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Resumen

Panicum virgatum (pasto varilla, switchgrass) es una especie perenne de clima
subtropical, originaria de las praderas de Estados Unidos que fue introducida en la Region
Pampeana Semiarida por investigadores de la UNLPam y del INTA y se encuentra
actualmente bajo estudio. El valor agronémico de P. virgatum tiene su fundamento en el
alto nivel de productividad en parcelas de experimentacion comparada con otras especies
evaluadas localmente que, asociado a la naturaleza perenne del cultivo, reduce la
intensidad de manejo. El denso canopeo y extenso sistema radical -de alta eficiencia en la
utilizaciéon de nutrientes y agua del suelo- la convierte en una especie adaptada a climas
semiaridos. Estas caracteristicas posicionan a P. virgatum como cultivo de bajo impacto
ambiental en zonas marginales incapaces de soportar el laboreo anual. Estudios previos
realizados en nuestro laboratorio han profundizado en la respuesta a estrés hidrico a nivel
hormonal y genético en P. virgatum, e indican que las hormonas de estrés Acido
Abscisico —ABA- y Acido Salicilico —SA-, estan participando y sugieren que el rol de
ambas hormonas podria ser antagénico. Este trabajo profundiza en el estudio de la
interaccion ABA/SA mediante el andlisis de la transcripcién de genes de respuesta estrés
cuya expresion es dependiente de ABA y SA, y actian como indicadores de activacion de
la respuesta desencadenada por estas hormonas. Plantas jovenes (55 dias desde la
siembra) de ambos cultivares se sometieron a estrés hidrico (60 % de Contenido Relativo
de Agua -CRA) y rehidratacion. Se realizd un pre tratamiento con ABA exdgeno 100 uM
mediante riego previo al inicio del tratamiento de estrés. El ensayo se realiz6 en macetas
con sustrato suelo (1/3 suelo, 2/3 arena) y se condujo en camara de crecimiento
programada con 16 h de luz (300 pE. m2.s-1) a 29 °C, y 8 hs de oscuridad a 20 °C. En
plantas de 55 dias (estado V5) se proporcion6 estrés hidrico mediante suspension del
riego. Se evalud la recuperacion de las plantas a las 24 hs posteriores a la rehidratacion,
para ello las macetas se regaron a capacidad de campo con agua destilada. El material
vegetal se colecto en nitrégeno liquido, se procedid a la extraccion con ARN total y se
sintetizo ADN complementario (ADNc) de las muestras. Sobre este material se analizo6 la
expresion de genes de respuesta a estrés hidrico (DREB2a), dependientes de ABA (RAB
18, RD22), y dependientes de SA (PR-2 y PR-5). Los productos de amplificacion se
sometieron a electroforesis horizontal en gel de agarosa (1%) y las imagenes se

analizaron con el software J Image. Los resultados se analizaron mediante ANOVA y test



LSD (n=3). RAB18 se comporté como un buen indicador de estrés hidrico dependiente de
ABA, lo que valida su rol de gen reportero de estrés en Panicum virgatum en las
condiciones del ensayo. Por el contrario, RD22 no mostré correspondencia con las
situaciones de estrés hidrico, y demostré no ser apropiado como indicador de estrés
hidrico, a pesar de ser ampliamente usado en otras especies. Por su parte, DREB2a no
manifestd un comportamiento consistente, por lo cual requiere de un analisis mas
profundo en futuros ensayos. En cuanto a PR-2 (dependiente de SA), su expresion
incrementd significativamente frente a estrés en plantas del cv. Kanlow, pero no en
aguellas del cv. Greenville. Sin embargo, el pre-tratamiento con ABA exdgeno en el cv.
Kanlow inhibi6é su expresion bajo estrés hidrico. El gen PR5, por su parte, incremento6 su
expresion en ambos cultivares durante el estrés, sin embargo cuando las plantas fueron
pre-tratadas con ABA exdgeno, no se detectd la presencia de transcriptos. Asi, PR2 y
PR5 en conjunto reprimen su expresion en plantas pre tratadas con ABA, sugiriendo que
la via de respuesta activada por SA, reportada por la expresion de los genes PR, estaria
silenciada ante la presencia de altos niveles de ABA. Estos resultados son novedosos en
cuanto no se ha investigado a la fecha la participaciéon de SA en respuestas a estrés
hidrico en Panicum virgatum. Finalmente, el presente trabajo aporta nuevos
conocimientos sobre la tolerancia a estrés en P. virgatum, cultivo energético con

importantes perspectivas para regiones semiaridas.
Palabras clave: Panicum virgatum L., ABA, SA, expresion génica, estrés hidrico
Abstract

P. virgatum (switchgrass) is a perennial grass native to the US prairies that was introduced
in the Semi-arid Pampean Region by researchers from UNLPam, and INTA and is
currently under study. The agronomic value of P. virgatum is based on the high level of
productivity in experimental plots compared to other locally evaluated species, which,
combined with the perennial nature of the crop, reduces the intensity of management. The
dense canopy and extensive radical system - high efficiency in the use of nutrients and soil
water - makes it a species adapted to semi-arid climates. These features locate P.
virgatum as a low environmental impact crop in marginal areas that are unable to

withstand annual tillage.



Previous studies conducted in our laboratory have deepened the response to water stress
at the hormonal and genetic levels in Panicum virgatum, and indicate that the stress
hormones Abscisic Acid (ABA) and Salicylic Acid (SA) participate in water stress response
and suggest that the role of both hormones could be antagonistic. This current work
investigates the study of the ABA / SA interaction by analyzing the transcription of stress
response genes, whose expression is dependent on ABA and SA and act as hormone-
dependent reporters. Young plants (55 days from sowing) of both cultivars were subjected
to water stress (60% Relative Water Content -CRA) and rehydration. A pre-treatment with
100 uM exogenous ABA was performed by irrigation prior to the start of the stress
treatment. The assay was performed in pots with soil substrate (1/3 soil, 2/3 sand) and
was conducted in a growth chamber programmed with 16 h of light (300 yE.m2.s-1) at 29 °
C, and 8 Hrs of darkness at 20 ° C. Water stress was provided by suspending irrigation.
Once stress was reached, pots were re watered at field capacity and plant recovery was
evaluated 24 h after rehydration. The plant material was collected in liquid nitrogen, total
RNA extraction was performed and complementary DNA (cDNA) from the samples was
synthesized. Expression of water stress response genes (DREB2a), ABA-dependent (RAB
18, RD22), and SA-dependent (PR-2 and PR-5) were analyzed on this material. The
amplification products were subjected to agarose gel electrophoresis (1%) and the images
analyzed with the J Image software. The results were analyzed using ANOVA and LSD
test (n = 3). RAB18, was as a good indicator of ABA-dependent water stress, which
validates its role as a stress reporters in Panicum virgatum under evaluated conditions. On
the other hand, expression of RD22 did not correlate with water stress situations,
suggesting that it is not a proper reporter, even though these genes are widely used in
other species. Results of DREB2a gene expression were not conclusive and require
deeper future studies. Regarding SA-dependent PR-2, its expression increased
significantly against stress in cv. Kanlow, but not in cv. Greenville. However, pre-treatment
with exogenous ABA in cv. Kanlow inhibited its expression under water stress. PR5, on the
other hand, increased its expression in both cultivars during stress, however when plants
were pretreated with exogenous ABA, the presence of transcripts was not detected,
suggesting that the SA-activated response pathway would be silenced when ABA is
present. These are original results due to SA has not been reported before in an abiotic

