
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1111•1111~1 

Siembra 

Fig.4 Principales áreas de cultivo de girasol en Argentina. 

Fuente Dirección de Coordinación de Delegaciones-Estimaciones Agrícolas- MAGyP, 2014 

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 soja y la ocupación por parte del mismo de las 
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áreas más productivas de la Pampa húmeda. Este desplazamiento nos plantea un 

nuevo escenario, donde el estrés hídrico o sequía juega un rol determinante. 

1.2-Efecto aei estres tuarico en imantas 

De acuerdo con Singh (2000), la sequía es el principal factor abiótico, seguido 

en orden de importancia por la deficiencia y toxicidad por minerales y en tercer lugar, 

el frío. La sequía es el factor más limitante dado que afecta por encima de un tercio los 

suelos del mundo. Por otro lado, no sólo causa diferencias entre el rendimiento 

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

rendimiento de año a año y consecuentemente inestabilidad de este carácter (Parry y 

col., 2004; Rosegrant y col., 2005). 

Hay diferentes tipos de sequía, 

• sequía meteorológica, cuando la precipitación es muy por debajo de sus 

expectativas para la época del año y la ubicación. 

• sequía agrícola, cuando el agua de todas las fuentes es lo suficientemente baja 

como para causar grave déficit en el rendimiento del cultivo. 

• sequía fisiológica, cuando el agua está presente en el suelo, pero la planta no 

puede aprovecharla debido a un menor potencial osmótico del suelo causado 

por sales. 

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 

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 
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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). 

Las plántulas sufren a menudo estrés hídrico debido a que las siembras se 

realizan sin un contenido de agua adecuado en el perfil del suelo. En consecuencia, la 

germinación de las semillas es irregular y se presentan problemas en el 

establecimiento de las plántulas (Mwale y col., 2003), lo cual condiciona el rendimiento 

final del cultivo (Koornneef y col., 2002; Rajjou y col., 2006). 

La sequía durante la fase vegetativa de las plantas afecta tanto a los 

rendimientos biológicos como a los económicos. Durante el desarrollo vegetativo, se 

reduce la altura del tallo principal, diámetro del tallo, el número de nodos o las hojas y 

el área foliar (Agele, 2003; Turhan y Baser 2004), y un aumento de la longitud de la 

raíz. Esto ha sido observado por una mayor relación raíz-tallo obtenida en condiciones 

de sequía (Sobrado y Turner 1986). 

En Argentina las condiciones de estrés ambiental causan una reducción en el 

rendimiento del cultivo de girasol de hasta 1.500 kg/ha de granos, lo cual genera la 

necesidad de disponer de germoplasma tolerante a sequía a fin de reducir la pérdida 

de rendimiento. 

Las plantas a lo largo del tiempo han desarrollado un amplio rango de 

mecanismos que les permiten afrontar en forma más o menos óptima condiciones 

adversas. Las respuestas a nivel celular y molecular que se manifiestan cuando una 

planta se encuentra en sequía incluyen cambios morfológicos, metabólicos así como 

ajuste en el transporte de iones. Estas modificaciones están regidas por la expresión 

de diversos grupos de genes que pueden estar involucrados en la síntesis de 

sustancias osmo-protectoras, de proteínas que confieren a la planta características 

especiales de resistencia al estrés hídrico o bien de proteínas enzimáticas 

intervinientes en la síntesis y/o metabolismo de las hormonas relacionadas a estrés. 

Diversos genes inducidos por estrés han sido identificados por análisis moleculares y 

genómicos en Arabidopsis y arroz, entre otras especies (Seki y col., 2001; Rabbani y 

col., 2003). 

Nuestro grupo de trabajo ha caracterizado el comportamiento de las líneas 

endocriadas de girasol B59 y B71 de INTA, en su comportamiento frente a estrés 

hídrico en los estadios de plántula en condiciones de laboratorio, observándose para la 

línea tolerante B71 un mayor porcentaje de germinación relativo al control (PGR) en 

condiciones de estrés hídrico generado con 200mM y 400 mM de Manitol (Andrade y 

col., 2009). Además, la línea tolerante en condiciones de estrés hídrico presentó una 
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respuesta diferencial respeto a la línea sensible incluyendo gran reducción del área 

foliar, disminución del peso seco, mayor ajuste osmótico y aumento del contenido de 

prolina en la parte aérea. En parte radical se observó menor disminución del peso 

fresco y en ambos órganos se apreció alto contenido de clorofila. A su vez, presentó 

mayor contenido de carotenoides tanto en condición control como de estrés (Andrade 

y col., 2013) 

Entre los mecanismos que poseen las plantas encontramos el fisiológico, que 

opera como sistema de ajuste a condiciones de estrés (altas o bajas temperaturas, 

salinidad y sequía), siendo de gran importancia las modificaciones en los niveles de 

ácido abscísico (ABA), ácido jasmónico (JA), etileno (ET) y ácido salicílico (SA). 

1.3-Respuestas hormonales relacionadas a estrés hídrico 

1.3.1-Jasmónico y sus derivados 

La participación de los jasmonatos (JAs) en respuesta a estrés biótíco y 

abiótico fue ampliamente estudiada en diversas especies vegetales (Lehmann y col., 

1995, Penninckx y col., 1996; Kramell y col., 2000; Wasternack y Hause 2002; 

Wasternack, 2005; Kombrink 2012; Wastermack y Hause 2013; Dar y col., 2015; 

Riemann y col. 2015). Por ejemplo, en arroz el contenido endógeno de JA incrementó 

marcadamente bajo estrés hídrico severo (Du y col., 2013). En raíces de garbanzo 

perteneciente a la variedad tolerante se observó mayores niveles de JA, ácido 12-

oxofitodienoico (OPDA) y JA-isoleucina (JA-1Ie), respecto a la variedad sensible, en 

condiciones de sequía (De Domenico y col., 2012). A su vez, Savchenko y col. (2014) 

observaron que 12-OPDA actúa como un regulador de cierre estomático en respuesta 

a sequía, función que aumenta en presencia de ABA. En el mismo sentido, nuestro 

grupo ha demostrado la existencia de cambios en las concentraciones de los 

miembros de la familia de los JAs en semillas de girasol generadas por plantas 

cultivadas en sequía o en irrigación, tanto en líneas que se comportan como tolerantes 

o sensibles a sequía (Vigliocco y col., 2007). 

El JA posee una estructura similar a la de los eicosanoides de animales, los 

cuáles se originan a partir del ácido araquidónico. JA y sus derivados son compuestos 

cidopentanos originados de lípidos, y se encuentran en las plantas en forma de ácido 

libre JA, como forma metilada (metil-jasmónico-JAME) o conjugados con aminoácidos, 

por ejemplo (JA-1Ie). También se han aislado derivados hidroxilados en posición 11 ó 

12 (11-0H-JA y 12-0H-JA), y derivados glucosilados de JA. Todos los compuestos 

anteriormente mencionados son denominados colectivamente JAs. El OPDA y 

compuestos relacionados estructuralmente son llamados "octadecanoicos". 
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El camino de biosíntesis de los JAs (Fig. 5) comienza a partir de ácido graso 

poliinsaturado a-ácido linoleico (a-LA). Este ácido graso puede ser sustrato de una 9-

lipooxigenasa (9-LOX) o de una 13-lipooxigenasa (13-LOX), enzimas que insertan un 

oxígeno en la posición 9 o 13 del a-ácido linoleico, generando 9-hidroperóxido de 

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

dependiendo de la enzima que actúe. 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 OPDA (Stenzel y col., 2012; Wu y col., 2011). Este compuesto 

por acción de una OPDA reductasa (OPR) y tres ciclos subsecuentes de f3-oxidación 

produce el ácido (+)-7150-jasmónico. Esta sustancia fisiológicamente activa es 

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

metabolizado dando origen a diferentes JAs (Thines y col., 2007; Schaller y col., 2005; 

Wasternack y Kombrink 2010; Scherer y col., 2010; Bannenberg y col., 2009). 
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Fig. 5. Vía de síntesis y localización de JAs (modificado de Wasternack y House 2013). 

La biosíntesis de los JAs ocurre en tres compartimentos celulares: en 

cloroplastos y eventualmente en otros plástidos donde JA es convertido a OPDA, en 

citoplasma OPDA es reducido por una OPR reductasa y en peroxisoma donde ocurren 

los tres pasos de í3-oxidación. Luego en el citoplasma JA puede ser modificado por 

metilación, hidroxilación o conjugación como por ejemplo la producción de 7isoJAlle 
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por acción de JAR1 (Schaller y col., 2005; Seltmann y col., 2010; Schaller y Stintzi 

2009; Wasternack y Kombrink 2010; Kombrink, 2012). 

1.3.2-Ácido Abscísico 

Por otra parte, ABA desempeña un rol primordial en la adaptación de las 

plantas a condiciones adversas tales como salinidad, sequía, bajas temperaturas y 

estrés osmótico (Zhu, 2002; Xiong y Zhu 2003). Además, ABA es responsable de la 

prevención de la germinación durante el desarrollo de la semilla (Berry y Bewley 

1992). En semillas en desarrollo, ABA puede derivar de los tejidos maternos o bien 

ser sintetizado de novo en el embrión (Xiong y Zhu 2003). La dinámica de acumulación 

de ABA sugiere que su biosíntesis se halla bajo estricta regulación durante el 

desarrollo embrionario. 

ABA es sintetizado en plantas superiores a través de una escisión oxidativa en 

el C4,9 de su precursor carotenoide (Nambara y Marion-Poll 2005; Marion-Poll y Leung 

2006). El primer paso en la biosíntesis de ABA (Fig. 6) es la epoxidación de la 

zeaxantina y anteraxantina a violaxantina, paso catalizado por una zeaxantina 

epoxidasa (ZEP). Violaxantina puede ser convertido a 9'-cís-violaxantina y/o 

neoxantina que luego pasa a 9'-cis-neoxantina. Por una escisión oxidativa de los 

epoxicarotenoides 9'-cis por la 9'-cís-epoxicarotenoide dioxigenasa (NCED) se obtiene 

un intermediario C15, xantocina. El producto de xantocina es convertido en ABA a 

través de una reacción de dos pasos vía ABA-aldehído. Del mismo modo, ABA es 

desactivado a través de varias vías: la "vía oxidativa" que involucra la oxidación en 

diferentes posiciones, y la "vía de la conjugación" (Kushiro y col., 2004; Nambara y 

Marion-Poll 2005). Se ha demostrado la existencia de tres vías diferentes de 

hidroxilación de ABA, la hidroxilación del C-8, considerada la más común en el 

catabolismo en plantas, y que es iniciada por la hidroxilación del C-8 produciendo 8'-

hidroxi-ABA (8'-HOABA), el cual por re-arreglos produce ácido faseico (PA). PA es 

subsecuentemente reducido a ácido dihidrofaseico (DPA) y/ó su análogo, el ácido epi-

dihidrofaseíe.o (epi-DPA). Además, ABA e hidroxi-ABA puede ser conjugado como aba 

glucosa ester (ABA-GE) (Cutler y Krochko 1999; Andrade y col., 2009; Seiler y col., 

2011). 

Bajo condiciones de sequía, el ABA juega un rol en el cierre estomático, el cual 

reduce la pérdida de agua por transpiración (Assmann, 2003; Hartung y col. , 2005). El 

ABA producido por raíces de plantas sometidas a sequía, es transportado por el 

xilema y regula la apertura de los estomas (Zhang y col., 1987; Zhang y Davies 1989; 

1990a; 1990b; Wilkinson y Davies 2002; Schachtman y Goodger 2008). 
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Fig. 6. Vía de síntesis y de localización de ABA (modificado de Seiler y col., 2011). 

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 (Zhu, 

2002; Dombrowski, 2003; Pedranzani y col., 2003; Boominathan y col., 2004; 

Wasilewska y col., 2008; Sánchez-Díaz y col., 2008; Sengupta y col., 2011; Xu y col., 

2013). 

En plántulas de Arabidopsis thaliana, el estrés hídrico promovió tanto la 

biosíntesis como el catabolismo de ABA, incrementando las concentraciones de ABA y 

sus catabolitos PA, DPA y ABA-GE (Huang y col., 2008). A su vez, la concentración de 

ABA fue mayor en hojas de Laurus azorica (Seub.) Franco sometidas a sequía que en 

las control (Sánchez-Díaz y col., 2008). 

Aunque no todos los estudios muestran una correlación directa entre la 

tolerancia al estrés y un mayor contenido de ABA, hay varios trabajos que muestran 

mayor nivel ABA en individuos tolerantes a la sequía que en los susceptibles (Perales 

y col., 2005; Veselov y col., 2008; Thameur y col., 2011). 
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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). 

A nivel molecular, ABA está relacionado con cambios de expresión de genes 

de respuesta a sequía (Zhang y col., 2006). 

1.3.3-Ácido Salicílico y respuesta a estrés abiótico 

Es un hecho conocido que el SA está involucrado en las respuestas de las 

plantas a estrés biótic,o; lo que aún no está bien dilucidado es su rol en los procesos 

de estrés abiótico (Horváth y col., 2007). 

Es interesante señalar que en los últimos años se publicaron trabajos donde 

SA es capaz de inducir tolerancia a distintos tipos de estrés abiótico, por ej. estrés 

hídrico (Bhupinder y Usha 2003; Németh y col., 2002), salino (El-Tayeb, 2005; Szepesi 

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

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

Clarke y col., 2004). 

Dependiendo de la especie de la planta, el SA puede ser sintetizado por dos 

caminos distintos (Fig. 7), el camino de Isocorismato (ICS) y el camino de fenilalanina 

(PAL) (Dempsey y col., 2011). Ambos caminos tienen como precursor el corismato 

(Lee y col., 1995; Ribnicky y col., 1998) y presentan a la fenilalanina amonio liasa 

(PAL) o isocorismato sintasa (ICS), como principales enzimas intervinientes (Catinot y 

col., 2008; Uppalapati y col., 2007). 

En girasol, Klanbt (1962) propuso que SA es sintetizado del benzoato, el cual 

es originado a través del camino PAL. El camino ICS es el responsable de la síntesis 

de más del 95% del SA en algunas especies de plantas. 

Aplicaciones exógenas de SA a híbridos de girasol redujo los efectos del estrés 

hídrico y mejoró el rendimiento de los mismos (Hussain y col., 2008). Asimismo, 

nuestro grupo ha informado el incremento de SA en familias F3 segregantes expuestas 

a estrés hídrico durante las etapas de germinación y crecimiento temprano (Fernandez 

y col., 2012a). En plantas de tomate y poroto se ha informado una mayor tolerancia a 

salinidad y sequía en respuesta a SA exógeno (Senaratna y col., 2000, Hayat y col., 

2008). 
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Fig. 7. Vía de síntesis de SA (modificado de Chen y col., 2009) 

En hojas de Phillyrea angustifolia sometidas a estrés hídrico los niveles 

endógenos de SA se incrementaron más de 5 veces durante la sequía (Munne-Bosch 

y Peñuelas 2003), mientras que en raíces de plantas de cebada, un estrés hídrico 

moderado o severo aumentó los niveles de SA, mientras que su contenido no varió en 

hojas (Bandurska y Stroinski 2005). 

1.4-Análisis génico 

El desarrollo de nuevos genotipos con una mayor tolerancia a estrés hídrico es 

una estrategia importante para la expansión de la superficie agrícola para la siembra 

del girasol. El estudio de la base genética de la respuesta al estrés hídrico en distintas 

etapas de desarrollo es esencial para identificar genes que podrían servir como 

marcadores en los distintos estadios fisiológicos de la planta e identificar las rutas 

metabólicas en las que éstos intervienen, induciendo la síntesis de metabolitos 

secundarios en respuesta a estrés (Sorrells y col., 2000). 

En los cultivos, la variación cuantitativa es una característica de muchos 

caracteres importantes, tales como rendimiento, calidad, resistencia a enfermedad y 

tolerancia a estrés abióticos, los cuales están bajo la acción combinada de múltiples 
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genes segregantes y factores ambientales (Asíns, 2002). El mayor avance de los 

análisis de variación cuantitativa se logró con el desarrollo de los marcadores 

moleculares en la década del 80 (Collard y col., 2005). 

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 selección 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 (del inglés 

Quantitative Traits Loci), a menudo 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 es la necesidad de que la población de mapeo se encuentre en desequilibrio 

de ligamiento, caso contrario, los alelos de los locus 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 (BC1), F2 (generadas por autofecundación), líneas endocriadas (RIL), entre 

otras (Collard y col., 2005; 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 

puede determinarse con relativa facilidad, simplificó enormemente los análisis 

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

Kahl 2005). Entre los marcadores moleculares usados habitualmente los microsatélites 

(SSR) son, cuando están disponibles, los marcadores de elección para el análisis de 

ligamiento, debido al hecho que son altamente polimórficos, generalmente heredados 

de una forma co-dominante, y en muchos casos, específicos de cromosoma (Paniego 

y col., 2007). 

Una alternativa dentro de las estrategias de mapeo de QTL de interés 

agronómico, es la de minimizar el número de individuos de la población a analizar 

haciendo una selección de aquellos que se ubican en los extremos de la distribución 

de la respuesta fenotípica estudiada. Este procedimiento se lo conoce como análisis 

de segregantes agrupados (BSA) y fue desarrollado por Milchelmore y col., (1991). 
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Esta técnica ha sido utilizada para la identificación de marcadores moleculares 

ligados a un carácter monogénico, dominante o recesivo (Wang y col., 2007; Le Guen 

y col., 2013) así como también para el análisis de QTL mayor en poblaciones muy 

grandes (Altinkut y col., 2003; Salunkhe y col., 2011) 
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Fig. 8. Diagrama del empleo de BSA para mapear genes utilizando marcadores co-

dominantes (modificado de Gieco y col., 2011). 

En la figura 8 se muestra el esquema de uso de BSA para el mapeo de genes 

candidatos. La selección de individuos para la realización de los bulks, es realizada 

mediante la identificación de dos fenotipos extremos, resistente y susceptible (R o S) 

de una población segregante. Tanto el ADN de las líneas progenitoras, como el de los 

individuos que componen los grupos son analizados con marcadores moleculares, 

seleccionando aquellos que presenten la presencia de bandas en una muestra y la 

ausencia de estas bandas en la otra muestra Asimismo evidencia, preliminarmente, 

una ligación genética entre un marcador polimórfico y el locus diana. Posteriormente 
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esa asociación es confirmada mediante el análisis de co-segregación entre un 

marcador y el grado de resistencia en todos los individuos de la población segregante. 

Confirmada la ligación, es posible calcular una frecuencia de recombinación entre un 

marcador y el locus diana 

Esta técnica es utilizada para identificación de genes de efecto mayor que 

condicionan diversos caracteres de interés agronómicos, como QTLs para tolerancia 

al calor en arroz (Zhang y col., 2009), tolerancia a estrés salino en algodón egipcio 

(El-Kadi y col., 2006), la tolerancia a la sequía en el trigo y el maíz (Altinkut y 

Gozukirmizi, 2003; Quarrie y col., 1999; Kanagaraj y col., 2010; Venuprasad y col., 

2009; Vikram y col., 2011), así como QTLs 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). 

La aplicación de esta estrategia en F2:F2.3 brindaría información de marcadores 

asociados estrés hídrico en plántula, en generaciones tempranas de selección, como 

una primera aproximación para identificar marcadores asociados al carácter. 

1.5-Expresión génica 

Las modificaciones a nivel morfológico, fisiológico y bioquímico que se 

producen en la planta están regidas por la expresión de diversos grupos de genes que 

confieren a la planta tolerancia a estrés. 

Existen diversas tecnologías para el estudio de la expresión génica, una de las 

técnicas pioneras de alto desempeño que permite el estudio simultáneo de miles de 

genes y que ha revolucionado la biología molecular fue el desarrollo de micro-arreglos. 

Una de las principales características de esta tecnología es el gran volumen de datos 

que puede generar, motivo por el cual es necesaria la complementación con técnicas 

de bioinformática y estadística (Dalma y col., 2006). 

La utilización de la tecnología de micro-arreglos permite realizar un estudio 

transcriptómico concertado de lo que está sucediendo en la planta, por ejemplo qué 

vía de expresión génica esta inducida en mayor o menor medida en condiciones de 

estrés respecto al control, también nos permite agrupar los diferentes transcriptos que 

se expresaron diferencialmente según su función biológica, pudiendo determinar qué 

genes están regulados positiva o negativamente, y cuál es su función molecular 

(Krugman y col., 2011; Le y col., 2012; Rasheed y col., 2016). 

El análisis de expresión de genes inducidos por estrés en Arabidopsis. arroz y 

maíz entre otras especies, ha permitido identificar genes que están involucrados a 

nivel transcripcional en la respuesta a estrés hídrico y la afectan en diferentes niveles 

(Seki y col., 2002, Rabbani y col., 2003; Kawaguchi y col., 2004; Boominathan y col., 
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2004). Entre estos genes se incluyen aquellos implicados en el metabolismo, vías de 

señalización de fitohormonas tales como JA, ABA y SA que producen cambios en la 

homeostasis hormonal, redistribución y señalización (Matsui y col., 2008). Ma y col., 

(2006) pusieron en evidencia la complejidad de las respuestas a estrés, para ello, 

estos autores analizaron 1500 genes mediante técnicas de micro-arreglos de DNA, de 

los cuales aproximadamente el 25% responden a tratamientos de estrés u hormonas. 

Krugman y col., (2011) trabajando en estrés hídrico con dos genotipos de trigo wild 

emmer, sensible y tolerante a sequía, observaron diferencias en la expresión de genes 

relacionados a ABA ya sea a nivel de metabolismo, señalización, respuesta y 

regulación a diferentes niveles. 

A su vez hormonas, como JA, ABA y SA regulan la expresión de numerosos 

genes; específicamente los JAs inducen expresión de genes que codifican proteínas 

con numerosas funciones celulares, entre ellas quitinasas, glucanasas y PR-10 

(asociadas a resistencia a Fusarium y Pseudomonas), proteínas protectoras de estrés 

(osmotina, salT (salinidad), JIP6 (sorbitol y sequía), JIP23 (inducida por sorbitol), 

proteínas antimicrobianas y antinutricionales (PIN1, PIN2). Asimismo, análisis por 

macro-arreglos de cDNA mostraron que tratamientos exógenos con compuestos de la 

familia de los JAs (como JAME y 12-0H-JA) estimulan la transcripción de genes que 

codifican enzimas de la propia síntesis y metabolismo de JA, tales como LOX2, AOC. y 

OPR3 (Ishiguro y col., 2001; Stenzel y col., 2003; Miersch y col., 2008). 

Diversos genes regulados positivamente por ABA y estrés hídrico han sido 

caracterizados en distintas especies vegetales, entre ellos RD29A y B, RAB18, LEA14 

y RD20 (Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki 1994; Jakab y col., 2005). 

El SA induce la expresión de genes PR (pathogenesís—related proteín) 

comúnmente asociados con estrés biótico, debido a que aumentan la resistencia a 

patógeno, también fueron inducidos en condiciones de estrés abiótico (Miura y col., 

2013). Aplicaciones exógenas de SA podrían inducir cambios en el estado redox 

celular (Hayat y col., 2008). 

Entre las proteínas efectoras que son activadas por las hormonas y la señal de 

estrés se encuentran los factores de transcripción. Ellos poseen una función 

determinante en la regulación de la expresión génica y, consecuentemente, en la 

transducción de señales, actuando como nodos en las redes de regulación de 

numerosos procesos biológicos (Nakashima y col., 2014, Banerjee y Roychoudhury 

2015) 

Son actores de importancia en la señalización del estrés hídrico y algunos son 

nodos de redes de señalización regulando gran cantidad de genes corriente abajo 

(Tripathi y col., 2013). 
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Fig. 9. Principales grupos de factores de transcripción involucrados en la regulación de genes 

de repuesta al estrés hídrico en plantas (Capiati y Muñiz García, 2011). 

Como podemos observar en la figura 9, las vías de respuesta a sequía pueden 

clasificarse en 4 grupos que a su vez se dividen en aquellas que son dependiente e 

independiente de ABA (Umezawa y col., 2006). ABA además de provocar el cierre de 

estomas induce la expresión de numerosos genes de adaptación al estrés. Los 

promotores de muchos de estos genes contienen elementos de respuesta ABRE, uno 

de los principales elementos cis que actúan en señalización de la respuesta a estrés 

hídrico dependiente de ABA (Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki 2007). Se ha 

demostrado que este elemento dirige la señalización dependiente de ABA del gen 

RD29B de Arabidopsis a través de factores de transcripción bZIP (Uno y col., 2000). 

Los factores de transcripción tipo bZIP han sido nombrados como (AREB) proteínas de 

unión a elementos de respuesta ABA y (ABFs) factores de unión de elementos 

respuesta ABA (Kagaya y col., 2002; Uno y col., 2000). La sobre-expresión de genes 

AREB/ABF en Arabidopsis estuvo asociada a la tolerancia al estrés hídrico (Kim y col., 

2004; Orellana y col., 2010; Yoshida y col., 2010). 
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Los factores de transcripción MYC/MYB actúan en la activación de genes de 

respuesta a estrés hídrico de manera dependiente de ABA (Hirayama y Shinozaki, 

2010). La sobre-expresión de AtMYB15 aumentó la tolerancia a estrés hídrico en 

Arabidopsis (Ding y col., 2009). Similares resultados se observaron en plantas que 

sobre-expresaron AtMYC2, AtMYB2 o ambos (Abe y col., 2003). La expresión de gen 

RD22 (responsive to dehydration 22) es inducido por sequía y ABA (Nakashima y 

Yamaguchi- Shinozaki, 2013). La región promotora del gen RD22 posee elementos as 

reconocidos por MYC y MYB, los cuales aumentan su expresión luego del incremento 

de ABA (Saibo y col., 2009). En soja se identificaron 156 genes de la familia MYB, de 

los cuales 43 fueron inducidos por ABA, sequía, salinidad y frío (Liao y col., 2008). 

El estrés hídrico además activa otros factores de transcripción como es el caso 

de las familia NAC y las proteínas "zinc fin ger homeodomain" (ZF-HD). La sobre-

expresión de los genes ANAC019, ANAC055 y ANAc072 en Arabidopsis incrementó la 

tolerancia a sequía (Tran y col., 2004; Tran y col., 2007). 

El último de estos 4 grupos corresponde al de factores de transcripción 

DREB/CBF, del tipo AP2/ERF, los cuales inducen un conjunto de genes de respuesta 

a estrés abiótico independientemente de ABA (Hirayama y Shimozaki, 2010). Este 

grupo a su vez se dividen en dos subgrupos: La expresión de los genes DREB1/CBF 

(DREB1B/CBF1, DREB1A/CBF3 y DREB1C/CBF2 en Arabidopsis) es inducida por 

frío, mientras que la expresión de los genes DREB2 (DREB2A y DREB2B en 

Arabidopsis) es inducida por estrés hídrico (Liu y col., 1998). Los genes blancos de 

DREB2 (RD29A, RD29B, RD17 y LEA14) son inducidos solamente por la 

deshidratación (Sakuma y col., 2006). Como ambos subgrupos reconocen la misma 

secuencia DRE/CRT (dehydration responsive element /C-repeat) puede existir un 

entrecruzamiento entre la expresión de genes inducidos por frío o sequía. La sobre-

expresión de los genes DREB1/CBF en Arabidopsis incrementó la tolerancia al estrés 

hídrico y frío y esto se correlacionó con un aumento en los niveles de transcriptos que 

codifican proteínas asociadas a la adaptación al estrés (Gilmour y col., 2004). La 

sobre-expresión del DREB1A/CBF3 de Arabidopsis en papa, tabaco, trigo y arroz 

incrementó la tolerancia a la sequía (Behnam y col., 2006). 

Además de estos principales grupos, debemos tener en cuenta una importante 

familia de factores de transcripción llamada WRKY. Esta familia es un componente 

importante de la red de señalización que regulan muchos procesos en respuesta a 

estímulos biótic,os y abióticos, en procesos de desarrollo incluyendo proteínas de unión 

a ADN y proteínas que interaccionan con otras proteínas (Rushton y col., 2010; 

Agarwal y col., 2011; Chen y col., 2012). Una de las funciones importante de WRKY es 

formar parte de la red de señalización hormonal en respuesta al estrés, actuando tanto 
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corriente arriba o corriente abajo de las hormonas. Por ejemplo están involucrados en 

la señalización de ABA (Rushton y col., 2012), en las funciones antagónicas de SA y 

JA /etileno (ET), el control de los procesos de desarrollo a través de auxinas, 

citoquininas y brasinoesteroides (Agarwal y col., 2011; Antoni y col., 2011; Nilsson y 

col., 2010). 

Para realizar este análisis de expresión, nuestro grupo de trabajo formó parte 

del Proyecto PAE 37100-PME0024, en Colaboración con el Centro de Investigación 

Príncipe Felipe de Valencia, España, en el cual se ha desarrollado un chip de 

oligonudeótidos en Plataforma Agilent en formato 4x44k según la tecnología Agilent, 

disponible para estudios de genómica funcional en girasol cultivado (Fernández y col., 

2012b). 
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CAPITULO 2: HIPÓTESIS Y OBJETIVO GENERAL 

2.1-Hipótesis General: "Dentro del germoplasma disponible para girasol 

cultivado existen materiales tolerantes y sensibles a estrés hídrico que pueden 

diferenciarse a partir del estudio de perfiles genotípicos y fenotípicos incluyendo 

análisis transcripcionales y hormonales obtenidos en ensayos conducidos en 

condiciones de déficit hídrico durante la germinación de la semilla o en estados 

vegetativos tempranos del desarrollo de la planta". 

2.2-Objetivo General: Teniendo en cuenta que la germinación y el crecimiento de las 

plántulas son estadios críticos del ciclo de vida de las especies cultivadas, nuestro 

grupo ha caracterizado en laboratorio y a campo líneas endocriadas de girasol 

resultando la línea B71 como tolerante y B59 como sensible a estrés hídrico (Andrade 

y col., 2009). En este trabajo proponemos estudiar la tolerancia a estrés hídrico en 

girasol mediante la caracterización del poder germinativo, los perfiles de expresión de 

genes y de hormonas inducidos mediante condiciones de estrés hídrico sobre las 

líneas B71 y B59, así como también identificar las regiones genómicas asociadas a la 

característica en estudio mediante la aplicación de estrategias de mapeo de QTL 

sobre una población segregante (F2 y F23) derivada del cruzamiento de B71 x 8 59. 
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CAPITULO 2: HIPOTESIS Y OBJETIVOS ESPECIFICOS 

Hipótesis 1: "Durante la respuesta de plántulas de girasol de familias 

segregantes F2:3 (859 x B71) a estrés hídrico se producen cambios germinación 

y crecimiento temprano. Para comprobar esta hipótesis se propone como primer 

objetivo específico determinar germinación y crecimiento temprano (V2) en familias 

F23 para discriminar entre germoplasma sensible y tolerante a estrés hídrico. 

Hipótesis 2: "Líneas de girasol con respuesta contrastantes a estrés hídrico 

presentan regiones génicas diferentes, las cuales determinan la expresión de 

genes relacionados a la tolerancia a ese estrés". Como segundo objetivo específico 

se plantea caracterizar las líneas parentales B59 (sensible a estrés hídrico) y B71 

(tolerante a estrés hídrico) con marcadores moleculares neutros (Microsatélites) para 

detectar polimorfismos que puedan ser utilizados en la detección de genes y/o QTL 

involucrados en la tolerancia a estrés hídrico en familias segregantes F2. 

Hipótesis 3: "Plántulas de girasol en respuesta a estrés hídrico presentan 

cambios en el perfil de hormonas que explican el rol de estos compuestos en la 

tolerancia a estrés." Para probar esta hipótesis se plantea como tercer objetivo 

específico cuantificar la concentración endógena de hormonas asociadas a estrés 

abiótíco: ácido jasmónico (JA), abscísico (ABA) y salicílico (SA) en plántulas de líneas 

parentales B71 y B59 y en las familias segregantes F23 con respuesta contrastante al 

estrés hídrico. 

Hipótesis 4: "El estrés hídrico aplicado a plántulas de girasol modifica el patrón 

de expresión de genes involucrados en los mecanismos de tolerancia a dicho 

estrés". Para comprobar esta hipótesis se plantea como cuarto objetivo específico 

estudiar el patrón de expresión génica en plántulas de líneas parentales contrastantes, 

control y sometidas a estrés hídrico. 
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Hipótesis 5: "El estrés hídrico modifica el contenido endógeno de hormonas de 

respuesta a estrés, lo cual puede estar asociado con cambios en los niveles de 

expresión de genes involucrados en el metabolismo de dichas hormonas y a 

factores de transcripción relacionados a las mismas.". Como quinto objetivo 

específico se propone establecer asociaciones entre el contenido endógeno de JA, 

ABA y SA y el patrón de expresión y funcionalidad de genes de la vía biosintética de 

estas hormonas como factores de transcripción relacionados a las mismas, en 

plántulas crecidas en condiciones de estrés hídrico en líneas endocriadas contrastante 

para este carácter. 

22 



Materiales y Métodos 

CAPITULO 3: MATERIALES Y METODOS 

3-SECCIÓN A 

Caracterización de material contrastante a estrés hídrico 

3.A.1-Líneas parentales B59 y 871 

3.A1.1-Material Vegetal 

Se trabajó con líneas endocriadas de girasol tolerante (B71) y sensible (B59) a 

estrés hídrico, cedidas por el programa de mejoramiento genético de girasol 

perteneciente a la Estacion Experimental Agropecuaria (EEA)-INTA Manfredi. Tales 

líneas fueron seleccionadas a partir de ensayos a campo y en laboratorio (Andrade y col., 

2009) y luego caracterizadas por parámetros morfo-bioquímicos por Andrade y col., 

(2013). 

3.A.2-Evaluación de poblaciones segregantes F23 (B71 x B59) 

3A2.1-Material vegetal 

Cabe destacar que estas familias son el resultado del cruzamiento de B59 y 871, 

líneas endocriadas contrastantes para el carácter tolerancia a estrés hídrico. La F1

producida fue autofecundada para originar plantas F2 y a partir de la autofecundación de 

estas últimas se obtuvieron las respectivas familias F23. La producción de estas familias 

se realizó en la EEA-INTA Manfredi. 

3A2.2-Condiciones de crecimiento 

Veinticinco semillas de cada familia F23 se colocaron en bandejas plásticas con 

arena fina (esterilizada). El contenido hídrico del sustrato al momento de la siembra fue de 

60% de la capacidad de campo, realizándose posteriores riegos por capilaridad de campo 

a los 4, 7 y 10 días de la siembra mediante el método de ascenso capilar. Los 

tratamientos utilizados fueron: 

• Agua destilada (control), 

• Solución de manitol 400 mM (estrés hídrico). 
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Tanto controles como estresadas fueron colocadas en un cuarto ambiental 

Conviron programado con 16 hs. de iluminación (200 pmoles.m2.s1) a 28°C y HR 60% y 

8hs. de oscuridad a 20°C y HR 70%. En estos ensayos se utilizó un diseño 

completamente aleatorizado con 4 repeticiones. 

Las plántulas se cosecharon a los 11 días y se determinaron parámetros de 

crecimiento tales como: 

3A2 3-Recuento final de germinación 

Se evaluó el poder germinativo relativo al control (PGR) de las familias F2.3. El 

PGR, permite comparar entre las diferentes líneas parentales y sus familias F23, el cual se 

obtiene a partir de la siguiente fórmula: 

PGR(%) = RFG 400mm (%) / RFG Control (70) X 100 

La evaluación del PGR, se realizó en aquellas plántulas cuya longitud de la parte 

área y/o radical fue de 0,5 cm o mayor, descartándose las que presentaron distintas 

anomalías Seed Testing Association (ISTA, 2006). 

El material vegetal fue liofilizado y conservado en frezeer -20°C para la 

cuantificación hormonal. 

3-SECCIÓN B. 

Caracterización genotípica 

3.6.1-Líneas parentales B59 y B71 

Determinación de polimorfismos de ADN a través de SSR. 

3.61.1-Extracción y cuantificación de ADN 

El ADN genómico total de ambos parentales fue extraído de hojas jóvenes no 

lesionadas por agentes patógenos ni insectos, provenientes de plantas crecidas por 5 

semanas en invernáculo de la EEA INTA Manfredi. Las hojas fueron liofilizadas luego del 

muestreo y se almacenaron en cámara a 4°C. La extracción se llevó a cabo con el 

procedimiento (kit) de extracción Nucleo Spin Plant II (Macherey-Nagel, Alemania), 

empleando como agente extractivo el bromuro de cetil-trimetil amonio (CTAB) (Hoisington 

y col., 1994). 
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El ADN genómico se cuantificó empleando un fluorómetro Versaflúor mediante el 

uso del reactivo Hoechst N° 33258, estableciendo una curva patrón con estándares de 

ADN de timo de ternero 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 pg/ml), 

utilizando como referencia concentraciones conocidas de ADN de timo de ternero 

(Biorad). Se sembró un volumen de muestra de 5 pl, incluyendo 2 pl de buffer de 

siembra. La electroforesis se llevó a cabo en buffer TAE 1X a un voltaje constante de 5 

Volts/cm durante 30 min. La visualización del ADN se realizó por transiluminación con luz 

Uy, en digitalizador de imágenes acoplado a PC con el programa Gene Quantitative 

(Biorad). 

3.81.2-Amplificación por PCR 

La mezcla de reacción para la amplificación por PCR de ambos parentales 

estudiados se preparó como se indica a continuación. 