response to water stress in Panicum virgatum. Finally, the present work provides new



knowledge on stress tolerance in P. virgatum, an energy crop with important prospects for

semiarid regions.

Keywords: Panicum virgatum L., ABA, SA, gene expression, water stress
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Panicum Virgatum — CARACTERIZACION:

Panicum virgatum (Swichgrass), comunmente llamado “Pasto varilla”, es un pasto muy
versatil, que se utiliza para la conservacion de suelos y agua, la produccién ganadera y la
produccién de biomasa para su conversion en energia. Es originaria de América del
Norte, y su &rea de distribucion se encuentra al este del meridiano 100 th, que va desde
el sur de Canada hasta el norte de México (Figura 1; Casler 2012).

Panicum (L), es uno de los géneros mas grandes dentro de la familia de las Poaceae.
Incluye aproximadamente 450 especies distribuidas en regiones tropicales vy
subtropicales de diferentes habitats en todo el mundo, tales como sabanas, pastizales en
zonas secas 0 humedas, cauces de rios, bordes de los bosques, incluso hasta

aproximadamente 2500 mts sobre el nivel del mar (Zuloaga et al., 2007).

Es una especie altamente polimdrfica, con una considerable variacibn morfolégica y
fisioldgica que esta estrechamente relacionada con los factores climaticos. Es altamente
fotoperiédico en su amplio rango de adaptacién de norte a sur. En su habitat natural, las
poblaciones localizadas en el norte pueden florecer a finales de junio o principios de julio
cuando han desarrollado 3-4 fitbmeros. Contrariamente, las poblaciones del extremo sur
del hemisferio norte, florecen a mediados de octubre, luego de producir entre 7-10

fitbmeros.

En el hemisferio Norte, el germoplasma del norte no es lo suficientemente tolerante al
calor y posee una floracion demasiado temprana para ser productivo en el sur; mientras
que el germoplasma del sur puede carecer de tolerancia al frio suficiente como para

sobrevivir en las areas del norte (Casler 2012).
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Figura 1. Distribucion de Panicum virgatum en su centro de origen.

En esta especie se han realizado estudios a nivel de ecotipo, basados en
observaciones de distintos polimorfismos asociados con su habitat (Porter 1966). De esta
manera, se han dividido en ecotipos de tierras bajas y de tierras altas. Ecotipos
ampliamente adaptados a tierras altas se extienden desde latitud norte 34°N hasta gran
parte del este de Canada, y son extremadamente raros en latitudes por debajo de 34°N
sujetas a sequias ocasionales o frecuentes. Mientras tanto, los ecotipos de tierras bajas
se encuentran en sitios con suelos humedos propensos a la estacionalidad, estan
ampliamente adaptados en la porcion occidental de la cordillera a aproximadamente 42° N
(Figura 2; Casler 2012).

El ecotipo de tierras bajas es tetraploide (Casler 2012), por lo general de alto porte,
tallos gruesos y vigorosos, crecimiento acelerado y tipo manojo, debido a que posee
rizomas menos vigorosos (Moser and Vogel, 1995; Carrera 2010). La produccion de
biomasa tiene mayor rendimiento en los lugares mas al sur, ventaja que disminuye al
aumentar la latitud. Rinde entre un 30-50% mas que los cultivares de tierras altas en la
zona de transicion donde ambos estdn adaptados, mientras que en los lugares mas

extremos del norte, el rendimiento de la biomasa esta limitado por su incapacidad para
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sobrevivir varios inviernos (Casler et al., 2004). Contrariamente, el ecotipo de tierras altas
(tetraploide y octoploide), tiene bajo porte y tallos finos, posee rizomas mas vigorosos y
por ello presenta un desarrollo en forma de césped (Casler 2012). Este biotipo logra su
mayor desarrollo bajo condiciones mas moderadas de agua en el suelo, y de acuerdo a
algunos autores presenta mayor tolerancia a la sequia que el ecotipo descrito
anteriormente, el cual se destaca en zonas humedas (Voguel 2004). Sin embargo, otros
autores han estudiado la respuesta de ambos ecotipos a diferentes situaciones de estrés
y han encontrado que el ecotipo de tierras bajas presenta mayor tolerancia frente a estrés
hidrico y salino (Barney et al., 2009, Aimar et al., 2014, Liu et al., 2015).

60°
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Figura. 2. Areas de distribucion natural de los ecotipos de tierras altas y tierras bajas de
Panicum virgatum.

P. virgatum fue introducida en la Region Pampeana Semiarida por investigadores de la
UNLPam y el INTA (Figura. 3; Covas, 1982; Stritzler et al.,1996) y se encuentra
actualmente bajo estudio (Ferri et al., 1997; Petruzzi et al., 2005 van Dam et al. 2009,
Aimar et al., 2014).



Figura. 3. Coleccién de diferentes cultivares de P. virgatum
en la EE-INTA Guillermo Covas, Anguil (La Pampa).

El valor agronémico de P. virgatum se debe a que conjuga gran productividad de
biomasa con reducidos costos de produccién y alto valor en el control de la erosion.
Cuando se usa como forraje produce un canopeo denso y un extenso sistema radical
(Figura 4) de alta eficiencia en la utilizacion de nutrientes y agua edéafica, adaptandose

muy bien a climas semiéridos (Parrish and Fike, 2005).

Figura 4. Fotografia mostrando el sistema radical de P. virgatum.
(http://www.esacademic.com/dic.nsf/eswiki/897129)

Estas caracteristicas asi como la perennidad de la especie reducen los costos de

produccion posicionandola como cultivo de bajo impacto ambiental en zonas marginales
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que no soportan el laboreo anual (McLaughlin and Kszos, 2005). A pesar de las ventajas
comparativas descriptas, el uso comercial de esta especie es limitado por su lenta y
dificultosa implantacion (Aiken and Springuer 1995; Hintz et al., 1998; Evers and Butler,
2000; Teel et al.,, 2003). Los principales factores que condicionan su completo
establecimiento son la condicién climética al momento de la implantacion y las practicas
de manejo. Las siembras de fines de primavera y principios de verano a menudo
fracasan, tanto en el hemisferio norte como en nuestro pais, por condiciones de escasa
humedad edafica (Smart and Moser, 1997; Petruzzi, comunicacién personal). La
germinacion de las semillas, el tiempo de emergencia y la subsiguiente formacion de
raices adventicias, criticas para la supervivencia, dependen de un adecuado contenido

hidrico en el suelo (Hsu and Nelson, 1985; Newman and Moser, 1988 b).

Las gramineas tolerantes a sequia son especies que se establecen, crecen y
sobreviven durante los periodos de sequia, y ademas pueden tener buenos rendimientos
econémicos y buena calidad en estas regiones. El periodo de plantula es la etapa mas
critica y vulnerable del crecimiento y desarrollo de los pastos. La duracion e intensidad del

estrés hidrico son criticos para la supervivencia de los forrajes (Bahrani et al., 2010).

En este contexto, la identificacion de material genético de P. virgatum con tolerancia a
estrés hidrico durante el crecimiento temprano es crucial si se aspira a difundir su uso
comercial y expandir el area cultivada. En esta linea, la comprension de las bases
bioguimicas y genéticas de esta tolerancia aportaria elementos para intervencion
biotecnoldgica en planes de mejoramiento de la especie. Estos aportes se tornan mas
relevantes si consideramos la gran sintenia que existe en la familia de la Poaceas, lo cual
permitiria extender este conocimiento hacia otros miembros de la familia, de gran
importancia en la alimentacién humana por tratarse de especies que son el soporte de la

dieta (ej: arroz, trigo, cebada, maiz).

En cuanto a su productividad, en la Region Semiarida Pampeana es capaz de producir
entre 11 y 15 tn de Materia Seca (MS) y responde muy bien a la fertilizacién nitrogenada
pudiendo duplicar la produccion (Tabla 1;Petruzzi et al., 2010) en parcelas de
experimentacion comparada con otras especies evaluadas localmente (Stritzler et al.,
1996), lo que se corresponde con los resultados obtenidos por otros autores en ambientes

diferentes (Sharma et al., 2003; Mc Laughlin and Kszos, 2005). Su valor nutritivo (Tabla
6



2), desde la etapa de brotacion (salida del invierno) cuando las temperaturas se
incrementan y hasta fines del otofio, mantiene calidad suficiente para lograr ganancias de
peso de 800 gr. diarios por animal, con una carga de 3 novillos de 300 Kg de peso vivo
(Stritzler, 2008).

Tabla 1. Acumulacion de biomasa (th MS ha') de P. virgatum (cv. Alamo) en diferentes
fechas y frecuencias de corte, con y sin fertilizacion nitrogenada. Los valores representan

la media + desvio estdndar (Petruzzi et al., 2010).

FECHA DE CORTE Biomasa, Tn MS ha
1* Corte Rebrote (Tratam.) 1°' Corte Rebrote Total

Fertilizado

Noviembre — Abril (F1) 6.8+0,3 175 +4.3 24,3 £45
Diciembre —Abril (F2) 96+ 3,8 123 +£1,0 21,9 £ 3,2
Febrero — Abril (F3) 11.,8+£1,3 58+14 176 £1,3
Noviembre — Julio (F4) 6,9+ 1,5 18,725 25,6 £4.0
Diciembre —Julio (F5) 84120 11,6 £28 199 £1,7
Febrero — Julio (FB) 13629 568+ 11 194 +£19
Abril (F7) 20923 20923
Julio (F8) 22353 22353
No fertilizado

Noviembre — Abril (NF1) 38103 11,129 149 +28
Diciembre —Abril (NF2) 6,9+ 1,6 6,9+£05 13,7 £1,6
Febrero — Abril (NF3) 13.5+£1.3 24+0,3 15,8 £1.,5
Noviembre —Julio (NF4) 36+09 76113 11.2+15
Diciembre — Julio (NF5) 72+0,8 7,1+09 14,3 £ 1.1
Febrero — Julio (NF6) 79+1,6 3,1£07 11,0 £ 1,1
Abril (NF7) 15756 15,7 £ 5,6
Julio (NF8) 13,1205 13,1 20,5




Tabla 2. Digestibilidad in vitro de la materia seca (DIVMS; en %) y contenido de proteina

bruta (PB; en %) de P. virgatum en la Region Semiarida Central.

DIVMS (%) PB (%)
Primavera 68.3 11.2
Verano 64.0 8.5
Otofio 62.1 9.8
Invierno 36.5 2.6

Ademas, la naturaleza perenne del cultivo reduce la intensidad de manejo, el consumo

de energia y de agroquimicos, lo que disminuye el costo de produccion comparado con

especies anuales (Hohenstein and Wright, 1994).

La produccién extensiva de P. virgatum en zonas marginales se ubica en suelos

pobres y sujetos a condiciones ambientales adversas, donde la baja disponibilidad de

agua es una situacion frecuente. En Argentina, se han hecho esfuerzos para introducir

esta forrajera a los suelos de baja produccion de las regiones semiaridas, que

representan el 25% de la superficie cultivable del pais (Figura 5; Van Dam et al., 2009).




| Superficie
“ Agricola |

Fig. 5. Superficie apta para la produccién de P. virgatum
en la Republica Argentina.