Mezcla de reacción para amplificación por PCR 

Reactivo Volumen 

Buffer con (NH4)2SO4 [10X] (lnvitrogen) 1,20 pl 

MgCl2 [50 mM] 0,36 pl 

Desoxirribonucleótidos trifosfato (dNTPs) [10 mM] 0,24 pl 

Primer Forward + Reverse [5 pM] 0,30 pl 

Taq Polimerasa Platinum (Invitrogen) [5 U/pl] 0,10 pl 

H20 Mili-Q o tridestilada estéril 8,80 pl 

Volumen final de reacción 12 pl 

ADN [15 ng/pl] 1 pl 

Las amplificaciones se realizaron en placa de 96 pocillos empleando un termociclador 

GeneAmp system 9700 (Applied Biosystems) con el siguiente programa de amplificación: 

Programa de amplificación empleado en este estudio 

Etapa del programa 

Desnaturalización inicial a 94°C 

25 

Tiempo 

4 mmn 
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Touchdown (12 ciclos) 

Desnaturalización a 94°C 45 s 

Hibridación a 64°C (-1°C/ciclo) 45 s 

Elongación a 72°C 45 s 

Amplificación (35 ciclos) 

Desnaturalización a 94°C 45 s 

Hibridación a 52°C 45 s 

Elongación a 72°C 45 s 

Extensión final a 72°C 10 mmn 

Todas las placas preparadas para la amplificación incluyeron controles realizados 

con ADN de genotipo conocido para algunos de los marcadores utilizados y un control 

negativo (sin adición de ADN). 

Los cebadores empleados en este trabajo se marcaron en el extremo 5' del 

Forward con alguno de los siguientes fluoróforos: 6-FAM (azul), HEX (verde) o NED 

(amarillo). 

3.81.3-Amplificación por PCR multiplexada 

Con el fin de optimizar tiempos y costo se utilizó un protocolo basado en una 

reacción de PCR multiplexada, la cual permite analizar alrededor de 10 pares de 

cebadores por reacción. 

Los últimos cien microsatélites fueron amplificados utilizando este protocolo para lo 

cual es necesario la utilización del programa Multiplex Manager 

(www.multiplexmanaoer com). A partir de la información obtenida por este programa se 

optimizó la combinación de dichos cebadores marcados con los fluoróforos seleccionados 

para la técnica de genotipificación por electroforesis capilar (EC). El criterio de selección 

se basó en la longitud esperada de cada uno de los fragmentos amplificados, las 

temperaturas de hibridación de cada oligonucleótido con el templado y las posibles 

estructuras secundarias o complementariedades encontradas entre los iniciadores que 

conforman la mezcla. 
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Este sistema se evaluó mediante la co-amplificación de los fragmentos esperados 

utilizando el sistema PCR Type-it Microsatellite (Qiagen) modificado para las condiciones 

de trabajo establecidas en el laboratorio para amplificación de fragmentos de ADN de 

girasol. La reacción consistió en 0,2 pM de cada iniciador disueltos en un volumen final de 

10 pl, conteniendo la "PCR Master Mix (Type-it Multiplex PCR Master Mix, que provee 3 

mM de MgCl2) y 30-100 ng de ADN. 

Etapas del programa Tiempo 

Desnaturalización inicial a 95°C 5 mmn 

Touchdown (28 ciclos) 

Desnaturalización a 95°C 30 s 

Hibridación a 60°C (-0,3°C/ciclo) 90 s 

Elongación a 72°C 30 s 

Extensión final a 60°C 30 mmn 

3.81.4-Visualización de los productos de amplificación 

3.B1.4.1- Empleo de geles de agarosa 

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 pg/m1). Se sembró un volumen de muestra de 5 pi, incluyendo 2 pl 

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, lnvitrogen). 
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3.61.4.2-Empleo de electroforesis capilar 

La separación de los productos de amplificación se efectuó mediante EC en 

secuenciador ABI 3130x1 que mide la fluorescencia inducida por 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 pl de formamida (HiDi 

Formamide) como agente desnaturalizante y 0,1 ¡Al de GeneScan 500 (-250) ROX por 

cada placa de 96 pocillos. Se adicionaron 2 ¡Al de las muestras (en una dilución adecuada 

para favorecer la visualización de los picos fluorescentes), se centrifugó, se desnaturalizó 

a 94°C 5 mm n y se centrifugó nuevamente previo a la inyección de las muestras en el 

equipo. 

Pico prencipall 

111.0 cuirsdakrio 

Fig.10. Electroferogramas visualizados con Genemapper. Las líneas grises verticales 

corresponden a cada uno de los bines detectados en el conjunto de muestras de germoplasma 

analizadas La forma del alelo se indica con una elipse. En este caso el genotipo corresponde a un 

individuo heterocigota 

Los datos colectados en forma de electroferogramas fueron analizados 

automáticamente con el programa Genemapper 3.4 y 4.0 (Applied Biosystems) con el 

28 



Materiales y Métodos 

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 son: 

intensidad de fluorescencia, forma del alelo (Fig. 10), selección del rango (bin) del alelo y 

requerimiento de amplificación unilocus. 

3.6.2-Poblaciones segregantes F2 (B71 x B59) 

La extracción de ADN se realizó con el protocolo (kit) de extracción Nucleo Spin 

Plant II (Macherey-Nagel, Alemania). Para el genotipado se utilizó la técnica de Bulk 

Segregant Analysis (BSA) según Michelmore y col. (1991) para la cual se confeccionaron 

dos bulks (tolerante y sensible) con el ADN de las seis plantas F2 extremas de cada 

extremo de la distribución de la población de plantas F23. 

La combinación óptima de la totalidad de los marcadores polimórficos obtenidos en 

las líneas parentales fue realizada con el programa Multiplex Manager y las 

amplificaciones se realizaron por PCR multiplexada en el ADN de las familias F2 

extremas, sensibles y tolerantes a estrés hídrico, las cuales se obtuvieron por fenotipado 

de las familias F2.3 del cruzamiento (B71 x B59) para la variable PGR. Los producto de 

amplificación fueron separados por Electroforesis Capilar y analizados con el programa 

GeneMappere 4.0 (Applied Biosystem, EUA). 

3-SECCIÓN C. 

Determinaciones de hormonas vegetales 

3.C.1-Líneas parentales 659 y 671 

3.C1.1- Condiciones de crecimiento 

Cien semillas de las líneas B59 y B71, se colocaron a germinar en bandejas 

plásticas entre toallas de papel humedecidas a saturación con agua destilada durante 48 

hs, luego se seleccionaron cincuenta semillas germinadas, en donde el largo de la 

radícula se encontraban en el rango (X de la radícula emergida ± 2 SD) cm, en 

condiciones controladas de crecimiento en cuarto ambientales Conviron (PR48) con 

temperatura media de 25°C en luz (200 pmoles.m2.s-1), HR 85% y temperatura 18°C en 

oscuridad con HR 90 %. 
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Las semillas germinadas se trasplantaron a bandejas plásticas conteniendo arena 

fina estéril como sustrato. El contenido hídrico al momento de la siembra fue de 60% de 

la capacidad de campo y a los 6 días de edad de las plántulas se comenzó a aplicar los 

tratamientos, los cuales se realizaron cada 3 días a capacidad de campo mediante el 

método de ascenso capilar. : 

• Solución de Hoagland 50% de fuerza iónica (control); 

• Solución de manitol 400 mM (estrés hídrico), la cual genera un potencial osmótico 

-0,98 Mpa (Bigo, 2006; Andrade y col., 2009). 

A partir del 4to. día del trasplante a arena, se tomaron al azar 15 plántulas y al 

finalizar el experimento (20 días). 

3.C1.2-Extracción, purificación de hormonas 

Para la extracción y pre-purificadón de JA, ABA y SA se siguió el protocolo 

descrito por Durgbanshi y col. (2005). Se pesó 50 mg de material liofilizado de parte 

aérea (hojas verdaderas + tallo) y radical de plántulas de las líneas B59 y B71 crecidas 

en condiciones óptimas de humedad (control) y sometidas a estrés hídrico (manitol 400 

mM), empleándose cuatro réplicas biológicas por condición. Las muestras fueron tratadas 

con 25 pl de una mezcla de estándar interno que contenía 500 ppm de [2H6FABA, 200 

ppm de [2H4]-SA y 100 ppm de [2H6]-JA (Sigma-Aldrich). A continuación se añadieron 5 

ml de agua ultra pura y la mezcla se homogenizó empleando un molinillo de bolas a una 

frecuencia de 19 rpm durante 7 min. El homogenato obtenido se centrifugó a 4700 g 

durante 10 mm n a 4°C. Posteriormente se recogió el sobrenadante y se ajustó el pH: 3 

añadiendo una solución de CH3COOH al 30% (v/v). Sobre el extracto acidificado se 

realizaron dos particiones líquido-líquido consecutivas con 2 ml de éter dietílico. Las 

fases orgánicas combinadas se secaron en una centrífuga de evaporación a vacío 

(Speed-vac, Jouan, Saint Herblain Cedex, Francia). El residuo seco obtenido se 

resuspendió en 500 pl de una solución agua:metanol (9:1) mediante sonicadón durante 

10 min. El extracto final se hizo pasar a través de filtros de acetato de celulosa de 0,22 

pm de tamaño de poro y una alícuota de 200 pl se dispuso en viales para el análisis 

cromatog ráfico 
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3.C1.3-Identificación y cuantificación de hormonas 

La identificación y cuantificación se llevó a cabo mediante un equipo de UPLCTM 

Acquity (Waters, Milford, MA, E.E.U.U), con un inyector automático y una bomba capaz 

de generar un gradiente cuaternario. La separación cromatográfica se realizó en fase 

reversa sobre una columna de UPLC C18 (50 X 2,1 mm 1,8-pm tamaño de partícula, 

Macherey-Nagel GmbH, Germany) utilizando como fase móvil metano' y agua ultra pura, 

ambos suplementados con ácido acético al 0,1% (grado HPLC, Scharlau). Los efluentes 

procedentes de la columna cromatográfica fueron introducidos al espectrómetro de 

masas a través de una interfaz de electrospray operada en modo negativo (Orthogonal Z-

spray Micromass, Manchester, Reino Unido). Como espectrómetro de masas se empleó 

un triple cuadrupolo (TQD, Micromass) que permite seleccionar un ión precursor que 

puede ser fragmentado en la celda de colisión, y a su vez, los fragmentos generados 

pueden ser seleccionados en el segundo cuadrupolo a modo de iones diagnóstico. Los 

datos procedentes de la adquisición instrumental con esta plataforma se procesaron 

empleando el software Masslynx 4.0 (Micromass). 

Estas determinaciones fueron realizadas por la Dra. Andrade en una estadía de 

investigación realizada en el Laboratorio de Ecofisiología y Biotecnología del 

Departamento de Ciencias Agrarias y del Medio Natural de la Universitat Jaume I de 

Castellón, España 2015. 

3.C1.4-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 5_ 0,05). El software empleado fue 

InfoStat. Versión E (www.infostat.com.ar). 

3.C.2-Poblaciones segregantes F2:3 (B71 x B59) 

3.C2.1-Extracción, purificación de hormonas 

En las familias correspondientes a extremos susceptibles y tolerantes a estrés 

hídrico que se obtuvieron a partir del análisis del poder germinativo relativo al control 

(PGR) según Fernández y col. (2012a), se extrajo y purificó JA, SA y ABA, usando el 

protocolo modificado de Durgbanshi y col. (2005). 
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A partir de 200 mg de peso seco de parte aérea y radical de plántulas se triturará 

en mortero con N2 líquido y homogeneizará con 5 ml de solvente de extracción (agua 

deionizada). A los extractos se le adicionarán 50 ng [2H6]-JA, [2114]_ SA, [2H6]-ABA como 

estándares internos. Las muestras se homogenizaron con Ultra-Turrax T50 (IKA, 

Germany) durante 40s y luego se centrifugaron durante 15 mm n a 5000 rpm. Se recogió el 

sobrenadante y se ajustó el pH a 2,8 con ácido acético 15%. Posteriormente se realizó 

una doble partición con 5 ml éter etílico, se descartaron las fases acuosas y se 

recogieron las fases orgánicas, llevándose a sequedad en evaporador rotativo. Los 

extractos secos se resuspendieron con 750 pl metanol pro-análisis (Me0H), y se filtraron 

a través de un filtro de jeringa en cámara de vacío Supelco y se secaron a 25°C en 

SpeedVac SC110 (Savant Instruments, Inc., New York, USA). 

La purificación comenzó con la resuspensión de los extractos secos en Me0H al 

100% y luego se inyectaron 15 pl en un HPLC Alliance 2695 (Waters, Inc., California, 

USA) equipado con una columna Resteck C18 (Resteck USA, 2.1 x 100 mm, 5 pm) a 

25°C. La elución se llevó a cabo en gradiente con un sistema de solvente binario: 0,2% 

ácido acético en H20 (solvente B)/ Me0H (solvente A) con un flujo de 200 pl min-1, en las 

siguientes proporciones (v/v) de solvente A:(t (mm ), %A):(0, 40), (25, 80). 

3.C2.2-Identificación y cuantificación de hormonas 

La identificación y cuantificación de los compuestos se realizó mediante un 

espectrómetro de masa de doble cuadrupolo (Micromass Quatro pt Ultima, UK). Todos los 

análisis se realizaron utilizando la fuente de electrospray con ionización negativa (ESI-) 

con un voltaje de capilar: (kVol) 3.25, energía de cono 35 Volts, temperaturas de la fuente 

120°C y temperatura de desolvatación 350°C, flujo de gas de cono 102 (L/hs) y flujo de 

gas de desolvatación 692 (L/hs). La cuantificación se llevó a cabo en modo MRM 

(Monitoreo de Reacciones Múltiples), monitoreando los iones parentales y sus fragmentos 

para JA, SA y ABA y sus estándares internos [2H6]-JA, [2H41-SA, y [2H6FABA 

respectivamente para todas las familias a excepción de las familias 2, 4, 36, 37 y 47 

pertenecientes al extremo sensible y 43 y 111 del extremo tolerante, donde el contenido 

endógeno de SA fue determinado en el modo SIR (Registro de Ion Seleccionado). 

Los valores de concentración se obtuvieron mediante curvas de calibración y se 

expresaron en pmol de hormona por gr. PS-1. El software que se utilizó fue MassLynx TM 

v.4.1. (Waters-USA). 
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En familias F23 se expresaron los niveles endógenos de las hormonas SA, JA y 

ABA relativos al control (HRC) en %, para lo cual se utilizó la siguiente formula: 

HRC(%) = HRC 400mm (pmol. gr PS-1) / HRC Control (pmol. gr P5-1) x 100 

3.C2.3-Análisis estadístico 

Para comparar niveles endógenos dentro de cada familia F2.3 extrema a estrés 

hídrico se realizó un Análisis de la Varianza de una vía (ANOVA) y a posteriori un test de 

Rangos Múltiples (LSD de Fisher; p _5 0,05). Valores de p 5 0,05 fueron considerados 

estadísticamente significativos. Se utilizó el programa InfoStat, versión E. 

Para identificar patrones hormonales en las familias F23 contrastantes para estrés 

hídrico, se realizó un análisis de componentes principales (ACP) y uno de discriminante 

lineal (ADL) de los datos de HRC de SA, JA y ABA para las familia F23 Para este último 

análisis se realizó una reducción de dimensionalidad; maximizando las varianzas entre las 

nuevas categorías creadas (familias extremas/respuesta al estrés) y minimizando las 

varianzas dentro de las nuevas categorías creadas. Se utilizó el programa InfoStat, 

versión E. 

3-SECCIÓN D. 

3.D.1- Evaluación de la expresión génica de las líneas parentales 859 y B71. 

3.D1.1-Extracción de ARN total 

Para la extracción de ARN se utilizó el kit de extracción RNAqueous Plant RNA 

Isolation Aid (Ambion, Life Technologies Corporation. USA.). 

Se partió de 100 mg de peso fresco de parte aérea y radical de plántulas 

(controles y estresadas) generadas según lo indicado en el ítem C.1.1., cosechadas y 

mortereadas con nitrógeno líquido hasta obtener un polvo fino. Al material vegetal se 

agregó 400 pl solución de lisis y 100 pl de "RNA isolation aid". Se centrifugó a 12000 rpm 

durante 15 mm n a temperatura ambiente, descartando el pellet y al sobrenadante se 

agregó 900 pl agua etanol 64%. Se colocó una columna de centrifugación en un tubo 

colector y se agregó la solución anterior en la columna de centrifugación, se centrifugó a 

12000 rpm durante 1 mm n y se descartó lo eluido. A la columna de centrifugación anterior 

se le adicionó 700 pl de solución 1 y se centrifugó a 12000 rpm durante 1 min., 
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descartándose el eluído. A continuación, se realizó 2 lavados con 500 pl de buffer de 

lavado 2/3 y se centrifugó a 12000 rpm durante 1min., descartándose el eluído. 

Se eluyó el ARN, que estaba retenido en la columna de centrifugación, con 2 

tandas de 60 pl de buffer de elución a 80°C y se centrifugó a 12000 rpm durante 1 min. 

Luego las muestras se colocaron en hielo. 

Para limpiar la muestra de polifenoles se realizó precipitación con CILi (cloruro de 

litio). Se adicionó 60 pl CILi y dejó a 4°C toda la noche. Luego se centrifugó a 12000rpm 

durante 20s a 4°C, se trasvasó el sobrenadante y se agregó 150 pl de etanol 70% frio, se 

centrifugó a 12000 rpm durante lOs a 4°C. Se descartó el sobrenadante cuidadosamente 

y el pellet se dejó secar. El pellet se resuspendió en 50 pl de agua DEPC y se colocó en 

hielo. 

La cuantificación del ARN se realizó usando un espectrofotómetro Nanodrop-ND 

1000 y para determinar la integridad del ARN extraído se realizó una electroforesis 

horizontal en gel de agarosa al 1,5%. (p/v) y tinción con bromuro de etidio (0,5 pg/ml), 

utilizando como referencia concentraciones conocidas de ARN. Se sembró un volumen de 

5 pl, 4 pl de buffer de siembra y 1 pl de muestra. La electroforesis se llevó a cabo en 

buffer MOPS 1X a un voltaje constante de 5 Volts/cm durante 30 min. La visualización del 

ARN se realizó por transiluminación con luz UV, en digitalizador de imágenes acoplado a 

PC con el programa Gene Quantitive (Biorad). La calidad de ARN extraído se confirmó por 

Broanalizador Agilent (Agilent Technologies), mediante el uso del RNA 6000 Nano Kit. 

Las muestras de ARN se llevaron a concentración adecuada y se enviaron para 

ser hibridadas en el chip de expresión, servicio que realizó la Unidad Genómica del 

Instituto Príncipe Felipe España (Fernández y col. 2012). 

3.D1.2- Expresión génica por mitromatriz de oligonucleófidos (Chip) 

La expresión génica se realizó mediante el uso de un microarreglo de 

oligonudeótidos diseñado en plataforma Agilent en un formato de 4 x 44 K. Se realizaron 

las hibridaciones con sondas sintetizadas a partir de ARN de 3 muestras biológicas de 

los tratamientos constituidos por dos genotipos (B71 y B59), dos partes de la planta (raíz 

y tallo) y dos condiciones hídricas (control y estrés). El ensayo de hibridación del 

microarreglo involucró un diseño en bloques con un total de 8 micromatrices, con cuatro 
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campos cada una. Cada campo fue hibridado con ARN correspondiente a cada réplica 

biológica. 

3.D1.2.1-Pre procesamiento de los datos 

El pre-procesamiento de los datos se realizó utilizando la biblioteca limma (Smyth, 

2005) a partir del paquete de R (R Core Team, 2013). La corrección de fondo se realizó 

mediante la función backgroundCorrect, utilizando el algoritmo "rma". La normalización 

entre matrices se ha realizado mediante la función normalizeBetweenArray utilizando el 

método de "cuantil". Finalmente, las expresiones de genes se transformaron a escala 

1og2 y la sumarización de réplicas técnicas se realizó calculando la mediana. 