RESPUESTA A ESTRES HIDRICO

A lo largo de la evolucion, las plantas han desarrollado diferentes respuestas y
adaptaciones que les permiten sobrevivir en condiciones de constante déficit hidrico. La
respuesta a la baja disponibilidad hidrica involucra cambios morfologicos, fisiologicos y
moleculares. Algunas plantas poseen adaptaciones como el desarrollo del metabolismo
C4 y del metabolismo acido de las crasulaceas o CAM, que les permiten explotar
ambientes més aridos (Black and Osmond, 2003; Luttge, 2004). Si el déficit hidrico se
desarrolla lentamente, las plantas pueden presentar respuestas de aclimatacion que
tienen efectos sobre el crecimiento, como la disminucion de la expansion foliar y el
aumento del crecimiento radicular (Potters et al., 2007; Shao et al., 2008). Otros
mecanismos de resistencia a nivel fisiologico y morfoldgico son el cierre de estomas (Taiz
and Zeiger, 2006), la inhibicion del crecimiento (Bahrani et al., 2010), la acumulacion de
solutos organicos compatibles (Sanchez-Diaz et al. 2008; DaCosta and Huang, 2009), la
produccion de especies reactivas de oxigeno (Apel and Hirt, 2004; Torres et al., 2005) y el

cambio en los contenidos enddgenos de hormonas, entre otros (Moreno L, 2009).
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A nivel celular y molecular, una de las principales respuestas al estrés hidrico es la
modificacion de la expresion génica, relacionada con la produccion de enzimas clave en la
via de sintesis de osmolitos que permiten el ajuste osmatico y facilitan la toma de agua
por la planta. La sintesis de enzimas antioxidantes, sintesis de factores de transcripcion
gue median la respuesta de genes a estrés y otras proteinas involucradas en las
respuestas al estrés hidrico (Bray, 1997; Zhu et al., 2002). Entre las proteinas mas
importantes por su efecto protector potencial estdn las LEA (Late Embriogenesis
Abundant Proteins) y las que funcionan como antioxidantes (Danon et al., 2004). Se ha
propuesto que las proteinas LEA protegen proteinas y membranas del dafio debido a la
deshidratacién (Bray, 1993; Moreno, 2009).

Algunas de estas respuestas estan disparadas directamente por cambios en el estado
hidrico de los tejidos mientras que otras son provocadas por cambios en los niveles de
ciertas hormonas vegetales (Chaves et al. 2003). Estas hormonas generan una red de
sefales que conduce a una cascada de eventos responsable de la adaptacidn fisioldgica
de las plantas a estrés (Miura et al. 2013; Yoshida et al. 2014; Ramegowda 2015). Hasta
hace poco la participacion de cada una de estas hormonas era estudiada de manera
independiente. Sin embargo, estudios recientes han puesto de manifiesto la necesidad de
estudiarlas de manera conjunta a la luz de nuevas evidencias que dan cuenta que mas de
una hormona estarian coordinando la respuesta a estreses (tanto biético como abiético)
(Bandurska and Stroinski, 2005; Moeder et al., 2010; Liu et al., 2013).

ABA, SA, y JA regulan respuestas de proteccion de las plantas mediante el
entrecruzamiento de sus vias de sefalizacion y respuesta, estableciendo relaciones tanto
sinérgicas como antagonicas (Fujita et al., 2006). Entre las interacciones hormonales en
respuesta a estreses, la que posiblemente concentra la mayor atencién es la relacion
entre ABA y SA. ABA ha sido involucrado ampliamente en las respuestas a estreses
abioticos (sequia, salinidad, bajas temperaturas -Hirayama and Shinozaki, 2007,
Wasilewska et al., 2008), y por otro lado, SA, juega un papel clave en las respuestas a
estrés bidtico como lo es la infeccion por patégenos. Sin embargo, por ejemplo aunque
ABA es la hormona mas importante en respuesta a estrés hidrico, la participacion de SA
también ha sido reportada en la proteccién de las plantas frente a estrés abittico (Kang
and Saltveit, 2002; Shakirova et al., 2003; Khan et al.,2015). Estos resultados apuntan a
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una respuesta conjunta donde ambas hormonas -ABA y SA- estarian activando las
respectivas vias de sefializacion y respuesta. En éste mismo sentido, se ha observado
gue la induccién de proteinas reguladas por SA (i.e. Pathogen resistant, PR) en
situaciones de estrés hidrico y baja temperatura ocurre en Arabidopsis y en algunos
cereales de invierno (Yeh et al., 2000; Seo et al.,2008; Liu et al., 2013).

Es decir que, cada vez més evidencia pone de manifiesto la intervencion de ABA en las
respuestas al estrés bidtico (Ton et al., 2005) asi como la participaciébn de SA en las
respuestas a estrés abidtico, y proponen una interaccion compleja entre ambos (Yuan and
Lin, 2008; Yasuda et al.,, 2008; Mosher et al., 2010, Aimar et al., 2011). Estas
interacciones podrian contribuir de manera significativa tanto a la inmunidad de la planta
como a la respuesta a estrés ambiental, proporcionando un sistema ventajoso para
investigar el entrecruzamiento de sefiales bidticas y abidticas (Cao et al., 2011,

Ramegowda et al., 2015).

ABA Y SU PARTICIPACION EN LA RESPUESTA A ESTRES ABIOTICO Y BIOTICO

ABA es una hormona conocida por su papel regulador en la integraciéon de la
adversidad del medio ambiente con los programas de desarrollo de las plantas (Chow and
McCourt, 2004; Christmann et al., 2005; Wani et al., 2016). Afecta a una amplia variedad
de procesos en las diferentes etapas del desarrollo y en la adquisicion de la tolerancia al
estrés hidrico (Finkelstein et al., 2002; Barrero et al., 2005; De Smet et al., 2006; Liang et
al., 2007). La accion de ABA es uno de los temas més estudiados en respuesta a estrés
abidtico (Hirayama and Shinozaki, 2007; Wasilewska et al., 2008). Un aumento en el
contenido de ABA en respuesta a estrés hidrico puede derivarse de un incremento en la
biosintesis y/o una disminucion en la degradacion (Cutler and Krochko, 1999; Zeevaart,
1999). En plantulas de Arabidopsis thaliana, Huang et al. (2008) mostr6 que la sequia
activa la biosintesis y el catabolismo, resultando en un incremento de ABA y sus
catabolitos. Ademas del bien establecido modelo en Arabidopsis, los incrementos en los
niveles endégenos de ABA en condiciones de estrés hidrico también han sido informados
en gramineas de interés, tales como maiz (Xin et al., 1997) y trigo (Igbal et al., 2010;

Raziuddin et al., 2010) entre otras. En relacién al contenido de ABA enddégeno, diferentes
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reportes muestran que los cultivares tolerantes a sequia contienen mas ABA que los
sensibles (Perales et al., 2005; Veselov et al., 2008; Thameur et al., 2011). ABA juega
también un papel importante en el proceso de aclimatacion, en el cual una exposicion
previa de la planta a un estrés de tipo abidtico, prepara a la planta para elaborar una
respuesta potenciada frente al mismo tipo u otro tipo de estrés pero que ocurre a
posteriori. Plantas de Arabidopsis que fueron expuestas a sequia o pre tratadas con ABA,

desarrollaron tolerancia al congelamiento (Mantyla et al., 1995).

Histéricamente el rol de ABA se relacion6 con el estrés de tipo abi6tico, sin embargo
esta hormona ha emergido como un importante regulador de la defensa a estrés biético
(Asselbergh et al., 2008; Ton et al.,, 2009; Yasuda et al., 2008). Estudios recientes
muestran que ABA juega un papel importante en la susceptibilidad a enfermedades, en la
resistencia a la infeccién por patdégeno y la interaccidon con respuestas a estrés bidtico
mediada por otras hormonas (Mauch-Mani and Mauch, 2005; Melotto et al., 2006; Torres-
Zabala et al., 2007; Ton et al., 2009). Los mecanismos que estarian siendo activados en
esta respuesta estan relacionados con el control del cierre estomatico y la deposicién de
calosa en la pared celular, ambos procesos controlados por ABA (Ton et al., 2009;
Mauch-Mani and Mauch, 2005; Miura et al., 2012). En éste sentido, varios estudios han
propuesto que las respuestas de plantas a estrés medioambiental, tal como sequia y
bajas temperaturas, tienen efectos positivos y negativos sobre la respuesta a patdgeno y
viceversa (Yasuda et al. 2008; Ramegowda 2013). En Arabidopsis, por ejemplo, la
exposicion a un corto periodo de sequia incremento significativamente el crecimiento de la
bacteria a-virulenta Pseudomonas sinringae pv tomato (Pst) en relacion con su
crecimiento en una planta no estresada (Mohr and Cahill, 2007). En arroz, la exposicion a
bajas temperaturas suprimieron la resistencia contra la infeccion de Megnaphorte grisea
(Koga et al., 2005). Asimismo, la aplicacion exdégena de ABA en soja (Glicine max)
aumento la susceptibilidad de la planta frente a Phytoptora sojae (MacDonald and Cabhil
1999). Sin embargo, otra serie de evidencias indican una correlacion positiva entre los
niveles de ABA y la resistencia a enfermedades. En plantas de tabaco, la infeccion viral
incrementa las concentraciones de ABA, y el tratamiento con ABA exdgeno incrementa la
resistencia al virus (Whenham et al., 1986). También en tabaco es interesante notar que
ABA inhibe la transcripcion de un gen que codifica la enzima 3-1,3-glucanasa encargada
de degradar la callosa -una barrera fisica para la propagacion viral a través de los
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plasmodesmos. Las plantas deficientes en -1,3-glucanasa resultaron mas resistentes
gue las plantas WT a la infeccién viral (Rezzonico et al., 1998). Este mecanismo regulado
por ABA podria funcionar también en la resistencia basica hacia hongos y oomicetos
patégenos (Mauch Mani and Mauch, 2005). En suma, la evidencia disponible hasta el
momento indica que el aporte de ABA en la interaccion planta-patégeno, es ambiguo; en
muchos casos ABA promueve la resistencia de la planta al patégeno, mientras que en
otros promueve la susceptibilidad, actuando como regulador negativo de la resistencia a

enfermedades.

SA Y SU PARTICIPACION EN LA RESPUESTA A ESTRES BIOTICO Y ABIOTICO

SA es un regulador enddégeno de crecimiento implicado en una amplia gama de
respuestas fisiolégicas y metabdlicas en las plantas (Hayat et al., 2010). Durante los
ultimos afios, SA ha sido intensamente estudiado como una molécula sefial que regula
respuestas de defensa local y sistémica contra patégenos (Ryals et al.,1996 ;Sanchez et
al.,2010). En la actualidad, se ha informado que este compuesto juega también un papel
en las respuestas de las plantas a estreses abitticos, tales como sequia, altas y bajas
temperaturas, metales pesados y estrés osmético (Janda et al., 1999; Molina et al., 2002;
Nemeth et al., 2002; Munné-Bosch and Pefiuelas, 2003; Shi and Zhu, 2008). Resultados
recientes muestran que la mayoria de los estreses abioticos alteran los contenidos
enddgenos de SA, lo cual también apunta a su participacion en la sefalizacion del estrés
(Horvath et al., 2007; Khan et al., 2015).

White (White 1979) reportd por primera vez la participacion de SA en la resistencia a
enfermedades, en experimentos donde inyectd aspirina o directamente SA en hojas de
tabaco de una linea resistente al virus del mosaico del tabaco (TMV; N.tabacum cv.
Xhanthi-nc) 'y observé la produccion de proteinas relacionadas a la patogénesis
(pathogen related proteins, PR), las cuales son un grupo heterogéneo de proteinas que se
inducen en plantas por la infecciéon de un patégeno. Junto con la produccion de proteinas
PR observé un aumento en la resistencia contra la infeccién por el TMV. En la actualidad
se ha reportado que en muchas plantas el tratamiento con SA o compuestos afines induce

la expresion de genes PRy /o resistencia contra virus, bacterias y hongos patogenos (Vlot
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et al, 2009; Kumar 2014). SA no solo juega un papel esencial en la ruta de transduccion
de sefiales que conduce a la activacion de genes que codifican para proteinas PR, sino
también en el establecimiento de la respuesta hipersensible (HR), considerada como una
muerte celular programada que se desarrolla para delimitar el &rea de infeccién de un
patdgeno, asi como en la resistencia sistémica adquirida (SAR). Esta respuesta - a nivel
sistémico- se produce como resultado de la exposicién y supervivencia inicial a un
patdgeno (Sanchez et al., 2010). El papel de SA como sefial implicada en la defensa ha
sido bien establecido en plantas dicotiledéneas; en monocotiledéneas éste fenbmeno ha
sido poco estudiado, no obstante se ha encontrado la expresién de proteinas PR en

maiz, arroz, trigo (Morris et al., 1998; Hwang et al., 2008), y cebada (Kogel et al., 1994).

En base a que se ha demostrado que el estrés abittico altera el contenido enddégeno
de SA en planta, actualmente, se sugiere su participacion como una sefial de éste tipo de
estrés (Horvath et al., 2007; Khan et al.,2015). Por ejemplo, el nivel de SA endbgeno
aumento en raices de las plantas de cebada bajo estrés hidrico mientras que en las hojas
no fue alterado (Bandurska and Stroinski, 2005). Previamente, Munné-Bosch y Pefuelas
(2003) informaron que en plantas de Phillyrea angustifolia L. expuestas a estrés hidrico
SA aument6 progresivamente hasta un maximo de 5 veces durante la sequia, y en la
recuperacion los niveles de SA disminuyeron, aunque siguieron siendo ligeramente
superiores a los observados antes de la sequia. En plantas de soja expuestas a estrés
hidrico en la etapa vegetativa Hamayum et al. (2010) observaron un incremento

significativo en el contenido enddgeno de SA.