3.D1.2.2-Diseño experimental 

El plan de hibridación fue diseñado como un diseño de bloque incompleto, para 

acomodar un experimento factorial 23. Cuatro réplicas (de los 8 "tratamientos") se 

asignaron en 8 bloques de tamaño 4. Los factores evaluados fueron: líneas (dos líneas: 

L59, L71), estrés (control, Manitol) y parte de la planta (aérea y radical). Se realizó un 

plan de confundimientos donde algunas interacciones seleccionadas fueron confundidas 

con el efecto de bloque en cada réplica. En la Tabla 1 se describen el nombre de 

muestra, el factor y la estructura de los experimentos de cada archivo generado por 

Software de extracción de características Agilent (v9.5.1) siguiendo el protocolo de 

Agilent GE1_107Sep 09 y el Conjunto de mediciones GE1_QCMT_Sep09. 

3.D1.2.3-Análisis de la expresión génica diferencial 

El análisis estadístico se realizó con un conjunto de rutinas especiales para 

ajustar, gen por gen, un modelo lineal mixto. Debido a que cada chip de oligonucleótido 

de girasol incluye 4 arrays, el efecto de chip (bloque incompleto) se incluyó como un 

efecto aleatorio. El conjunto de rutinas mencionadas anteriormente se basaron en la 

función ¡me de biblioteca nlme de R (Pinheiro y col., 2012) implementado en software 

estadístico InfoStat (Di Rienzo y col., 2013). 

Contrastes apropiados que se utilizaron para probar las hipótesis específicas. 
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CtrvsManitolAP59 Mean(CtrI)- Mean(Manitol) en parte aérea, línea L59 

CtrvsManitolAP71 Mean(CtrI)- Mean(Manitol) en parte aérea, línea L71 

CtrvsManitoIRT59 Mean(CtrI)- Mean(Manitol) en parte radical, línea L59 

CtrvsManitoIRT71 Mean(CtrI)- Mean(Manítol) en parte radical, línea L71 

Tabla 1: Nombre utilizado de los contrastes y descripción de los mismos. 

Debido a la transformación 1og2 de expresiones de genes, los contrastes 

estimados se expresaron en escala 10g2 factor de cambio (FC). 

3.D1.3-Análisis de nivel de expresión utilizando el programa Mapman 

Con el objetivo de utilizar este programa con datos provenientes de girasol fue 

necesario adaptar la colección de datos para esta especie, ello a partir de una base de 

datos de girasol que contiene aproximadamente 41.000 unigenes, realizándose la 

anotación funcional y asignación de Bin code para cada uno de ellos. 

El resultado de la anotación funcional permitió la creación de una tabla que 

contiene información del Bin code asociado para cada unigen, el nombre del gen y su 

descripción. 

La tabla fue utilizada como librería del Mapman (mapman.gabipd.org) (Thimm y 

col., 2004), lo que permitió identificar y mapear los unigenes significativos en las distintas 

vías metabólicas. Tal librería fue gentilmente cedida por el Dr. Sebastian Moschen. La 

anotación funcional fue realizada en el Instituto de Biotecnología del INTA Castelar. 

3.D1.4-Cuantificación de niveles de expresión de genes candidatos por PCR en 

tiempo real (qPCR) 

El primer paso para la validación es la selección de genes candidato para la cual 

se utilizó la base de datos de unigenes curados y anotados para girasol, Sunflower 

Unigene Resource (SUR v1.0), desarrollada por la Unidad de Bioinformática del Instituto 

de Biotecnología (http://atgc-sur.inta.gob.ar//) (Fernandéz y col., 2012b). 

La selección de los genes se basó en aquellos que presentaron un factor de 

cambio mayor a 1 o menor a -1. Dentro del grupo de los genes seleccionados algunos 

pertenecían a las vías de síntesis de ABA, JA y SA. 

Se desarrollaron cebadores específicos para cada gen seleccionado utilizando el 

programa Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/) bajo parámetros preestablecidos. 
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Los cebadores empleados para amplificar las regiones candidatas se describen 

en la Tabla 2. 

Nombre Identificador sur Cebador izquierdo Cebador derecho 

Ha-EF-la HeAn_C_8757 5'ACCAAATCAATGAGCCCAAG 3" 5'GAGACTCGTGGTGCATCTCA 3" 

3481 HeAn_C_3481 5-TTGACATTGAGGGTTGTCCA 3" 5"GCTACACATTCCGGTGGAGT 3" 

4588 HeAn_C_4588 5-AATCCACATCTCCTCCATGC 3' 5"GTTAATGGCATTCGCCTTGT 3" 

6342 HeAn_C_6342 5"ACCCCCACACAGATTAACCA 3" 5"ATCTCGACACCGTCAAAACC 3" 

6970 HeAn_C_6970 5"GTCACATGGTGGAGATCACG 3" 5" TTCACCTGCACCTTCATGTC 3" 

9636 HeAn_C_9636 5"AAATGTTTGCAGGGAGGTTG 3" 5"AATTCCTMGCCAGTCACAC 3" 

10178 HeAn_C_10178 5-CGCGTTTGTGCTTATCTTGA 3" 5-TGTCCCACATTGTGTCGAGT 3" 

11465 HeAn_C_11465 5-GCCCTTGGTGCACTTAACAT 3" 5-CAAAATCCCGCCTTCTTACA 3" 

12829 HeAn_C_12829 5-CACGAGTCCMGCTCACAA 3" 5-AAGATGTGTGGCAACGAGTG 3" 

14255 HeAn_S_14255 5"GAGGCCCAATTCAACTCTCA 3" TAACGCGGTCTTGAATGAAAC 3" 

27358 HeAn_S_27358 5"CTCTCGGGTTTGTCGGAATA 3" 5-CCACCCCGACATTATTCATC 3" 

Tabla 2: Cebadores empleados para realizar PCR en tiempo real (qPCR) 

3.D1.4.1-Análisis de expresión mediante PCR en tiempo real (qPCR) 

A partir del ARN extraído de ambas líneas parentales y tratado con la enzima 

ADNasa se realizó la síntesis de ADN copia (ADNc) utilizando la enzima para 

transcripción reversa Superscript III (Invitrogen, EUA) y cebadores de hexámeros al azar. 

La cuantificación del nivel de expresión para los distintos genes se realizó a través de la 

técnica de PCR cuantitativa (qPCR) utilizando el kit Fast Start SYBR Green (Roche, 

Argentina) en termocidador Step-One Real-Time PCR System (Applied Biosystems) a 

partir de los ADNc sintetizados. 

La reacción de qPCR fue llevada a cabo en 25 pl de reacción conteniendo 200 nM 

de cada cebador, 1 pl de ADNc y 12,5 pl de FastStart Universal SYBR Green Master 

(Roche Applied Science). Se evaluaron simultáneamente controles negativos. 

Se utilizó el siguiente programa de ciclado: 95°C durante 10 mm , y 40 ciclos de 

95°C por 15 s y 1 mm n a temperatura de hibridación. 

La especificidad de la reacción fue verificada mediante el análisis de la curva de 

disociación o curva de melting luego de los 40 ciclos de la PCR. El ensayo de qPCR fue 
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llevado a cabo con tres réplicas biológicas para cada condición y tres réplicas técnicas 

para cada una de ellas. 

Los datos crudos obtenidos se analizaron mediante el programa LinRegPCR, el 

cual permite calcular la eficiencia de la reacción de PCR y el Cq o ciclo de cuantificación, 

para cada una de las muestras evaluadas (Ruijter y col., 2009). Los niveles de expresión 

se evaluaron en relación a la expresión de genes de referencias (RGs) caracterizados 

previamente para girasol (Fernández y col., 2011) utilizando el programa fgStatistics 

(fgStatistics, 2009). 

A partir de ello, diez genes fueron seleccionados en base a la tasa de cambio que 

presentaron durante el ensayo frente a estrés hídrico, en ambas líneas parentales B71 y 

859, para ser validados mediante qPCR. La figura 11 muestra los valores de expresión 

obtenidos mediante el análisis de micromatrices y qPCR de los genes seleccionados 

tanto para la condición control como déficit hídrico. 

Diferentes genes de referencia fueron evaluados seleccionando el Factor de 

Elongación-1-a (Ha-EF-1a) como gen de referencia (RG) debido a que mostró un 

comportamiento estable en ambas líneas y condiciones. 
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Fig.11. Validación de la micromatriz en las condiciones de estrés hídrico en líneas parentales 671 
y 659. Niveles de expresión en escala logarítmica (Log2) de los diez unigenes (nombrados según 

el número de identificación en la base de datos de girasol utilizando el factor de elongación 
(Ha.EF1a) como gen de referencia. 
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CAPITULO 4: RESULTADOS Y DISCUSION 

4-SECCIÓN A 

Caracterización de material contrastante a estrés hídrico 

4.A.1-Líneas parentales B59 y 871 

Las líneas parentales utilizadas fueron caracterizadas fenotípicamente en su 

comportamiento frente a estrés hídrico por nuestro grupo de trabajo (Andrade y col., 2009; 

2013). 

4.A.2-Evaluación de poblaciones segregantes F2:3 (B71 x B59) 

Evaluado el total de la población segregante (89 familias F23) se observaron 

diferencias significativas entre las mismas para el carácter PGR (tabla 3). 

FV GL SC CM PR>F 

Familia 

Error 

93 140134 68 1506.82 9.66 <.0001 

270 39503.77 146.31 

CV: 13.88920; R2: 0.780093; PGR MEDIO: 87.08841; FV: fuentes de variación; GL: grados libertad; SC: suma de 

cuadrados; CM: cuadrados medios; NS: no significativo; 

Tabla 3. ANOVA individual de progenies E23 (1371x1359) de girasol para la variable porcentaje 

de germinación (Manitol 400 mM) en relación al control (PGR) 

Con el objetivo de observar la segregación que presentó este carácter, las familias 

F23 se agruparon en base a intervalos de PGR y se los representó en función del número 

de progenie F23 en cada categoría, la distribución de PGR de la totalidad de las familias 

F23 (B71 x 859) presentó una variación continua con tendencia a una distribución normal 

para el carácter estrés hídrico en el estadio fenológico de plántula (Fig. 12). 

La distribución de PGR de las familias F23, presenta un extremo de familias 

susceptibles; familias intermedias y otro extremo de familias tolerantes. 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. 
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Esta distribución en la respuesta a PGR en familias F2.3 sometidas a estrés, fue 

coincidente con lo observado por Fernández y col. (2012a) en familias F2,3 (A59 x R432) 

de girasol. 
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Fig.12. Distribución de PGR de las familias E23 (B71xB59) por intervalos de porcentaje de 
germinación. 

De los resultados obtenidos del fenotipado de la totalidad de las familias F2:3 

segregantes, para el carácter PGR, se determinaron dos grupos que presentaron 

respuesta contrastante al estrés hídrico. En el grupo sensibles se incluyó las familias 37, 

4, 2, 36, 47 y 80, mientras que en el grupo con mayor tolerancia al estrés hídrico 

encontramos a las familias 18, 48, 43, 19, 111 y 31 (Fig. 13). Además, el análisis de PGR 

realizado a las familias F23 sensibles y tolerantes determinó que existen diferencias 

estadísticamente significativas entre dichos grupos de familias extremas, lo que 

corroboraría su comportamiento contrastante ante condiciones de estrés hídrico (Fig. 13). 
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Fig.13. Determinación de PGR (%) en familias F2:3 tolerantes y sensibles sometidas a estrés 
hídrico (n=4; 5-<- ± EE) p<0,05. 

Este resultado mostraría la variabilidad existente para el carácter evaluado, y por 

otro lado nos indicaría la importancia de evaluar la respuesta a estrés hídrico en el estadio 

de germinación y crecimiento temprano, en concordancia con los resultados obtenidos 

por Ahmad y col. (2009). 

La eficiencia de este parámetro en discriminar familias F2.3 tolerantes o sensibles a 

estrés hídrico coincide con lo determinado por Fernández y col. (2012a) en el cruzamiento 

de las líneas endocriadas A59 x R432. 

4-SECCIÓN B. 

Caracterización genotípica 

4.B.1-Líneas parentales B59 y 871 

El primer paso para determinar genes o regiones génicas en poblaciones 

segregantes es determinar polimorfismo de marcadores moleculares (microsatélites) en 

las líneas parentales. Para ello se evaluaron 350 marcadores, de los cuales 245 

pertenecían a los HA (Paniego y col., 2002) y 105 a los ORS (Tang y col., 2002). 

41 



Resultados y Discusión 

Los cebadores fueron seleccionados por su reproducibilidad. facilidad de 

interpretación (ausencia de bandas producto del deslizamiento enzimático y sitio único de 

amplificación) y baja frecuencia de alelos nulos. 

De los 350 cebadores evaluados, 73 microsatélites presentaron polimorfismo 

entre las líneas parentales (tabla la, Anexo A) lo que representa casi un 22% del total de 

los microsatélites, entre los marcadores descartados, algunos presentaron perfiles 

complejos y otros no amplificaron. Además se evaluaron 8 nuevos marcadores 

polimórficos (EST-microsatélites), desarrollados previamente por Filippi y col. (2015), con 

lo cual el número total de marcadores polimórficos ascendió a 81 (23%) entre las líneas 

endocriadas B71 y B59. Estos marcadores seleccionados fueron los utilizados para la 

genotipificación en F1 2• 

El porcentaje de marcadores polimórficos obtenidos en este trabajo puede 

considerarse bajo al compararlo con el 28% obtenido por Salunkhe y col. (2012) en dos 

líneas de arroz con sensibilidad y resistencia a sequía y 31.71% obtenido por 

Poormohammad Kiani y col. (2007) en girasol bajo condiciones de estrés hídrico. 

El bajo porcentaje de marcadores polimórficos obtenido podría deberse en parte 

a que las líneas parentales no presentan una gran distancia genética. 

Atendiendo al número de marcadores polimórficos disponibles y con el objetivo de 

poder tener una aproximación del comportamiento de estas líneas contrastantes al estrés 

hídrico y a su vez, definir la viabilidad de realizar un mapeo génico tradicional e 

identificación de QTL, se realizó un análisis de segregantes agrupados (Buiked 

Segregant Analysis o BSA) con extremos contrastantes al estrés hídrico y evaluado en 

forma individual (grupo abierto). 

4.B.2-Poblaciones segregantes Fi:2 (B71 x B59) 

Al analizar el resultado obtenido de la amplificación de los marcadores que 

resultaron polimórficos para las líneas parentales (B71 y B59) en las muestras de ADN de 

las familias que formaron parte del grupo sensible o tolerante, no se observaron 

asociaciones positivas con el carácter tolerancia al estrés hídrico evaluado a través del 

PGR 

En la tabla 2a (Anexo A), podemos observar el resultado obtenido del genotipado 

para ambos parentales como para las familias Fi 2 perteneciente a los grupos extremos 
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(sensible y tolerante a estrés hídrico). Las muestras de ADN de estos genotipos fueron 

amplificadas con los mix generados por la más adecuada combinación de los 73 

microsatélites y los 8 EST-SSR (como se describe en la sección B1.3- de materiales y 

métodos). Los resultados obtenidos mostraron una segregación al azar de cada marcador 

en cada grupo extremo, no encontrándose hasta el momento una asociación positiva 

entre los marcadores polimórficos evaluados y el carácter PGR. 

Estos resultados contrastan con otros trabajos donde se utilizaron marcadores 

moleculares combinados con el empleo de la técnica de BSA, los cuales han mostrado 

eficiencia en la identificación de genes de tolerancia a estreses bióticos y abióticos en 

cultivos de interés agrícola. 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, 

logrando identificar 8 RAPDs, 4 ISSRs y 3 R-ISSRs ligados a regiones genómicas 

responsables de la tolerancia a la deficiencia de nitrógeno y potasio. Además, Salunkhe y 

col. (2011) empleando una población de 330 líneas endocriadas recombinantes o RILs 

(Recombinant Inbreed Lines) de arroz genotipificadas con 343 microsatélites polimórficos 

lograron identificar una asociación positiva entre una región genómica (QTL) responsable 

de la tolerancia a sequía en arroz y un marcador SSR. 

Además, se encuentran trabajos donde la genotipificación se realizó en estadios 

previos de autofecundación (F1.2) y se obtuvieron resultados positivos como es el caso de 

Barakat y col. (2011) que utilizaron 162 familias F2 obtenidas del cruzamiento de cultivares 

tolerante y sensible al calor y encontraron 3 marcadores (microsatélites) ligados al 

carácter "llenado de grano" como indicador de tolerancia a calor en trigo. Además 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. 

Dos características importantes que pudieron influir en la ausencia de detección de 

asociación entre marcadores y genes para el carácter PGR puede considerarse, el 

reducido número de marcadores polimórficos identificados, como se menciona en la 

sección B.1 de resultados y el bajo número de familias segregantes disponibles, 89 

familias, debido a que muchas familias fueron descartadas por no llegar al número mínimo 

de semillas necesarias para realizar la fenotipificación en F23. 
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El poder de detección de QTL depende del tamaño de la población (Verhoeven y 

col., 2006), donde un elevado número de individuos (mayor a 500) permite obtener QTL 

con efecto medio y se necesita contar con mayores tamaños de poblaciones para 

identificar QTL de efecto menor (Würschum 2012). La principal desventaja de trabajar 

con elevado número de individuos es el elevado costo económico tanto en la 

caracterización fenotípica como genotípica, además del tiempo y el espacio requerido 

(Ferreira y col., 2006). Por otro lado, poblaciones de tamaños reducidos pueden generar 

subestimación del número de QTL, sobre-estimación del efecto de QTL o el fracaso de 

encontrar QTL (Allison y col., 2002 y Schón y col., 2004). La mayoría de los trabajos de 

mapeo genético de caracteres complejos utilizan 100 individuos como mínimo (Vales y 

col., 2005), aunque Ferreira y col. (2006), en un estudio de simulación para el carácter 

estrés, observaron que un total de 200 individuos era suficiente para obtener mapas 

genéticos precisos, lo cual mejora la determinación de QTL. 

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo, se puede destacar la 

relevancia que tiene la selección de individuos contrastantes como parentales de 

poblaciones de mapeo con fondo genético más distante y con baja presencia de regiones 

génicas introgresadas de material silvestre, de manera de incrementar las posibilidades 

de encontrar asociaciones positivas entre marcadores polimórficos y el carácter en estudio 

en futuros proyectos de mejoramiento asistido de girasol. 

Respecto al tipo de población a utilizar, Ferreira y col. (2006) encontraron que las 

poblaciones más eficientes para la obtención de mapas genéticos eran E2 con marcadores 

co-dominantes y RILs. Teniendo en cuenta que el bajo número de semillas es una de las 

desventajas que se presenta al utilizar poblaciones E2.3 respecto a usar poblaciones RILs 

(Burr y Burr, 1991), una alternativa para continuar y profundizar este trabajo es la 

utilización de poblaciones RILs (B71 x B59), de manera de utilizar la información obtenida 

según lo descripto en el item B.1. 

Si bien este trabajo no concluyó en asociaciones genotipo-fenotipo, mostró que los 

parentales seleccionados presentaron polimorfismo para 73 marcadores neutros 

(microsatélites) y 8 funcionales (EST) y que es posible identificar en un futuro QTL, al 

menos mayores en F2-F23, teniendo en cuenta las sugerencias planteadas en los párrafos 

anteriores. 
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4-SECCIÓN C. 

Determinaciones de hormonas vegetales 

4.C.1-Líneas parentales B59 y B71 

4.C1.1-Contenido endógeno de ABA, JA y SA en condiciones control y estrés 

hídrico, en parte aérea y radical, de las líneas 859 (sensible) y 871 (tolerante) 

En la figura 14 podemos observar cómo influye la condición de estrés en el nivel 

endógeno de ABA. En parte aérea de la línea B59, ABA presentó una tendencia de 

incremento (no significativo estadísticamente) en respuesta al tratamiento de estrés 

hídrico, mientras que en parte radical, ABA mostró un incremento leve en respuesta a 

manitol. En la línea B71, el contenido endógeno se incrementó en forma significativa (1,4 

veces) en la condición de estrés respecto a la condición control en parte aérea, y en parte 

radical, el contenido de esta hormona no presentó cambio en plántulas estresadas por 

manitol. 

En resumen, la parte de la planta donde se observa mayores incrementos en los 

niveles de ABA endógeno es en parte aérea, siendo más evidente en la línea tolerante; tal 

aumento podría deberse tanto al ABA sintetizado en esta parte de la planta (Christmann y 

col., 2007) como aquel sintetizado en raíz, generado a partir de que este órgano es el 

encargado de censar el estrés hídrico en el suelo, que luego es transportado por xilema 

(Thompson y col., 2007, Wilkinson y Davies, 2002). 

El aumento de ABA en parte aérea es necesario para inducir el cierre estomático, 

lo que permite limitar la pérdida de agua (Levchenko y col., 2005 y Siegel y col., 2009). 

Por otra parte estimula la producción de compuestos osmotolerantes (Zhu, 2002, Zhang y 

col., 2013) y proteínas LEA, las cuales pueden proteger las macromoléculas en 

condiciones de sequía (Chakrabortee y col., 2007), activar varias cascadas de 

señalización (Fujita y col., 2009, Klingler y col., 2010, Raghavendra y col., 2010) e inducir 

y reprimir distintos factores de transcripción dependientes de ABA (Fujita y col., 2005, Fujii 

y col., 2011, Fujita y col., 2013). 

Si analizamos la planta entera, se puede observar que el cultivar tolerante muestra 

una mayor concentración de la hormona y un aumento significativo en respuesta a estrés 

hídrico de 442 ng./g.PS en referencia a la sensible que sólo incrementó sus niveles de 

ABA en 262 ng./g.PS. El incremento observado por el estrés hídrico coincide con lo 
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observado en plántulas de maíz (Zhang y col., 2012), en trigo (Bano y col., 2012) y en 

tomate (Zhang y Haung, 2013), en las cuales se apreció acumulación de ABA en 

respuesta a condiciones de sequía y un mayor contenido de ABA en el cultivar tolerante 

respecto al sensible. 
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Fig.14. Niveles endógenos de ABA en parte aérea y radical de plántulas de las líneas B59 y B71, 
controles y tratadas con manitol (n=4 ± SE). Distintas letras indica diferencias estadísticamente 

significativas a p>0,05. 

Respecto al contenido de JA, en la figura 15 observamos que para la línea B59, 

tanto en parte aérea como radical, el contenido de esta hormona no mostró importantes 

modificaciones en su concentración por efecto del estrés. Por el contrario, en parte aérea 

de la línea B71 la condición de estrés generó un incremento significativo (1,5 veces) de JA 

respecto a la condición control, mientras que a nivel radical también se observó una 

tendencia al incremento de JA en la condición de estrés, aunque el cambio no fue 

significativo. 

Los cambios en la concentración de JA están comúnmente relacionados a 

respuesta a estrés bióticos (Glazebrook 2005, Verhage y col., 2010, Erb y col., 2012), 

aunque existen trabajos que relacionan esta hormona a la respuesta a estrés abiótico 

como por ejemplo, los trabajos de Arbona y col. (2010) que observaron aumento en los 

niveles de JA en plántulas de Arabidopsis thaliana expuestas a estrés salino y Du y col. 
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(2013) que hallaron aumento del nivel de JA en hojas de arroz expuestas a condiciones 

de sequía 
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Fig.15. Niveles endógenos de JA en parte aérea y radical de plántulas de las líneas B59 y B71, 

controles y tratadas con manita! (n=4 ± SE). Distintas letras indica diferencias estadísticamente 

significativas a p>0,05 

. Los resultados obtenidos en nuestra experiencia en líneas contrastantes para 

estrés hídrico en girasol, muestran un aumento significativo en planta entera de la línea 

tolerante en respuesta a estrés hídrico de 191 ng./g.PS, mientras que la línea sensible 

sólo presentó un incremento de 26.5 ng./g.PS. Tales resultados se encuentran en 

concordancia con lo observado por Zhang y Haung (2013) en tomate, donde cultivares 

tolerantes a estrés hídrico mostraron una mayor concentración de JA que el cultivar 

sensible, al ser expuestos a condiciones de estrés hídrico, con lo cual se puede hipotetizar 

que esta hormona podría estar influyendo en la tolerancia de la planta a este tipo de 

estrés. 

Para determinar cómo influye la condición de estrés en el contenido endógeno de 

SA observamos la figura 16 donde se aprecia que la línea B59, en la condición de estrés 

mostró un significativo incremento en el contenido de esta hormona (4 veces respecto a la 

condición control) en parte aérea, siendo leve en parte radical. De igual modo, pero en 

menor proporción, la línea B71 también presentó un aumento de SA en parte aérea (2 

veces respecto a la condición control), mientras que en raíz, también fue leve 

47 



Resultados y Discusión 

Al igual que lo observado para ABA, la parte de la planta donde se observó el 

mayor incremento de SA fue en la parte aérea de ambas líneas. Este aumento de SA 

puede ser importante para las plantas a partir de que se ha observado en estos últimos 

años que esta hormona también cumpliría un rol en la modulación de la respuesta de la 

planta a varios tipos de estreses abióticos. La respuesta a este tipo de estres mediada por 

SA ha sido la reportada en distintas especies y estaría relacionada a cambios en el 

balance redox de las células y protección a la planta del daño oxidativo (Horváth y col., 

2007), también induce genes del tipo PR (1 y 2) y además estaría implicado en el cierre 

estomático a través de un camino de señalización diferente de ABA (Miura y col., 2013). 

Al realizar el análisis de los resultados en planta entera se observó que ambas 

líneas mostraron un aumento significativo de SA en respuesta al estrés hídrico, en la línea 

sensible se observó un aumento de 3837.3 ng./g.PS y para la línea tolerante el aumento 

fue de 3162 ng./g.PS. 

En nuestros resultados el aumento en la concentración de SA en respuesta a 

estrés hídrico fue el de mayor magnitud dejando en claro que SA es una señal de 

respuesta al estrés abiótico en girasol. Como la concentración de SA fue similar en ambas 

líneas podríamos pensar que la tolerancia de la línea B71 no estaría asociada a la 

concentración de esta hormona. 
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Fig.16. Niveles endógenos de SA en parte aérea y radical de plántulas de las líneas B59 y B71, 

controles y tratadas con manitol (n=4 ± SE), Distinta letras indica diferencias estadísticamente 

significativas a p>0,05. 
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Analizando las figuras anteriores podemos mencionar que las tres hormonas 

estudiadas presentarían una función activa en la respuesta de la planta a las condiciones 

de estrés hídrico utilizadas, los cambios más importantes en concentración de hormonas 

se produjeron en parte aérea de ambas líneas, siendo SA la hormona que más aumento, 

siguiendo ABA y por ultimo JA, la cual en la línea B59 disminuyo su concentración en 

condiciones de estrés. En parte radical los aumentos por la condición de sequía fueron 

menores 

Si tenemos en cuenta que la respuesta diferencial a nivel hormonal entre línea 

sensible y tolerante se observaron para ABA y JA podríamos hipotetizar que una parte de 

la respuesta a la tolerancia de la línea B71 podría deberse al "crosstalk" entre ABA y JA el 

cual es complejo y puede ser sinérgico o antagónico dependiendo de los diferentes 

mecanismos de regulación de ambas hormonas. Una respuesta conjunta entre estas dos 

hormonas se ha observado como respuesta a estrés biótico (Adíe y col., 2007) y abiótico. 

En tal sentido, Arbona y col. (2010) observaron un aumento en la concentración de JA y 

ABA en Arabidopsis y Zhang y Huang (2013) determinaron aumentos en la concentración 

de ABA y JA en plántulas de tomates expuestas a sequía, siendo el cultivar tolerante 

quien presento los mayores incrementos. 

Por lo expuesto anteriormente y en concordancia con lo planteado por De 011as y 

col. (2012) en evaluaciones de estrés hídrico en raíces de limón, se podría adjudicar a la 

interacción entre JA y ABA como un mecanismo de "sintonía fina" de las respuestas 

específicas a diferentes estímulos bióticos y abióticos, en este caso en particular al estrés 

hídrico. 

4.C.2-Poblaciones segregantes F2:3 (B71 x B59) 

4.C2.1-Determinaciones de hormonas vegetales en familias F2:3 

Las modificaciones en los niveles endógenos de SA, JA y ABA de las familias F2.3 

contrastantes (sensibles y tolerantes) para estrés hídrico valoradas por el PGR, se 

observan en las tablas 4 y 5. 

Los resultados de la tabla 4 muestran que la condición de estrés hídrico generó un 

incremento del nivel endógeno de ABA para todas las familias extremas sensibles, 

mientras que JA no presentó una tendencia para todas las familias extremas. Por ejemplo 

las familias 4 y 47 presentaron incremento en los niveles endógenos de JA, aunque solo 
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en la familia 47 el cambio fue estadísticamente significativo, mientras que las 37, 2, 36 y 

80 mostraron una reducción en los niveles de esta hormona cuando fueron colocadas en 

condición de estrés. Por último, observamos que SA se incrementó en las 4 familias más 

sensibles (37, 4, 2 y 36) aunque solo en la 37 y 2 presentaron cambios significativos, 

mientras que las familias que presentaron menor sensibilidad dentro de este grupo (47 y 

80) mostraron una marcada disminución de los niveles de SA. 

SENSIBLES SA EE Dif. sig. 
r 

JA EE Dif. sig. ABA EE Dif. sig. 
F37 745.7 180.6 * 52.8 15.7 112.2 17.2 * 

F4 259.1 181.4 140.9 86.0 154.0 13.5 

F2 1024.1 575.8 * 87.0 63.4 * 124.9 16.9 * 

F36 111.4 825 22.9 99 * 101.3 5.1 

F47 49.9 220 * 144.3 27.9 * 120.0 21.4 * 

F80 33 3 6.8 * 30.3 3.3 * 220.7 56.6 

Tabla 4. Niveles endógenos de SA, JA y ABA relativos al control (%) en familias E2:3 sensibles. 
(n=4 ± EE). Valores mayores a 100 indican aumento en la concentración de la hormona en 
condición de estrés; valores menores que 100 indican disminución de la concentración en 

condición de estrés. (*) Indica diferencias estadísticamente significativas a p>0.05 entre los niveles 
hormonales en condición control y tratadas con manitol. 

En referencia al comportamiento de las Familias F23 tolerantes (Tabla 5) no 

presentan una clara tendencia en la respuesta al estrés hídrico en los niveles de ABA. Ello 

es debido a que las familias (18, 48, 43 y 111) presentaron aumento en la condición de 

estrés mientras que las 2 familias restantes (19 y 31) del grupo mostraron reducción en 

los niveles endógenos de ABA, destacándose la familia 19 que mostró una reducción 

importante. Además, observamos que 3 de las 6 familias (18, 48 y 43) del extremo 

tolerante no presentan cambios estadísticamente significativos en la concentración de JA 

a la condición de estrés, mientras las tres familias restantes (19, 111 y 31) mostraron 

reducción del contenido endógeno de esta hormona, siendo la familia 111 la que mostró 

una importante disminución. Para SA, y al igual que para las familias sensibles, dos de 

ellas presentaron incrementos (43 y 31), una no presentó diferencia significativa (111) y 

las restantes mostraron una reducción del contenido hormonal (18, 48 y 19) respecto a las 

plantas control, observándose una importante reducción en la familia 18. 

La acción del ABA ha sido extensamente estudiada en respuesta a estrés abiótico 

(Hirayama y Shinozaki, 2007; Wasilewska y col., 2008; Ji y col., 2011). En plántulas de 
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Arabidopsis thaliana se ha observado que en condiciones de estrés hídrico se detectan 

incrementos en los niveles de ABA como de sus catabolitos PA, DPA y ABA-GE (Huang y 

col., 2008). Los resultados de la evaluación de los niveles endógenos de ABA en familias 

F2:3 de girasol evaluadas, presentaron una concordancia parcial con lo observado en 

Arabidopsis, ello debido a que si bien en todas las familias sensibles a estrés hídrico se 

observó un incremento en la concentración de ABA, en las tolerantes solo 4 de las 6 

familias lo mostraron. 

TOLERANTES, SA EE Dif. sig. JA EE Dif. sig. ABA EE Dif. sig. 

F18 8.5 1.5 * 94.2 12.5 242.5 60.6 

F48 55.9 11.0 83.8 9.0 151 3 44.2 * 

F43 421.9 56.5 124.3 72.9 122.8 18.6 

F19 61.3 26.7 57.3 16.5 * 9.6 2 6 

F111 97.9 27.3 22.3 32 * 156.4 50.6 

F31 220.5 120.1 74.3 12.2 * 42.0 66 * 

Tabla 5. Niveles endógenos de SA, JA y ABA relativos al control (%) en familias E23 tolerantes 

(n=4 ± EE). Valores mayores a 100 indican aumento en la concentración de la hormona en 
condición de estrés; valores menores que 100 indican disminución de la concentración en 

condición de estrés. (*) Indica diferencias estadísticamente significativas a p>0.05 entre los 
niveles hormonales en condición control y tratadas con manitol. 

En referencia a los niveles endógenos de JA de las familias F23 tanto tolerantes 

como sensibles mostraron un comportamientos erráticos cuando las plantas fueron 

sometidas a estrés hídrico, lo cual concuerda con los observado también en estudios de 

plántulas de girasol por Fernández y col., (2012a). Por otra parte estos resultados no 

mostraron concordancia con lo evaluado en otros cultivos como en cebada por Kramell y 

col. (2000) donde se reportaron incrementos de JA ante condiciones de estrés hídrico. 

Los resultados obtenidos de SA en estas familias extremas cuando fueron 

sometidas en estadios tempranos de crecimiento a estrés hídrico mostraron respuestas 

contrastantes, ello concuerda con lo expresado por diferentes trabajos científicos que 

fueron realizados con aplicaciones exógenas de SA, donde en maíz (Guan y Scandalios, 

1995) y en cebada se observó una inhibición de la germinación de ambas especies, 

mientras que Rajjou y col., (2006) y Alonso-Ramírez y col., (2009) por el contrario 

mostraron una promoción de la germinación en Arabidopsis al igual que Szepesi y col., 
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(2009) en tomate. Ello demuestra que aún no está claro el efecto del SA en germinación y 

en estadios tempranos de crecimiento de la planta 

A partir de no encontrar una clara tendencia en la modificaciones en los niveles 

endógenos de SA, JA y ABA en ambos grupos extremos de respuesta a estrés hídrico en 

los análisis mostrados con anterioridad, se realizó un análisis de componentes principales 

(ACP) y uno de discriminante lineal (ADL) de los datos de HRC (hormonas relativas la 

control) de SA, JA y ABA para las familia F2.3. 

En el análisis de componentes principales (Fig. 17), observamos que el 

componente 1 representa el 37,8% de la variabilidad total, la cual está altamente 

representada por las hormonas ABA (Eje positivo) y SA (eje negativo), el componente 2 

explica el 34,2% de la variabilidad total y está mayormente representado por la variable JA 

en el eje Y. Por lo cual podemos afirmar que las hormonas SA y ABA tienen un efecto 

predominante en la dispersión sobre el eje X independientemente de las familias, mientras 

que JA tiene un efecto importante en la dispersión sobre el eje Y independientemente de 

las familias. El análisis de los dos primeros componentes representa el 72% de la 

variabilidad total, la cual está dada por hormonas. 

Para identificar un perfil hormonal que permita discriminar entre las familias que 

forman parte del grupo sensibles y tolerantes, se realizó el análisis discriminante lineal 

(AD) con el fin de reducir la dimensionalidad y maximizar la variabilidad entre las 

categorías de interés (familias extremas/respuesta al estrés). De esta manera se pueden 

observar agrupamientos que surgen de la combinación de las variables analizadas por 

familias extremas en relación con su respuesta al estrés hídrico. En este análisis (Fig. 18) 

observamos que para un p>0,05 no hay diferencias marcadas entre las familias sensibles 

(azules) y las familias tolerantes (rojas), la mayoría de las familias se solapan por lo cual 

no se aprecia una clara separación, a excepción de dos familias tolerantes (T19 y T31) 

que se muestran claramente discriminadas. 
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Fig.17. Análisis de componentes principales de las familias E23 extremas (sensibles y tolerantes) 

con un n=4. 
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Fig.18. Análisis discriminante lineal entre familias tolerantes (T) y sensibles (S) con un n=4 con un 

p>0,05. 
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4-SECCIÓN D. 

Evaluación de la expresión génica de las líneas parentales B59 y B71 

4.D1-Cambios en la expresión de genes relacionados a la vía de síntesis de ABA, JA 

y SA en el contraste Manitol vs Control, en parte aérea y radical, para ambas líneas 

B59 sensible y B71 tolerante 

Para determinar los genes relacionados a las vías de las hormonas (ABA, JA, y 

SA) que presentaron una expresión diferencial a estrés hídrico se utilizaron 2 estrategias. 

La primera se basó en la búsqueda de genes de girasol que intervienen en la vía de 

síntesis de las hormonas y que presenten similitud a genes de Arabidopsis y vid. Las 

secuencias de los RNAm de los genes que codifican para las proteínas de las vías de 

síntesis de las hormonas fueron obtenidas de la base de datos NCBI (National Center for 

Biotechnology Information). A partir de esas secuencias se identificaron los unigenes 

Hean y sus sondas (CUST) representadas en la micromatriz de oligonucleótidos de girasol 

en plataforma Agilent (Fernandez y col., 2012b), disponibles en la base de datos de 

girasol Sunflower Unigene Repository (SUR V1.0). 

Para garantizar que las sondas seleccionadas pertenecen a genes inducidos por 

estrés, se consideraron aquellas que presentaron un p-valor menor a 0,05 y un Log2 FCt<-

1 o 1og2 FCt>1, en el contraste manitol vs control. 

La segunda estrategia que utilizamos fue el uso del programa Mapman, una 

herramienta bioinformática muy útil para analizar e interpretar gran volumen de datos 

cuantitativos de ensayos transcripcionales y metabólicos. Los resultados obtenidos del 

programa Mapman referidos a las hormonas (ABA, JA y SA) fueron asociados a imágenes 

adecuadas de estas vías, de manera de obtener esquemas que permitan apreciar como el 

estrés hídrico influyó en el nivel de expresión. En estos análisis se consideró la tasa de 

cambio en escala logarítmica (10g2), donde cada símbolo cuadrado corresponde a un gen. 