En esta linea, el SA muestra cada vez mas indicios que evidencian un rol relacionado
con el estrés de tipo abidtico, interfiriendo en ocasiones de manera positiva o negativa con
la sefializacion del estrés abibtico. Por ejemplo, la aplicacion exdégena de SA en maiz
condujo a un aumento de susceptibilidad a la sequia (Nemet et al.,2002). En Arabidopsis,
la induccion artificial de SAR llevo a la supresion de la respuesta a estrés abidtico
(Yasuda et al.,, 2008). Sin embargo, también hay evidencias que muestran una
intervencion mas bien positiva sobre el estrés abiético: la aplicacion exdgena de SA
mejora el desempefio de las plantas bajo estrés hidrico, segun lo informado por varios
autores. Por ejemplo: una mejor tolerancia a sequia y acumulacion de materia seca se

observaron en plantas de trigo provenientes de granos embebidos en una solucién de
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acido acetil salicilico (Hamada and Al-Hakimi, 2001; Hamada, 1998). En plantas de frijoles
y tomates cuyas semillas habian sido embebidas en SA se observé un incremento de
tolerancia al estrés por calor, enfriamiento y por sequia (Senaratana et al. 2000). En
plantulas de trigo el pretratamiento con SA, potencid significativamente el crecimiento y
la tolerancia a estrés por sequia, ésta mejora se evidencié con un incremento de peso
seco de raices y tallo y un decrecimiento en la peroxidacion lipidica (Kang et al., 2012). La
aplicacion exdgena de SA, resulto suficiente para un aumento de tolerancia al estrés por
frio en hojas de trigo (Tasgin et al., 2003). En maiz, el agregado de una solucién de SA
adicionada al medio hidroponico, incrementd la tolerancia al estrés por bajas
temperaturas, se postula que un aumento significativo en el nivel de poliaminas, podria
contribuir parcialmente a la funcién protectora de SA (Janda et al.,1999; Nemeth et al.,
2002).

INTERACCION ENTRE ABA Y SA: SINERGISMO Y ANTAGONISMO

Las plantas inevitablemente sufren diversos tipos de estrés, que con frecuencia
ocurren en conjunto, tales como estrés medioambiental de tipo abidtico, ataques por
patégenos, o herbivoria. Para sobrevivir a estas condiciones desfavorables, las plantas
han desarrollado sistemas de autoproteccion como la acumulacion de hormonas,
produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS) y la expresion de genes que tienen
funciones en la tolerancia al estrés (Ramegowda et al., 2013). Actualmente se sabe que
las vias de sefalizacion de las hormonas acttan interconectadamente a fin de responder
y hacer frente al estrés que, en la mayoria de los casos, es una combinacion de efectos

bioticos y abidticos.

Acciones antagoénicas entre ABA y SA han sido informadas principalmente respecto a
estrés bidtico. Por ejemplo, Mohr y Cahill (2007) mostraron que ABA incrementa la
susceptibilidad a Pseudomonas syringae pv. tomato en plantas de Arabidopsis, lo cual se
debi6 a la supresién de la acumulacion de lignina y SA, componentes esenciales de la
resistencia a dicho patégeno. Un antagonismo similar ocurrié en la interacciéon arroz
Magnaporthe grisea (Jiang et al., 2010), donde la aplicacibn exdégena de ABA

comprometié drasticamente la resistencia del arroz a M. grisea. Un estudio realizado en
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dicotiledoneas (Arabidopsis), donde se utilizaron dos inductores quimicos que actlan
corriente arriba y corriente abajo de SA en la via de sefializacién de SAR, demostro que el
tratamiento con ABA suprimié la induccion de SAR, mostrando que ABA juega un
importante rol en la regulacion de los mecanismos de defensa (Yasuda et al., 2008). En
plantas de tomate mutantes deficientes de ABA (sitiens), por alteracion de la aldehido
oxidasa (AAO3) que es una enzima requerida para la sintesis de ABA. Se observé que,
luego de la infeccion con Botrytis cinérea, se produjo un rapido aumento de H»Oq,
llevando a una mayor respuesta mediada por SA y a una mayor resistencia al patégeno
en comparacién con el fenotipo WT; la aplicacion exégena de ABA reestablecié la
susceptibilidad a patégeno. En este mismo trabajo se encontré que ABA no afectaba el
crecimiento de B. cynerea en placas de crecimiento 0 en plantas, indicando que ABA
actla sobre el mecanismo de respuesta de la planta frente al patdgeno, y no sobre el
patdgeno. Asi mismo se observd que: en estas mutantes sitiens infectadas con B.
cynerea hubo un claro incremento de PAL (fenil amonio liasa), enzima que interviene en la
sintesis de SA, este incremento no se observé en plantas WT; y se observé ademés que
las mutantes resultaron mas sensibles al tratamiento en raices con BHT (un activador de
la via dependiente de SA) que las WT. Todas estas evidencias permitieron concluir que
ABA modula negativamente la via de defensa dependiente de SA en tomate (Audenaert et
al., 2002).

Actualmente, existen muchas evidencias que sustentan que las hormonas ABA y SA
también actlan sinérgicamente, es mas, existen muchos puntos e intermediarios en
comun entre ambas vias (ROS, Ca*, MAPK5, ADR1, entre otros), que sugieren un
entrecruzamiento entre la respuesta mediada por ABA y por SA (Mauch-Mani and Mauch,
2005). En 2 genotipos de cebada (cv. Maresi y Hordeum spontanium) se evalu6 el efecto
de un estrés moderado (PEG -0.75Mpa) y otro severo (PEG -1,5Mpa) sobre los niveles de
SA en hojas y raices, y el efecto del pre-tratamiento con SA. El déficit hidrico incremento
el contenido de SA en raices, mientras que en hojas éste contenido no vari6. El pre-
tratamiento con SA previo al estrés, redujo el dafio producido por la deficiencia de agua
sobre la membrana celular de las hojas; es més el tratamiento con SA indujo un aumento
en el contenido de ABA en las hojas. Los resultados obtenidos pueden indicar que el
aumento del nivel de ABA que sigue a la aplicacion de SA, antes de la exposicion al
estrés, puede ser responsable de la reduccion de la lesibn de la membrana bajo
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condiciones de estrés. De esta manera ABA contribuiria al desarrollo de la respuesta anti
estrés que estaria mediada por SA (Bandurska and Stroinski, 2005). En plantulas de trigo,
el pre-tratamiento con SA causo la acumulacion tanto de ABA como de prolina, llevando a
un incremento de la resistencia a la salinidad (Shakirowa et al.2003). También en Zea
Mays, el pre tratamiento con ABA, increment6 en hoja el nivel de SA conjugado y de uno
de sus precursores o-HCA (&cido orto-hidroxicinamico) (Szalai et al., 2011). En éste
mismo sentido, en plantas de guisantes, el tratamiento con un inhibidor de la biosintesis
de ABA, result6 en la desaparicion del pico de SA que se producia durante la aclimatacion
al calor (Liu et al., 2006). Estos resultados proveen evidencias de la co-participacion que
tienen SA y ABA durante el estrés abidtico. Las proteinas PR son un grupo heterogéneo
codificado por genes que responden rapidamente a la infeccién por patégeno, a SA, JAy
ET. Son consideradas marcadores moleculares de la resistencia a patdgenos y de la
SAR. Sin embargo, recientes estudios han demostrado que los genes PR son también
regulados por factores medioambientales (incluyendo luz y estrés abidtico) y por sefiales
del desarrollo; lo que sugiere que tienen un papel en la respuesta al estrés y en el
desarrollo. En éste trabajo se demostrd, entre otras cosas que ABA indujo la expresion
de PR-3 (Seo et al. 2008).