Según lo analizado, en la parte aérea de la línea B59 se observó un aumento de la 

expresión en genes que corresponderían a las enzimas de la familia ZEP, a la familia de 

enzimas de SDR (Deshidrogenasa/reductasa de cadena corta) y a la isoforma SDR4 y a la 

enzima UTG1 (ABA glucosil-transferasa). Además se obtuvo una disminución de la 

expresión en genes que codificarían para AA03, ABA8-0H y UTG71B6 (ABA glucosil 

transferasa 76B1) en condiciones de estrés (Fig. 19). En la parte radical de la línea 

sensible, se obtuvo un aumento de la expresión en genes de la familia ZEP, de la 
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isoforma SDR y UTG1 y una disminución de la expresión en genes relacionados a la 

familia SDR.4 en condición de estrés. 

Para la línea B71, en la parte aérea se observó un aumento de la expresión en 

genes que presentaron similitud a la familia ZEP, isoforma SDR4 y a la familia SDR y una 

disminución de los que corresponderían a ABA-80H en la condición estrés. A su vez, en 

la parte radical, se destacó un aumento en la expresión de genes con similitud a ZEP, 

NCED, y NCED4 y UGT1. 
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Fig.19. Respuesta transcriptómica diferencial de genes pertenecientes a enzimas que forman parte 

de la vía de síntesis de ABA. B59 (línea sensible), B71 (línea tolerante). PA: parte aérea, PR: parte 

radical Escala de colores; Rojo: aumento de expresión, Blanco sin cambio en la expresión, Azul 

disminución de la expresión en condiciones de estrés hídrico (Modificado de Seiler y col., 2011). 

Observando los resultados obtenidos para la vía de metabolismo de ABA vemos 

un aumento en los niveles de expresión de los genes involucrados en la síntesis de la 

hormona, con lo cual podríamos pensar en un aumento de la actividad de esta vía en 

ambos órganos y ambas líneas en condiciones de estrés hídrico. Además observamos 
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claramente una menor actividad de la principal vía de catabolismo de ABA, catalizada por 

ABA-80H, responsable de regular la biodisponibilidad de ABA en el tejido y de mantener 

la homeostasis (Zhu y col., 2009; Seiler y col., 2011) en la parte aérea de ambas líneas en 

condiciones de estrés. La otra vía catabólica por la cual ABA es conjugado con glucosa 

formando ABA-GE (Dong y col., 2014; Liu y col., 2015), forma de almacenamiento de ABA 

o de transporte (Sauter y col., 2002; Jiang y Hartung 2008), se observa aumentada 

principalmente en la parte radical de ambas líneas. 

Al analizar los resultados obtenidos de manera puntual, podríamos pensar en una 

menor actividad de la vía de síntesis de ABA a nivel transcripcional, en la parte aérea de 

la línea B59 respecto a la misma parte de la línea B71 debido a una reducción de la 

expresión del gen AA03, que cataliza el paso de ABA aldehído a ABA, cuando las 

plántulas se encontraron expuestas a estrés hídrico, a pesar que la línea sensible 

presenta mayor expresión del gen que codifica para ZEP. A su vez, a nivel de las vías 

catabólicas del ABA, la línea sensible muestra una mayor expresión de UTG1 en 

condiciones de estrés con lo cual podría pensarse que parte del ABA sintetizado es 

transformado en ABA-GE (Sauter y col., 2002), aunque el gen que codifica para ABA 

glucosil transferasa 71B6 se encuentre sub-expresado. 

En la parte radical, ambas líneas B59 y B71 presentaron una mayor expresión del 

gen ZEP en condiciones de estrés hídrico, lo cual se encuentra en concordancia con lo 

observado en raíz de trigo emmer salvaje en condiciones de sequía por Krugman y col. 

(2011), en trigo (Ji y col., 2011) y en Arabidopsis (Xiong y col., 2002), indicando que la 

expresión de este gen está muy influenciada por el estrés hídrico. Sin embargo, un mayor 

nivel de expresión de ZEP solamente, no indicaría una mayor actividad en la vía, teniendo 

en cuenta que este gen también puede poner en marcha otras vías metabólicas, ello a 

partir de encontrarse corriente arriba en la vía de síntesis. Aunque el aumento de la 

expresión de genes relacionados a NCEDa y CCD1 en la línea tolerante y a la isoforma 

SDR4, en la línea sensible, acompañado con un aumento de la expresión de genes que 

codifican para la enzima UTG1 en ambas líneas, sugieren una mayor actividad de la vía 

metabólica de ABA bajo la condición de estrés en la parte radical. 

Analizando la respuesta mediante el programa Mapman perteneciente a los genes 

de las enzimas participantes en la vía de síntesis de JA se obtuvieron los resultados 

representados en la figura 20. En la línea B59 en la parte aérea, se observó un aumento 
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de la expresión de genes de algunos miembros de la familia 13-LOX (LOX2 y LOX3), HPLi

(hidroperóxido liasa), OPR, y OPR3 y AtST2a (sulfotransferasa 2a) en condición de estrés. 

Los niveles de expresión de la línea B59 en la parte radical, mostraron un aumento de la 

expresión de los genes que codifican para las isoformas LOX3 y LOX5, HPL, y para dos 

miembros de la familia OPR (OPR, y OPR2) y un menor nivel de expresión para el gen 

que codifica a LOX2 en condición de estrés. 

La línea B71 en la parte aérea presentó mayores niveles de expresión para los 

genes que codifican para enzimas LOX3 y HPL, y un menor nivel de expresión de LOX2. 

En la parte radical de esta línea se observó un aumento en el nivel de expresión de los 

genes correspondiente a las enzimas LOX y LOX2 y OPRi y OPR2, acompañado por una 

disminución de la expresión del gen que codifica para AOS en condición de estrés. 
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Fig.20. Respuesta transcriptómica diferencial de genes pertenecientes a enzimas que forman parte 
de la vía de síntesis de JA (área sombreada) y algunas vias de catabolismo. B59 (línea sensible), 

B71 (línea tolerante). PA: parte aérea, PR: parte radical Escala de colores; Rojo: aumento de 
expresión, Blanco: sin cambio en la expresión, Azul: disminución de la expresión en condiciones de 

estrés hídrico. 
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Analizando la expresión de los genes que codifican para las enzimas de la vía de 

síntesis de JA en condiciones de estrés hídrico podemos mencionar un aumento de la 

expresión de los genes de las familias13-LOX y OPR, en la línea sensible. A su vez, en la 

parte aérea de la línea B71 se observaron mayores niveles de expresión de genes de la 

familia 13-LOX, además de un aumento en la expresión del gen que codifica a la enzima 

HPL1 en parte aérea de ambas línea. Al comparar ambas líneas en condiciones de estrés 

se podría esperar una mayor producción de JA en parte aérea de la línea sensible, debido 

a una mayor expresión en genes de las enzimas OPR1 y OPR3 que catalizan el pasaje de 

OPDA a JA que sería fundamental en el control de la síntesis de JA, debido a que 

mutaciones en genes de esta familia reducen drásticamente la producción de JA (Yan y 

col., 2012). A su vez un aumento en la expresión de AtST2a, que codifica para una 

sulfotransferasa que actúa específicamente en 11OHJA y 12OHJA generando 12-HSO4-

JA, podría disminuir la concentración de JA a partir de que se hipotetiza que tal vía regula 

la concentración de JA en planta (Gidda y col., 2003). En parte aérea de la línea tolerante 

por su parte, podría suponerse que la falta de expresión diferencial en el paso catalizado 

por OPR podría deberse a que parte del OPDA generado es utilizado como compuesto 

activo (con actividad biológica). Savchenko y col. (2014) observaron que elevados niveles 

de OPDA actuando solo o con ABA, promueven el cierre estomático, aumentando 

tolerancia a sequía. 

Ambas líneas presentaron un aumento de la expresión del gen de la enzima HPLi , 

involucrada en la producción de oxilipinas volátiles y no-volátiles, siendo esta una vía 

alternativa a la de JA dentro del grupo de las oxilipinas (Andreou y col., 2009; Santino y 

col., 2010), con lo cual se podría esperar una disminución en la vía de síntesis de JA en 

parte aérea de la línea tolerante, debido a no presentar aumento en la expresión de genes 

que se encuentren corriente abajo de AOS. 

Al comparar los resultados obtenidos en la parte radical de ambas líneas en 

condiciones de estrés, observamos una coincidencia en el aumento de expresión de 

genes pertenecientes a la familia 13-LOX y OPR con lo cual se podría pensar en una 

mayor actividad de la vía de síntesis de JA, principalmente para la línea B71 debido que la 

línea B59 a su vez presenta un aumento en la expresión de HPLi Por lo tanto, la 

concentración de JA en la parte radical de la línea sensible dependerá de la competencia 

por el sustrato común que tienen ambas vías (Tong y col., 2012). 
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Analizando la figura 21 en la que están representados los genes de girasol que 

presentaron similitud con los genes de las enzimas participantes en la vía de síntesis de 

SA, se obtuvieron los siguientes resultados: en la parte aérea de la línea B59, se observó 

un incremento en la expresión de genes que presentaron similitud con genes que 

codifican para Corismato mutasa (CM), PAL, y las metil transferasas At4g36470, NAMT1, 

metiltransferasa de la familia SABATH (BSMT,), y metil esterasa 1 (MES,) y una 

disminución en la expresión de genes de la familia de MES. En parte radical de esta línea, 

encontramos una mayor expresión en genes que codificarían para las siguientes enzimas 

NAMT1, BSMT1 y MES,. 

Un aumento en la expresión de los genes que presentaron similitud a genes que 

codifican a las siguientes enzimas CM, PAL, At4g36470, NAMT1, BSMT1, MES1 y una 

disminución de la expresión en genes de MES9 y de la familia MES fueron encontrados 

en la parte aérea de la línea B71 en condiciones de estrés. En la parte radical de la línea 

tolerante expuesta a condiciones de estrés se observó un aumento en los niveles de 

expresión de genes que codificarían para NAMT1 y BSMT1 y una disminución de la 

expresión para un gen relacionado a la familia de enzimas MES. 

Analizando la expresión de los genes que codifican para las enzimas de la vía de 

síntesis de SA en la parte aérea de ambas líneas observamos que la condición de estrés 

aumenta la actividad a nivel transcripcional de la vía de síntesis denominada PAL o 

camino de fenilalanina debido al aumento de expresión de CM y PAL (Wildemuth y col. , 

2001; Dempsey y col., 2011). Además se observó una mayor actividad en una de las vía 

de conjugación de SA dada por un aumento de la expresión de genes que codificarían 

metiltransferasas, sistema que desarrollaron las plantas para controlar la toxicidad por alta 

concentraciones de SA (Vlot y col., 2009). A su vez se sabe que MeSA es volátil y sería la 

señal móvil que viaja por floema y activaría SAR en estrés abiótico (Park y col., 2007). Un 

aumento de expresión de BSMT1 en hojas de Arabidopsis. en respuesta a estrés biótico y 

abíótico fue observado por Song y col. (2009) y Liu y col. (2011) con lo cual se observa 

que un aumento de MeSA estaría implicado en la señalización de ambos tipos de 

estreses. Por último, el mayor nivel de expresión de genes que codificaría a MES1, 

parecería contradictorio con los niveles de AT4G36470, NAMT1 y BSMT1, ya que la metil 

esterasa 1 cataliza el paso de desmetilación del MeSA, para obtener SA (Dempsey y col., 

2011), pero como observó Jung y col. (2009), para que se pueda desarrollar SAR debería 

haber un balance entre SA, MeSA y compuestos adicionales. Con lo cual el aumento de 
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expresión de MES1 podría deberse a la necesidad de mantener ese balance. Además, al 

MeSA también se lo vincula con la regulación en el cross-talk entre el camino de 

señalización de SA y JA (Robert-Seilaniantz y col., 2011). 
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Fig.21. Respuesta transcriptómica diferencial de genes que codifican para enzimas que forman 
parte de la vía de síntesis de SA. B59 (línea sensible), B71 (línea tolerante) PA: parte aérea, PR: 
parte radical. Escala de colores; Rojo: aumento de expresión, Blanco: sin cambio en la expresión, 

Azul: disminución de la expresión en condiciones de estrés hídrico (Modificado de Chen y col., 
2009). 

En la parte radical de plantas expuestas a estrés hídrico observamos mayor 

expresión en genes que codificarían a NAMT1, BSMT, y MESi , en el caso de la línea 

sensible. A su vez la línea tolerante presentó un aumento en los niveles de expresión de 

NAMT, y BSMT, y una disminución de expresión en un gen relacionado a la familia de 

enzimas MES. 

En síntesis, estos resultados pondrían en evidencia que el estrés no activaría la vía 

de síntesis de SA a nivel transcripcional en la parte radical, siendo las únicas enzimas que 

presentaron modificaciones en la expresión las que están relacionadas al proceso de 
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metilación/desmetilación. En la línea tolerante se aprecia una mayor actividad a nivel de 

expresión del paso de metilación debido a que la expresión de los genes encargados de 

la desmetilación no se ve afectada por el estrés. Por otra parte, en la línea sensible, se 

observó un aumento de los dos procesos, lo cual le permitiría a la planta regular el 

balance SA/MeSA. 

4.D2-Análisis integrador de la expresión de genes relacionados a la vía metabólica 
de ABA, JA y SA en líneas parentales 859 y 871 expuestas a condiciones de estrés 
hídrico y las concentraciones hormonales endógenas 

Con los resultados obtenidos de niveles endógenos de ABA, JA y SA, junto al nivel 

de expresión de genes de la vía de síntesis de las mismas se pretende ampliar las bases 

del conocimiento que permitan dilucidar la participación de las hormonas en la tolerancia 

al estrés hídrico. 

Analizando los resultados referidos a ABA, obtenidos en parte aérea de las líneas 

B59 y B71 (Fig.19), se observó que en general ambas líneas presentan una sobre-

expresión de genes de la biosíntesis (ZEP, SDR y SDR4) y una sub-expresión en 

ABA8OH que codificaría para la enzima encargada de catalizar la principal vía catabólica 

irreversible. Con estos resultados transcriptómicos, era de esperar que la concentración 

de ABA en la parte aérea en ambas líneas fuera superior en condiciones de estrés 

respecto a la condición control, lo cual fue corroborado por el incremento en los niveles 

endógenos de ABA según lo observado en la figura 14, aunque solo en la línea tolerante 

tal cambio se mostró estadísticamente significativo. Una posible respuesta a la diferencia 

del comportamiento entre la línea tolerante y la sensible, en parte aérea, podría estar 

dada por la sub-expresión de AA03, enzima que cataliza el paso de ABA aldehído a ABA 

y/ó una sobre-expresión del gen UGT1, que codifica para la enzima que cataliza la vía de 

conjugación formando ABA-GE, en la línea sensible. 

En la parte radical de la línea B59 detectamos genes de la vía de síntesis de ABA, 

sobre-expresados como ZEP y SDR (Fig. 19), a partir de lo cual se esperaría un aumento 

de la concentración de ABA en este órgano en condiciones de estrés, lo cual fue 

confirmado con los incrementos, aunque no significativos, en los niveles de ABA 

cuantificados en forma endógena (Fig. 14). La parte radical de la línea B71 presentó 

sobre-expresión de ZEP, NCED1 y NCED4 (Fig.19) pero no presenta cambios en el nivel 

de expresión de otro gen que participe en los pasos que ocurren en el citosol, con lo que 
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es posible esperar un menor incremento de ABA que el observado en línea B59. Por otra 

parte, ambas líneas presentan sobre expresión de UTG1 (Fig. 19), que contribuiría para 

que ocurra una reducción en la concentración de ABA libre formando ABA-GE, el cual 

puede almacenarse o bien ser transportado por xilema hasta la parte aérea y ser 

deconjugado. Además, el nivel de expresión de UTG1 podría ser responsable del mínimo 

cambio observado en el nivel endógeno de ABA en la parte radical de ambas líneas, bajo 

condiciones de estrés (Fig.14). 

El paso de deconjugación de ABA-GE que aumentaría la concentración de ABA 

en la parte aérea, no fue posible evaluarlo debido a que en la base de datos de 

transcriptos con alta similitud a Arabidopsis, con la cual trabajamos, no se contaba con 

ninguna beta-glucosidasa específica para ABA. A partir de ello se hipotetiza que una de 

las fuente de ABA en la parte aérea de ambas líneas podría provenir del ABA sintetizado 

en raíces. 

Analizando los niveles de expresión de genes de la biosíntesis de JAs obtenidos 

en la parte aérea de las líneas B59 y B71 en condiciones de estrés hídrico (Fig. 20), se 

observa que la línea sensible presenta una sobre-expresión de genes LOX (2 y 3) y genes 

OPR (1 y 3), lo cual podría implicar que tal línea incrementaría los niveles de JA en 

respuesta a estrés respecto a la condición control. Sin embargo, se observa una 

disminución, aunque no significativa, en el nivel de la hormona (Fig.15) que podría 

deberse a la sobre-expresión de AtST2a, que codifica para una sulfotransferasa asociada 

a una posible vía catabólica de regulación del nivel de JA endógeno y podría generar una 

reducción en la concentración de esta hormona. Otra explicación posible, es que algunos 

genes que presentan mayor expresión en condiciones de estrés (LOX 2 y 3 y OPR1 y 3) 

estén sufriendo una regulación post- transcripcional. 

Por su parte, en la parte aérea de la línea tolerante, se observa sobre-expresión 

únicamente de LOX3 enzima de los primeros pasos de la vía de síntesis. Además se 

observaron mayores niveles de expresión de la HPL1, con lo cual sería esperable un 

menor aumento en la concentración de JA en esta línea en comparación con B59, como 

respuesta a la condición de estrés. Los resultados de las determinaciones del contenido 

endógeno de JA en la parte aérea de la línea tolerante (Fig. 15), mostraron un incremento 

significativo cuando las plántulas se encontraron en condición de estrés, lo cual no 

concuerda con lo esperado, a partir de lo cual se plantea que tal incremento de JA podría 

deberse a la existencia del catabolismo de las formas conjugadas de JA, aunque esta 
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alternativa no se encuentra aún confirmada. Además al no observarse cambios 

significativos en el nivel de expresión de OPR, se esperaría una acumulación de OPDA, 

el cual podría cumplir alguna función biológica en la respuesta a estrés, por ejemplo en la 

apertura estomática (Kazzan, 2015). 

En la parte radical de ambas líneas expuestas a condiciones de estrés hídrico, 

observamos un incremento del nivel de expresión en 2 familias de genes que codificarían 

a las enzimas LOX y OPR (Fig. 20). Estos niveles de expresión génica de LOXs y OPRs 

implicarían una mayor actividad de la vía de síntesis de JA, lo cual no se tradujo en un 

incremento significativo en la concentración de JA en condición de estrés respecto a la 

condición control (Fig. 15). Esto podría deberse a que la isoforma OPR3, citada por su 

actividad en Arabidopsis por Santíno y col., (2013) y Savchenko y col., (2014), en la parte 

radical no mostró expresión diferencial para la condición de estrés ó por incrementos en la 

actividad de vías de conjugación de JA, como ser formación de JA-11e, JAME entre otros 

(Wasternack y Kombrink, 2010; Wasternack y Hause, 2013). 