Estudios realizados en nuestro laboratorio en dos cultivares de comportamiento
contrastante frente a sequia (cultivar sensible Greenville y cultivar tolerante Kanlow)
estarian indicando la existencia de una interaccién entre ABA y SA en respuesta a estrés
hidrico y posterior rehidratacion, y esta respuesta podria ser diferente en ambos
cultivares (Aimar et al., 2014). En base a estos antecedentes, este trabajo profundiza el
estudio de la interaccion ABA/SA. El presente estudio contribuiria a la comprensién de la
compleja red de entrecruzamiento en la respuesta a estrés hidrico en cultivares de
Panicum virgatum de comportamiento contrastante en respuesta a estrés hidrico y

posterior rehidratacion.

17



MATERIALES Y METODOS



Los cultivares Kanlow (tolerante) y Greenville (sensible) se compararon en cuanto a su
respuesta al estrés hidrico moderado y progresivo y al efecto de la aplicacion exégena de
ABA (100pM). Asimismo se evalud la recuperacion de las plantas luego del tratamiento de
sequia, para ello las plantas fueron rehidratadas y se observdé su comportamiento luego
de 12 y 24 h posteriores al riego de recuperacion Los mismos tratamientos fueron
evaluados con aplicacion exdgena de 100 uM de ABA. Los tratamientos establecidos

para cada cultivar se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3. Tratamientos para cada cultivar: (Kanlow y Greenville) Con y sin aplicacion de
100um de ABA,; Control, Sequia y Rehidratacion 12 y 24 h.

TRATAMIENTOS

Sin aplicacion exogena de ABA Con aplicacion exogena de ABA
Control (riego) Control (riego)
Sequia Sequia
Rehidratacién 12 h Rehidratacién 12 h
Rehidratacién 24 h Rehidratacién 24 h

1. ENSAYO DE TOLERANCIA A ESTRES HIDRICO, RECUPERACION Y PRE
TRATAMIENTO CON ABA

1.1 Ensayo de estrés hidrico y recuperaciéon

Semillas de Panicum virgatum provenientes de la coleccion de la EEA INTA Guillermo
Covas (Anguil, La Pampa), de dos cultivares de comportamientos contrastantes: el cv.
Kanlow y el cv. Greenville (Aimar et al., 2014). El ensayo se efectué en macetas de 220
cm® rellenas con sustrato suelo (1/3 suelo, 2/3 arena) en las cuales se sembraron 5
semillas por maceta. Las macetas se colocaron en camara de crecimiento programada
con 16 hs de luz (300 pE. m2.s-1) a 29 °C, y 8 hs de oscuridad a 20 °C. Luego de

producida la emergencia se ralearon dejando una planta por maceta.
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El estrés hidrico se proporcion6 en plantas de 55 dias mediante suspension del riego
hasta observar los primeros sintomas visuales de acartuchamiento. Para evaluar la
recuperacion a las 12 y 24 hs posteriores a la rehidratacién las macetas se regaron a
capacidad de campo (1 vez por dia). En cada tratamiento se midi6 el CRA, altura de
planta y el nimero de hojas completamente expandidas. Posteriormente parte del material

vegetal se recolect6 en nitrégeno liquido para el posterior estudio de expresion génica.

En todos los ensayos, para el andlisis estadistico se utilizé un disefio experimental
completamente aleatorizado con 4 réplicas; cada réplica estuvo compuesta por un
conjunto de 6 plantas: 4 réplicas para CRA, 24 réplicas para AP y N° Hojas y 3 réplicas de
un pool de 5 plantas para andlisis de genes. Los datos se analizaron por ANOVA y LSD
para la comparacion de medias, utilizandose el software InfoStat (2008). InfoStat version
2008. Grupo InfoStat, FCA, Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina.

1.2 Ensayo de pre-tratamiento con ABA

Los cultivares Kanlow y Greenville se compararon en cuanto a su tolerancia al estrés
hidrico moderado y progresivo y al efecto de la aplicacion exdégena de ABA sobre dicha
respuesta. El ensayo se efectu6 en macetas de 220 cm3 rellenadas con sustrato suelo
(2/3 suelo, 1/3 arena) en las cuales se sembraron 5 semillas en cada una, luego de
producida la emergencia se ralearon dejando una planta por maceta. Las macetas se
colocaron en camara de crecimiento programada con 16 hs de luz (300 pE. m2.s-1) a 29
°C, y 8 hs de oscuridad a 20 °C.

La aplicacién exdgena de 100 uM de ABA (Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki,1993;
Ding et al.,2009; Wang et al., 2010) se proporcion6 regando a capacidad de campo dos
veces por dia, durante tres dias, previo al inicio del tratamiento de estrés hidrico segun
Vigliocco et al. (2002) con el fin de aseguranos que al inicio y durante el estrés la planta
ha recibido el estimulo de ABA. Asi, los tratamientos para ambos cultivares fueron los
siguientes: control, control + ABA, sequia, sequia + ABA.

Al momento de la cosecha y para cada tratamiento se midié el contenido relativo de
agua (CRA) a fin de caracterizar el estado hidrico, la altura de planta, el nimero de hojas

completamente expandidas. Posteriormente parte del material vegetal se recolectd y se
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colocd en nitrogeno liquido para su almacenamiento y posterior estudio de expresion
génica.