Respecto a la relación entre el nivel de expresión de la vía de síntesis y el 

contenido endógeno de SA podemos mencionar que en la parte aérea de ambas líneas 

expuestas a condiciones de estrés, en general se observa el mismo patrón de expresión 

de varios genes de la vía de PAL como son CM1, PAL1 (Fig. 21). La sobre-expresión de 

estos genes se correspondió con un incremento en el contenido endógeno de SA cuando 

ambas líneas (B71 y B59) fueron sometidas a estrés hídrico (Fig. 16). 

En la parte radical de ambas líneas no se observaron cambios a nivel de expresión 

en genes que codifiquen para enzimas de la vía de síntesis de SA (Fig. 21), lo cual podría 

explicar la poca variación en el contenido endógeno de SA cuando las plántulas fueron 

sometidas a estrés hídrico (Fig. 16). 

4.D2.1-Cambios de expresión de genes que codifican para Factores de transcripción 

en respuesta de estrés hídrico 

Las hormonas vegetales median la respuesta a los efectores bióticos o abióticos a 

través de proteínas conocidas como factores de transcripción (FTs), que poseen la 

característica de unirse al ADN y regular la expresión de cascadas de genes involucrados 

en tal respuesta. Como forma de dilucidar esta acción se analizan los resultados 

obtenidos en el nivel de expresión de FTs y genes de respuestas relacionados a ABA, JA 

y SA. 
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Observando los resultados de la figura 22 para los FTs relacionados a las tres 

hormonas antes mencionadas, podemos realizar cuatro agrupaciones. Entre los FTs 

relacionados a ABA encontramos que tanto ABF3 como ABF4 mostraron el mismo patrón 

de respuesta a estrés hídrico exhibiendo un mayor nivel de expresión en la parte aérea de 

ambas líneas en condiciones de estrés hídrico. Además se incrementó la expresión, en la 

parte aérea de ambas líneas, de los genes HVA22 y HVA22E los cuales codifican para 

dos proteínas LEA. 

Entre los FTs relacionados a JA y ABA que mostraron una expresión génica 

diferencial al estrés hídrico encontramos a MYC2, que presentó un mayor nivel de 

expresión en la parte aérea y disminución en la parte radical de la línea tolerante, no 

mostrando cambio de actividad en la línea sensible. Además se detectaron tres miembros 

de la familia NAC, entre los que podemos mencionar el ANAC019 y ANAC055, que 

mostraron una disminución de la expresión en parte aérea en la línea sensible, mientras 

que en la línea tolerante el ANAC019 mostró mayor nivel de expresión en ambos órganos 

de la plántula, y el ANAC055 un incremento de la expresión solo en la parte radical. 

Otro de los miembros de la familia NAC que encontramos en girasol fue el gen 

RD26, que presentó un aumento en la expresión en parte radical de ambas líneas, siendo 

mayor la expresión en la línea tolerante. Además encontramos dos genes de respuesta a 

estrés relacionados a MYC2 como son el RD20 y el RD22, los cuales presentaron un 

mayor nivel de expresión en parte aérea de la línea tolerante. RD20 también presentó una 

menor expresión en parte radical de la línea B59. 

Un tercer grupo de FTs que mostraron respuesta diferencial significativa ante 

condiciones de estrés hídrico y que están relacionados al "cross-talk" entre JA y SA está 

constituido por los WRKY11, WRKY17 y MYB44 que presentaron una disminución de 

expresión génica en la parte aérea de la línea B59. Otro FT que presentó un aumento de 

la expresión en parte aérea de la línea sensible y en ambos órganos de la línea tolerante 

fue el WRKY70. 

ATAF1, FT miembro de la familia NAC, constituye el cuarto grupo de FTs que 

mostraron respuesta ante el estrés hídrico, el cual es influenciado tanto por ABA, JAs y 

SA y no solo actuaría en este estrés abiótico sino también en condiciones de estrés 

biótico (Wu y col., 2009). ATAF1 mostró, en nuestros experimentos de estrés hídrico, 

mayor expresión en parte radical de la línea sensible (B59). 
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Fig.22. Diagrama que muestra la respuesta transcriptómica diferencial de genes pertenecientes a 
FTs. B59 (línea sensible), B71 (línea tolerante). PA: parte aérea, PR: parte radical. Escala de 

colores; Rojo: aumento de expresión, Blanco: sin cambio en la expresión, Azul: disminución de la 
expresión en condiciones de estrés hídrico 

En parte aérea de la línea B59 observamos un aumento de la expresión de ABF3 y 

ABF4, FTs de la familia bZIP, perteneciente a una de las vías de señalización 

dependiente de ABA (AREB/ABF). Los FTs AREB1/ABF2, AREB2 /ABF4 y ABF3 son 

inducidos en deshidratación, alta salinidad y tratamientos de ABA (Fujita y col., 2005). En 

plantas transgénicas que se sobre-expresaron estos FTs mostraron una mayor tolerancia 

a sequía (Kang y col., 2002; Kim y col., 2004; Fujita y col., 2005). Además, Kang y col. 

(2002) observaron hipersensibilidad de ABA, reducción de la tasa de transpiración en 

plantas de Arabidopsis transgénicas que sobre-expresaban ABF3 y ABF4. 

Además, observamos un incremento de la expresión en genes que codificarían 

para dos proteínas LEA (HVA22 y HVA22E), que concuerda con lo informado en hojas de 

cebada como de Arabidopsis cuando las plantas fueron colocadas en sequía, frío y estrés 
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salino ó inducidas por ABA exógeno (Shen y col., 1993, 2001; Chen y col., 2002). Tales 

genes estarían regulados por la acción de los FTs de la familia ABF (Shen y col., 1996). 

MYB44 es otro de los FT que presentó una disminución en la expresión diferencial 

en parte aérea de la línea sensible cuando fue expuesta a estrés hídrico. Esa respuesta 

podría ser importante, atendiendo a que Jung y col., (2008) observaron que plantas 

transgénicas de Arabidopsis que sobre-expresaban MYB44 presentaron aumento de la 

tolerancia a estrés abiótico. Si bien en estrés abiótico aún no se ha relacionado este FT 

con el "cross-talk" entre JA y SA, en estrés biótico hay evidencias que MYB44 regularía 

positivamente la señalización de SA y negativamente la señalización de JA, modificando 

positivamente la expresión de WRKY70 (Li y col., 2004). En estrés osmótico WRKY70 

regularía los primeros momentos del cierre estomático, permaneciendo los estomas 

abiertos cuando este FT esta sobre-expresado (Li y col., 2013). El aumento en la 

expresión de WRKY70 coincide con la disminución de la expresión de 2 FTs (WRKY 17 y 

11) que lo regulan corriente arriba de manera negativa. Journot-Catalino y col. (2006) 

observaron que al aumentar la expresión de WRKY17 y 11, aumentaba la expresión de 

los genes de la biosíntesis de JA, LOX2 y AOS y disminuía la expresión de WRKY70 bajo 

estrés biótico. 

En la parte radical de la línea sensible, observamos un incremento en la expresión 

de AtAF1 y RD26, FTs de la familia de las NAC, que se ha demostrado que presentan 

respuesta a sequía y alta salinidad como también a hormonas como ABA y JA (Lu y col., 

2007). En tal sentido, Jensen y col. (2013) observaron que en plantas que sobre-

expresaban AtAF1 producía un inducción de la expresión de NCED3 incrementando los 

niveles endógenos de ABA. Además se observó que plantas que sobre-expresaron AtAF1 

mostraron una mayor tolerancia a sequía (Wu y col., 2009). Por otra parte, RD26 no 

activaría genes típicos de la respuesta de ABA como ser LEA, RD, ERD sino que estaría 

relacionado con la activación de genes GLY que codifican para una proteína glioxalasa I 

encargada de la detoxificación de especies reactivas de oxígeno (Fujita y col., 2004). 

Cuando se analizó el comportamiento de la parte aérea de la línea tolerante B71, 

se observó un incremento de la expresión de los FTs ABF3 y ABF4 y del gen de 

respuesta a estrés hídrico HVA22E, indicando que la vía de señalización dependiente de 

ABA estaría activa en esta línea. 

Además se observó un incremento en la expresión de MYC2, FT maestro que 

interactúa entre ABA, JA y SA. MYC2 es un gen de respuesta a ABA y sequía y varios 
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reportes han mostrado su rol en la señalización de ABA (Abe y col., 2003; Lorenzo y col., 

2004). Además, se ha observado que MYC2 es capaz de activar la expresión de RD22 

(respuesta a desecación 22), gen de respuesta a ABA, sugiriendo que MYC2 es un 

regulador positivo de la señalización de ABA (Abe y col., 2003). Un incremento en la 

expresión de RD22 también fue observado en nuestros resultados indicando que esta vía 

de respuesta a estrés esta activa en parte área de la línea B71. Otro gen de respuesta 

que parecería tener su expresión regulada por MYC2 y que presentó un aumento en la 

expresión en nuestro trabajo fue RD20, debido que la región promotora de RD20 muestra 

un enriquecimiento significativo en sitios de unión a MYC2 (Abe y col., 2003). El nivel de 

expresión de RD20 se vió aumentado por ABA, deshidratación y estrés osmótico 

mediante experimentos con mícroarray y Northem blot (Takahashi y col., 2000, Seki y col., 

2001). A su vez, RD20 participa en los mecanismos de tolerancia a la sequía a través de 

la regulación de la apertura de los estomas, crecimiento de la planta y uso eficiente del 

agua (Aubert y col., 2010). 

Como se había mencionado anteriormente, MYC2 regula el "cross-talk" entre los 

caminos de señalización de ABA y JA. Corriente abajo de MYC2 actúan 2 FTs de la 

familia NAC, ANAC019 y ANAC055 (Tran y col., 2004; Jiang y col., 2009) que son 

inducidos tanto por ABA como por JA (VVinter y col., 2007; Bu y col., 2008). En la parte 

aérea de B71 se observó un aumento de ANAC019 el cual regularía positivamente a 

VSP1 el cual participaría en respuesta a insectos (Bu y col., 2008) e interviene en el 

incremento de tolerancia a la sequía en plantas que sobre-expresan este miembro de la 

familia NAC (Tran y col., 2004). Por último, fue detectado en esta línea tolerante un 

incremento en la expresión de WRKY70 no así de WRKY 17 y 11, como fue observado en 

B59. 

En parte radical de la línea tolerante (B71) observamos un importante incremento 

en la expresión de RD26 con respecto a 859, FT que podría activar una proteína Gly que 

estaría asociada a la detoxificación de especies reactivas de oxígeno, dando 

probablemente una mejor capacidad de respuesta a la planta cuando es colocada en 

estrés hídrico. Además, encontramos un incremento de la expresión de ANAC019 y 

ANAC055, FTs que actuaban corriente abajo de MYC2, el cual en parte radical de B71 

presentó una disminución de su expresión. Estos dos FTs de la familia NAC están 

regulados por MYC2, y en plantas mutantes de Arabidopsís para el gen myc2, se observó 

un aumento de la expresión de ANAC019 y ANAC055 por aplicación exógena de ABA y 
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un leve incremento de la expresión de ANAC055 luego de la aplicación de MeJA (Jiang y 

col., 2009). A partir de ello podemos inferir que ambos FTs inducen su expresión por ABA 

aumentando la tolerancia a la sequía al incrementar la expresión de un grupo de genes de 

respuesta a estrés (Tran y col., 2004). Por otra parte en parte radical y aérea de la línea 

B71 se observó un incremento en la expresión de WRKY70 en concordancia con lo 

mencionado en parte aérea de B59. 

A partir del análisis integrado de los resultados obtenidos en este trabajo respecto 

a la respuesta diferencial que presenta la línea tolerante en relación a la línea sensible en 

condiciones de estrés hídrico, se plantea la importancia de la respuesta que podría 

generar el aumento de ABA y JA que interactúan con MYC2, factor de expresión maestro, 

que a su vez regula la expresión de cuatro genes de respuesta como son RD22, 

ANAC019, ANAC055 y RD20 (Fig. 23). 
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Fig.23. Diagrama que muestra la relevancia de FT en la respuesta diferencial a estrés hídrico 
de B71 (línea tolerante) respecto a B59 (línea sensible). Para conc. de ABA y JA, (=) sin 
diferencia entre la condición de estrés y control, II Mayor conc. en condición de estrés. 

Respecto a nivel de expresión, escala de colores; Rojo: aumento de expresión, Blanco: sin 
cambio en la expresión Azul: disminución de la expresión en condiciones de estrés hídrico 
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES 

Las líneas parentales (B71 y B59) evaluadas a través de marcadores moleculares 

neutros y funcionales, presentaron un nivel de polimorfismo del 23 % sobre un total de 

350 marcadores evaluados, habiéndose identificado 81 marcadores polimórficos útiles 

para análisis de mapeo génico. 

La evaluación fenotípica de familias segregantes (F23) obtenida del cruzamiento de 

las líneas endocriadas B71 x B59, mostró que la variable poder germinativo relativo al 

control (PGR), resulto apropiada para discriminar entre germoplasma sensible y tolerante 

al estrés hídrico en germinación y crecimiento temprano. Los datos de PGR de las familias 

evaluadas mostraron una segregación típica de una herencia cuantitativa del carácter 

tolerancia al estrés hídrico en el estadio fenológico de plántula. A partir de ello, este 

parámetro validaría la metodología para detectar segregación en este carácter en 

condiciones de estrés hídrico para una población F23. 

El análisis de Bulked Segregant Analysis (BSA) realizado en grupos abiertos, no 

permitió detectar, para las familias analizadas, asociaciones positivas entre el carácter 

tolerancia al estrés hídrico, registrado a través del PGR y QTL asociados al carácter en 

cuestión. 

En las líneas parentales los mayores cambios en los niveles hormonales de la 

parte aérea se observaron en el contenido endógeno de SA el cual fue incrementado en 

ambas líneas expuestas a estrés hídrico. 

Los niveles de ABA y JA solo se incrementaron en la parte aérea de la línea 

tolerante (B71) expuesta a estrés hídrico. 

En familias F23 se observaron cambios en las concentraciones endógenas de 

hormonas vegetales cuando los grupos extremos de tales familias fueron sometidas a 

estrés hídrico. La mayor variabilidad de las familias fue explicada por el contenido de JA, y 

luego seguido por ABA y SA. 

La condición de estrés hídrico generó un aumento de la actividad de la vía de 

síntesis de ABA respecto a la condición control en parte aérea, evidenciada por un 
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aumento en la expresión de ZEP y SDR. Además, en la parte aérea de ambas líneas 

(B59 y B71) se observó una disminución de la principal vía catabólica de ABA, catalizada 

por ABA-80H. 

Un aumento en la expresión de los genes que codificarían para las enzimas HPL1 

y de distintos miembros de la familia LOX y OPR (vía biosintética de JA) fueron 

observadas en ambas líneas cuando fueron colocadas en condición de estrés hídrico. 

La biosíntesis de SA fue activada vía fenilalanina, presentando un aumento en la 

expresión de los genes PAL y CM en parte aérea de plántulas de girasol de ambas líneas 

expuestas a estrés hídrico. 

En parte aérea de ambas líneas se observó un aumento de expresión de la vía 

AREB/ABF (ABF3 y ABF4) implicada en la señalización de ABA, en respuesta a las 

condiciones de estrés hídrico impuesto. Además se observó activación de factores de 

transcripción WRKY70, tanto en parte área de la B59 como en planta entera de B71 y de 

RD26 en parte radical de ambas líneas, siendo mayor en la línea tolerante. Por otra parte, 

el mayor nivel de expresión de MYC2 RD22 y R020 en parte aérea de línea tolerante 

indicando una respuesta diferencial de este germoplasma frente a un estrés hídrico 

moderado. 

Es interesante destacar en el perfil de expresión diferencial de la línea B71 

sometida a condiciones de estrés hídrico, el rol de MYC2 como "master switch" de otros 

factores de transcripción como ANAC019/ANAC055 y genes de respuesta a estrés (RD20, 

RD22) participando de esta manera en el "cross talk" ABA y JA. 
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Anexos A 

Serie Locus Iniciador Forward 5"-3" Iniciador Reverse 5"-3" 
Alelo 
B59 
(pb) 

Alelo 
B71 
(pb) 

Fluoró-
foro 

HA 14 GAGCGTTCAACTGGGTCTGC CTGTGTAGGGGGCTTTTCC 165 159 HEX 

HA 293 GGGGACATCTCCCGTCCACC CCTCATCCATCTCCATCCAATC 121 119 HEX 

HA 359 GTGGCGTCATCGGCCTCGTCG CACCCCCCTTCATCTTATG 206 192 FAM 

HA 503 GTAGATCTTTCCCCTGCACCC GATGCGTTAGAGATAACCTG 113 115 FAM 

HA 683 GGGACTAAAGTTGGTTAAGTG GCATTAGGGATTTTGAAGAGG 147 152 HEX 

HA 749 GGCTAACTGAAACATGGG GGCTGCTGGAGTGAAGTCC 129 133 FAM 

HA 765 GCAAACATCCACCATCTATC GAACGGGGTAGTCGGTTATG 192 190 HEX 

HA 911 CAAAGTTCACCTCGTTTTTC AAGTGGGAAGGTCTACGAGT 178 169 FAM 

HA 928 CCTTTGTAGTCCCTTACTGG GGTCGATCATGTATGCGTGTTG 226 216 HEX 

HA 969 CAGTTCTCACTTGTGA CATCAATAAGTGGAAGACGGG 122 110 FAM 

HA 1066 GCATCACTAGGTATTAGG CGAGCGGGAAATGCAATATTGG 222 224 HEX 

HA 1340 CCACCCCCATCTCCAAATCATTC GAGCATTCAGAACACATCTTG FAM 

HA 1500 GTGATCACTCAAGAA GTGGATTGTGGGGA 204 197 FAM 

HA 1582 CGGCTTGTGAGGTTGGATTG GTGGTTGAGGCCATGGCAGC 141 177 HEX 

HA 1667 GTTAACACGGATCCTACGAC GACTGAGGTGTGCCACCTATC 160 193 H EX 

HA 1738 CTTTCATCTTTCGTCCCTCTC GCGGTGATCGGGAGTTAAAACAC 109 104 HEX 

HA 1848 CATCCCCTTCTGAATAGAAA TAGGCTCGTTAAACTTACGG 244 230 HEX 

HA 2063 CACCGCAGATGGCCAATTCAAC GGTTCTGCTAACCTGCAATGCG 170 180 FAM 

HA 2077 GATAAGGTTTTCTCTCTCCC GAGAAAAATGAGCTGATACCG 139 114 HEX 

HA 2078 GATGGCAAGGTGTTGCAGAATTTG CAACACACACACTCTCAATACCC 159 155 FAM 

HA 2147 CCCCATAAACATTTCACACCC CCTGAGAAATCGGTAGATAGTG 83 97 FAM 

HA 2332 GAGATAACCTGAAATGACCC GATTTAAGATCTTTCCCCTGCAC 108 110 FAM 

HA 2547 CAATCATCAGCATCAGCAACC CTGCATACGTGTGTATATGC 136 132 HEX 

HA 2565 GTGGTCGTCTCTTCAACTGACGG CAACCCACAACACCTCCTACC 203 207 HEX 

HA 2579 CGGATTTATGATTTGATTCACCCG GGATAACACTACCTTTGATGTTG 191 181 FAM 

HA 2598 ATGTCTCCAAGGAATATGC CAAAACAGGTGTTGCCTGAATC 235 239 HEX 

HA 2619 GGGTGAATCAATGGCTTCCGTG GTTTGACGGTGGATGAACGGTG 204 209 FAM 

HA 2719 GGCGCCACAGCCATMCTG GACCGAATTCTAGTGAGCCGC 228 239 HEX 

HA 2870 AACCCTTCATTCTCAAC CACCTTTGTATGTATGGAG 138 128 HEX 

HA 2905 GCTCATCATTCTCTAACACAC CTTCCAAGAGCTCCTAGCTTC 168 166 H EX 

HA 2920 AACGTGTTCATTCGGATGC GAAGATTGGTATGATGGGGC 169 173 FAM 

HA 2998 GTGGCTCCCCGTACATAATTTG GATTGTAGAGGATGAAGGACC 116 118 FAM 
HA 3001 GTATTAGGAGGAGC CTGCCATCAGCAAGC 79 75 NED 

HA 3112 GGAGTAGATGGATT CATGTGAGAAGCAC 213 239 NED 

HA 3239 CTTAATTCCGACATAAGCAGG CTTTCATTATTCACAACCCCC 137 134 NED 
HA 3278 TAGCCAACTTTCTCMCCA CTTTCCCCTGCACCCATA 158 160 FAM 

HA 3303 CATCGACTTCTCTATA GGATGAGGTTGCTGC 85 95 NED 
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HA 3312 TAACTGCAACAGACATGGAA ATAACGATTGCACAACACAA 110 98 FAM 

HA 3700 GAAAAGATTGGGAGAGACCT TTCTTCTTCCACCCACCTAT 176 178 FAM 

HA 4103 TCACTTATCACCAATCTCATCCA CTGTCTCAAATCGGGTGGTT 150 141 FAM 

ORS 16 GAGGAAATAAATCTCCGATTCA GCAAGGACTGCAATTTAGGG 125 128 FAM 

ORS 297 GTGTCTGCACGAACTGTGGT TGCAAAGCTCACACTAACCTG 230 226 HEX 

ORS 303 CGAGAGGACAAGAAATCTGTGA AGAACGACGGATGAAGATCG 283 290 FAM 

ORS 316 TGGCGTCTTCATAGCATCAG GAGATTTGAGCTTCGTGTTGC 179 188 FAM 

ORS 317 TTTGGCAGTTTGGTGGCTTA GGTCGTATGCTTAATTCTTTCTCT 204 190 FAM 

ORS 342 TGTTCATCAGGTTTGTCTCCA CACCAGCATAGCCATTCAAA 339 346 HEX 

ORS 420 TCATGGTGTTTGGTTTGTGTC TGCCAAATTCCTCTTCTTTCT 134 136 HEX 

ORS 457 TGCATACCCAATCTACCAGCTA AAGACGAAGGTGCAACCAGT 223 228 FAM 

ORS 510 CATCGCGTCCCTCTCTCTAA CCAACCATCACAGCAATCAG 249 258 HEX 

ORS 533 TGGTGGAGGTCACTATTGGA AGGAAAGAAGGAAGCCGAGA 170 160 FAM 

ORS 534 TCCAAACTCTCTCCCCCTCT GCAGCGAAATAGGAAAAACG 251 254 FAM 

ORS 607 CTAATACAAAGCAACCCGACAA GCCTGCACATGAGAATGACA 274 276 FAM 

ORS 613 GTAAACCCTAGGTCAATTTGCAG ATCTCCGGAAAACATTCTCG 211 224 FAM 

ORS 620 TCATGGCGGTTAGAGACGAT CACTTCTTTCATCAACCCCTCT 245 249 FAM 

ORS 623 CTCCGTGACATCCAGACAACT GACCGGCCACACCCTAAA 220 218 FAM 

ORS 665 GCACATGAGGTATGGATCTCCT TGCAAATACAACTCGGGAAA 294 288 HEX 

ORS 695 TCACCTCATTCTTCACTTTCCA TTGGTGGTGGCAGCTATGTA 354 367 HEX 

ORS 788 CTGGATAAAGATGGGATAAAGAGAG GGACCCACCAAGATTTGTTTT 271 261 FAM 

ORS 805 CATGGATTATAAGAACGGGTGTT AATCCCAGGGGTAAAATTGC 204 202 NEO 

ORS 837 TGAAGGGCAATGGGATAGAAATA TGAGATTTAGGTAGCGTGCAGAC 440 436 FAM 

ORS 878 TGCAAGGTATCCATATTCCACAA TATACGCACCGGAAAGAAAGTC 215 192 FAM 

ORS 894 TTTCCTCATGATCCCGATTCTAT TGCATTACCTAATTTCTAGTGGGTTT k 249 252 NED 

ORS 899 GCCACGTATAACTGACTATGACCA CGAATACAGACTCGATAAACGACA 322 324 HEX 

ORS 959 CCGCTAAGTATAAACCGCCTATT CGT CCTCTT CGCATCAATCTTAT 234 248 HEX 

ORS 993 GTGTTACAATCCTTGCGTCGATA CAAACCACAGGGACCAAAATG 317 331 FAM 

ORS 1024 GGGAAGTGGGCTTGTCTATGTAT AACACACCGAAATCACCTATGAA 224 228 FAM 

ORS 1041 AAACAAACCTTAATGGGGTCGTA ATATTGGCTGGTTGATGCTGAT 280 282 FAM 

ORS 1085 GACCTCAAGGCATGCTAACACTC ACTAAGTGTGTGGACGGGGAAA 277 281 HEX 

ORS 1093 CATATATGTGGGTCGCATATAACC CCTGTGGATCTTTCTAGCAACAA 385 383 HEX 

ORS 1146 GGCTCATCACTTGCATCTATTGT TGAAGACACCATCTCCAATGC 378 380 FAM 

ORS 1222 GGCATTGTTGTCATTTCATCTCT ATCATGTCGGAATAGCTTGTTGA 436 440 HEX 

ORS 1240 TTGAAAGTTGGGAGTGATGTTGT AGTGTGATTGGTTGAGATTGGAA 278 310 HEX 

ORS 1242 GCAATCGTTTCACTCTTCCATTC TGGTCGTAGAATTGTCGGTCAT 255 265 HEX 
EST-
HT 382 GGCTCATCACTTGCATCTATTGT TGAAGACACCATCTCCAATGC 375 359 NEO 

EST- 
HT 

.+A, ‘6 GCAATCGTTTCACTCTTCCATTC TGGTCGTAGAATTGTCGGTCAT 312 321 HEX 

EST-
HT 440 GTCTCGACTTGGGATCTGCTG AGTGTGAGGGTGTGTAGGATTGA 243 239 FAM 
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EST- 
HT 519 CGAGAGGACAAGAAATCTGTGA AGAACGACGGATGAAGATCG 254 267 FAM 

EST- 
HT 

, n , 
-,a i GGCATTGTTGTCATTTCATCTCT ATCATGTCGGAATAGCTTGTTGA 320 317 HEX 

EST-
HT 

734 GACCTCAAGGCATGCTAACACTC ACTAAGTGTGTGGACGGGGAAA 294 298 NEO 

EST-
HT 761 CATATATGTGGGTCGCATATAACC CCTGTGGATCTTTCTAGCAACAA 128 126 HEX 

EST-C 2070 TTGAAAGTTGGGAGTGATGTTGT AGTGTGATTGGTTGAGATTGGAA 238 235 HEX 
Tabla la Descripción de loci microsatélites seleccionados 

B59 37 4 2 36 47 ' 80 18 48 43 19 111 31 B71 

MIX MM linea 
sens. 

Familias sensibles Familias tolerantes línea 
tol. 

Mix 
1 

ORS 

899 

322 324 322 - 324 322 322 322 - 322 322 - - 324 

322 324 322 - 324 324 324 324 - 324 322 - - 324 

ORS 

297 

230 226 226 - 226 226 226 226 230 226 226 226 226 226 

230 230 230 - 226 226 226 230 230 226 226 226 230 226 

ORS 

316 

179 179 188 - 179 188 179 188 188 179 179 179 179 188 

179 188 188 - 188 188 179 188 188 188 179 179 179 188 

ORS 

1024 

224 224 224 - 224 224 224 224 224 224 224 224 227 227 

224 227 227 - 224 227 224 224 224 227 227 224 227 227 

Mix 
2 

HA 

2619 

204 209 204 204 204 204 204 204 209 204 204 204 209 209 ' 

204 209 209 209 209 209 204 209 209 209 204 209 209 209 

HA 

1582 

141 141 141 141 141 141 141 141 141 141 141 141 177 177 

141 141 177 177 177 177 141 141 141 177 177 141 177 177 

HA 

2565 

203 207 203 203 203 203 203 203 203 203 203 203 203 207 

203 207 203 203 203 203 203 203 203 203 203 203 203 207 

ORS 

1085 

278 278 278 278 278 281 281 281 281 281 278 278 281 281 

278 281 278 281 278 281 281 281 281 281 278 281 281 281 
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Mix
3 

HA 

2920 

169 169 169 169 169 169 169 172 172 172 - 169 169 172 

169 172 172 172 172 169 172 172 172 172 - 169 172 172 

ORS 

620 

245 - 250 250 250 250 - 250 250 250 - 250 - 250 

245 - 250 250 250 250 - 250 250 250 - 250 - 250 

HA 

1667 

160 160 160 160 160 160 160 160 160 160 - 160 160 193 

160 193 160 160 160 193 160 193 193 193 - 193 193 193 

ORS 

959 

235 235 235 235 235 235 235 235 235 235 - 247 235 247 

235 235 247 247 235 247 247 247 235 247 - 247 247 247 

ORS 

1222 

436 436 436 436 436 436 440 440 436 440 - 436 436 440 

436 440 440 440 436 436 440 440 ' 436 440 - 436 440 440 

EST- 
HT734 

294 298 298 298 298 298 298 298 298 298 - 298 298 298 

294 298 298 298 298 298 298 298 298 298 - 298 298 298 

EST- 
HT382 

375 359 359 375 359 359 375 359 359 359 - 359 359 359 

375 375 375 375 375 359 375 359 359 375 - 375 375 359 

Mix 
4 

HA 

2332 

109 109 109 109 111 109 109 109 109 111 109 111 111 111 

109 111 111 109 111 111 111 109 109 111 111 111 111 111 

HA 

4103 

150 141 141 141 150 141 141 141 141 150 141 150 141 141 

150 150 150 150 150 141 141 150 150 150 150 150 150 141 

HA 

2579 

191 191 181 191 191 181 191 191 181 191 191 191 181 181 

191 191 191 191 191 181 191 191 191 191 191 191 181 181 

ORS 

607 

274 274 276 274 274 274 274 274 274 274 274 274 274 276 

274 274 276 274 276 276 274 276 276 276 274 274 274 276 

ORS 

420 

134 134 134 134 134 136 134 134 134 134 136 134 134 136 

134 136 136 136 136 136 136 136 136 134 136 134 134 136 

HA 

3239 

137 134 134 134 134 137 137 134 134 137 137 134 134 134 

137 134 137 137 137 137 137 137 137 137 137 137 137 134 
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Mix 
5 

ORS 

533 

170 170 170 170 170 - 170 170 170 170 170 170 170 160 

170 170 170 170 170 - 170 170 170 170 170 170 170 160 

ORS 

457 

223 228 223 223 223 - 223 223 228 228 223 223 223 228 

223 228 223 223 228 - 223 223 228 228 223 228 228 228 

ORS 

1240 

278 278 278 310 278 - 278 278 278 310 278 278 310 310 

278 278 278 310 278 - 278 278 278 310 310 278 310 310 

ORS 

894 

249 249 249 249 249 - 249 249 249 252 249 252 252 252 

249 252 252 249 252 - 252 249 249 252 252 252 252 252 

Mix
6 

ORS 

16 

125 128 125 125 125 125 137 125 125 125 125 125 125 128 

125 128 125 125 125 125 137 125 125 125 128 137 128 

' 

128 

ORS 

613 

211 211 211 211 211 211 211 211 211 211 211 211 211 224 

211 211 211 211 211 211 224 211 211 211 211 211 211 224 

ORS 

303 

283 283 283 283 283 283 283 283 283 283 283 283 290 290 

283 290 283 290 290 283 283 283 290 290 290 283 290 290 

EST- 
ht426 

312 321 321 321 321 321 321 321 321 321 321 321 321 

312 321 321 321 321 321 321 321 321 321 321 321 321 

HA 

683 

147 147 147 147 152 152 152 147 147 147 152 147 147 152 

147 152 152 147 152 152 152 152 147 152 152 152 152 152 

HA 

765 

192 190 190 190 190 190 192 190 190 190 190 192 190 190 

192 192 190 192 190 192 192 192 190 190 190 192 192 190 

HA 

2598 

235 239 235 235 239 235 235 239 239 235 235 235 235 239 

235 239 239 239 239 239 235 239 239 239 235 239 239 239 

ORS 

342 

339 346 339 339 339 339 339 339 339 339 339 339 339 346 

339 346 339 339 339 346 339 346 346 346 339 339 339 346 

HA 

2078 

159 155 155 155 159 155 155 155 155 159 155 159 155 155 

159 159 159 159 159 155 155 159 159 159 159 159 159 155 
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Mix 
7 

HA 

359 

206 192 192 192 192 206 191 192 192 206 192 192 192 192 

206 192 206 206 206 206 193 206 206 206 192 206 206 192 

ORS 

993 

317 317 317 331 317 317 317 317 317 331 - 317 331 331 

317 317 331 331 331 317 317 317 317 331 - 317 331 331 

HA 

293 

121 119 119 119 119 119 119 119 119 119 121 121 119 119 

121 121 121 119 121 121 121 121 121 121 121 121 121 119 

ORS 

1242 

255 255 265 255 255 265 255 255 255 255 255 255 255 265 

255 265 265 255 265 265 265 265 255 255 255 265 265 265 

EST- 
HT761 

128 126 126 126 126 126 128 126 126 128 128 126 126 126 

128 126 128 128 128 128 128 128 128 128 128 128 128 126 

EST- 
HT440 

243 239 243 239 239 243 239 243 239 239 239 239 243 239 

243 239 243 239 243 243 239 243 239 243 243 243 243 239 

Mix 
8 

HA 

2063 

170 170 170 170 170 170 180 170 170 170 170 170 170 180 

170 180 180 170 180 180 180 180 180 180 180 180 180 180 

ORS 

623 

220 218 218 218 218 218 218 218 218 218 218 218 218 218 

220 220 220 220 218 220 220 220 220 220 220 218 218 218 

HA 

14 

165 165 159 159 165 159 159 159 159 165 159 165 159 159 

165 165 165 165 165 159 159 165 165 165 165 165 165 159 

HA 

2719 

228 228 228 228 228 228 - 228 228 228 228 228 228 239 

228 239 239 239 228 228 - 239 228 239 239 228 239 239 

Mix 
9 

HA 

2147 

83 83 83 83 83 83 97 83 83 97 83 83 97 97 

83 97 97 97 97 83 97 97 97 97 83 83 97 97 

ORS 

837 

440 440 436 436 440 436 436 436 440 436 436 436 436 436 

440 440 440 440 440 440 440 440 440 440 440 436 440 436 

HA 

928 

226 216 216 216 226 216 226 226 216 216 226 226 216 216 

226 216 216 226 226 216 226 226 216 216 226 226 216 216 
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Mix 
10 

HA 

503 

113 113 113 113 115 113 113 113 113 115 113 115 115 115 

113 115 115 113 115 115 115 113 113 115 115 115 115 115 

ORS 

665 

294 288 288 288 288 294 288 288 288 288 288 294 288 288 

294 294 294 294 294 294 294 288 288 288 294 294 294 288 

Mix 
11 

Mix 
11 

HA 

749 

129 133 129 129 129 129 129 129 129 133 129 129 133 133 

129 133 133 133 133 133 133 133 133 133 129 133 133 133 

HA 

1500 

204 197 197 197 197 204 197 197 197 197 197 204 197 197 

204 204 197 197 197 204 197 197 197 197 197 204 204 197 

ORS 

534 

251 254 251 251 251 251 251 251 251 254 251 251 254 254 

251 254 254 254 254 254 254 254 254 254 251 254 254 254 

HA 

2870 

138 128 128 138 128 128 138 128 128 128 128 138 128 128 

138 138 128 138 128 138 138 138 128 128 138 138 138 128 

HA 

1066 

222 222 222 224 222 222 224 222 222 222 224 222 224 224 

222 222 222 224 222 222 224 222 222 222 224 224 224 224 

EST- 
HT51g 

254 254 254 254 267 254 254 254 254 254 254 267 267 267 

254 267 267 254 267 267 267 254 254 267 267 267 267 267 

HA 

3303 

85 95 95 85 95 95 95 95 95 95 95 95 95 95 

85 95 95 85 95 95 95 95 95 95 95 95 95 95 

Mix 
12 

HA 

969 

121 110 121 121 121 110 110 110 110 110 110 110 110 110 

121 121 121 121 121 121 110 121 121 121 121 121 121 110 

HA 

3278 

158 158 158 158 160 158 158 158 158 160 158 160 160 160 

158 160 160 158 160 160 160 158 158 160 160 160 160 160 

ORS 

788 

271 271 261 261 261 261 261 271 271 261 261 271 261 261 

271 271 271 261 271 271 271 271 271 261 271 271 261 261 

HA 

2077 

139 114 114 114 139 114 114 114 139 139 139 139 114 114 

139 139 114 139 139 139 139 139 139 139 139 139 139 114 
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HA 

3001 

79 75 75 75 75 75 79 75 75 79 79 75 75 75 

79 75 79 79 79 79 79 79 79 79 79 79 79 75 

Mix 
13 

HA 

3700 

176 176 176 176 176 176 176 176 176 176 176 176 176 178 

176 176 176 176 176 176 178 176 176 176 176 178 176 178 

ORS 

878 

215 192 192 192 215 215 215 215 192 192 215 215 192 192 

215 192 192 215 215 215 215 215 192 192 215 215 192 192 

EST- 

C2°79

238 235 235 235 235 235 235 235 235 235 235 235 235 235 

238 235 238 238 238 235 238 235 238 235 238 238 238 235 

HA 

1738 

109 109 - 104 - 104 104 104 104 - 104 104 - 104 

109 109 - 104 - 104 104 104 104 - 104 104 - 104 

HA 

2547 

136 132 132 132 132 132 132 132 132 136 136 132 132 132 

136 136 132 136 136 132 136 136 136 136 136 136 136 132 

HA 

2905 

168 166 166 166 166 168 168 166 168 168 168 166 166 166 

168 168 168 168 168 168 168 168 168 168 168 168 168 166 

Tabla 2a: Mix generados para realizar el genotipado en F2 
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