1.2 Determinacion del contenido relativo de agua (CRA)

Para evaluar el estado hidrico de las plantas sometidas a cada tratamiento y
determinar el momento 6ptimo de cosecha, se determiné el CRA. El CRA se evalué previo
al comienzo del periodo luminoso, cuando el contenido de agua de la planta estuvo en
equilibrio con contenido de agua del suelo. Se tomaron muestras de hojas de una planta
por réplica y se pes6 inmediatamente para determinar peso fresco (PF), cada muestra se
colocé a flotar en agua destilada en cajas de Petri, y en oscuridad durante 24 hs.
Posteriormente cada muestra se sacéd del agua y se secO superficialmente con papel
secante determinandose a continuacion el peso turgente (PT), llevando inmediatamente a
secar en estufa a 85° C hasta peso constante. Una vez estabilizado el peso, cada muestra
se pesO para determinar el peso seco (PS). El célculo del CRA (Barr, H.D. and
Weatherley, P.E. 1962) se efectué mediante la siguiente formula:

CRA= (PF — PS) x 100
(PT - PS)

PF: peso fresco; PS: peso seco; PT: peso turgente
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2. DETERMINACION DE EXPRESION GENICA

2.1. Seleccion de los Genes y primers:

Mediante un relevamiento bibliogréfico se seleccionaron una serie de genes de estrés
hidrico, dependientes de ABA y de SA conocidos como genes reporteros en otras
especies vegetales. A partir de esta lista de genes candidatos, se realizé una busqueda
en la base de datos dbEST (data base of Expressed Sequence Tags), donde se
encuentran depositadas las secuencias de los cDNA de Panicum virgatum publicamente
disponible en el National Center for Biotecnology information (NCBI). Se utiliz6 como
sonda la secuencia de genes conocidos en Arabidopsis, depositadas en la base de datos
TAIR utilizando el motor de busqueda BLASTtn. Muchos de los genes buscados no
tuvieron ortélogos en Panicum virgatum, lo cual explica la seleccion de los genes
utilizados en este trabajo. Ejemplo de ello es el gen PR1, dependiente de SA, que no fue
encontrado en la base de datos de los cDNA disponibles en P. virgatum. En base a la
secuencia de cDNA de Panicum virgatum de cada gen, se disefiaron los primers
correspondientes utilizando la herramienta Primer3 (Untergasser et al., 2012).

Como control se seleccion6 EF-l-alpha ya que fue el que mejor funcioné en las
condiciones probadas, y se evalué la expresion de los siguientes genes involucrados en la
respuesta a déficit hidrico: RAB18 (Responsive to ABA 18 / Deshidrina de respuesta a
ABA) y RD22 (Responsive to Deydrationt 22/ nutrient reservoir) ABA dependientes,
DREB2A (Dehydration-responsive element (DRE)-Binding proteina2A) de respuesta a la
deshidratacion, siendo su expresion independiente de ABA, PR-2 (Phatogenesis
responsive gene-2 / $-1,3 glucanasa) y PR-5 (Phatogenesis responsive gene-5/ osmotina-

proteina tipo taumatina) dependientes de SA .

Los primers utilizados para buscar la expresion diferencial de genes. (Tabla 4)
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Tabla 4. Disefio de los diferentes primers utilizados en el estudio de expresion génica.

Secuencia Primer
AGGACTTCTTCTCGCCCTTG nutrient reservoir (RD22) RIGHT PRIMER
ACCGTCCAGTTCACCAACAC nutrient reservoir (RD22) LEFT PRIMER
AGAAGGGCATCATGGACAAG RAB 18 RIGHT PRIMER
TCACACTGCACACACAGGTG RAB 18 LEFT PRIMER
GTGCCTTCACAGTGCTTGAA Dreb 2 A RIGHT PRIMER
TCTTGCAGCAACAACCTCTG Dreb 2 A LEFT PRIMER
TGAGATCCTTCACAGCAACG EF-1-alpha RIGHT PRIMER
CCAAGAGGCCTTCAGACAAG EF-1-alpha LEFT PRIMER
CCCGCCGAGTTGAAGATG PR5 RIGHT PRIMER
TGAAGGTGCTGGTCTGGTC PR5 LEFT PRIMER
GGCTGTCGGGGAAGTAGAC PR2 RIGHT PRIMER
ACAATGGCGAGGCAACAAG PR2 LEFT PRIMER

2.2 Extraccion de RNAm y sintesis de DNAc

Del material vegetal conservado en nitr6geno liquido se tomé una porcién y se triturd
en mortero homogenizandose en 600 ul de Trizol. El homogenato se incubo 5 min a
temperatura ambiente. Se agregaron 100 pl de cloroformo, se tapé y agit6é vigorosamente
15 seg. Posteriormente, se incubé a T° ambiente durante 3 min centrifugdndose por 15
min a 12000 RPM en frio. La fase acuosa se transfiri6 a un nuevo tubo y se agregaron
250 pl de isopropanol. Se mezclo por inversion y se incub6 10 min a -20 °C. Se centrifugo
por 10 min a 12000 RPM en frio (formandose un pellet de ARN). El sobrenadante se
descarto y el pellet se lavo con 500 ul de etanol 75%. Se agit6 y centrifugdé por 5 min a
7500 RPM en frio. Nuevamente se descartd el sobrenadante y el pellet se secé al aire,

luego se disolvio en 60 ul de agua DEPC y se incub6 10 min a 60° C.
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Una alicuota de 4 pl se diluyé en 400 pl de agua DEPC para cuantificar en
espectrofotometro UV-Visible (Ocean Optics CHEM 2000). La relacion entre las lecturas
de absorbancia a 260 y 280 nm en todos los casos arrojo valores entre 1.6 y 1.8.

De cada muestra se tom6 1 ug de ARN para su pasaje a cDNA, mezclandose con MIX
(5.575 pl. por tubo) y llevando a un volumen final de 20 pl con H,O DEPC. Como “primer”
se utilizé oligo dT y la enzima transcriptasa reversa marca Pormega M1701. El protocolo

utilizado fue el indicado por el proveedor.

2.3 Cuantificaciéon de los genes de interés

La cuantificacion de los genes seleccionados se realizO mediante PCR
semicuantitativa. La reaccion de retrotranscripcion se amplific6 en un par de series de
PCR - una serie es para amplificar el gen control y la otra es para el cDNA de interés
especifico. El nimero de ciclos se determind empiricamente para encontrar el rango lineal
de amplificacion. Para la amplificacion de los segmentos de ADNc se utilizd el
termociclador MJ-Research modelo PTC 100 y los programas fueron de 26-31-33-35
ciclos de 95 °C 1min, 55 °C 30 seg, y 72 °C 1 min para cada gen en particular.

10 pl del producto de reaccidon se sometié a electroforesis en gel de agarosa al 1% en
bufer TBE 1X, 1h a 90 V. Los geles se visualizaron mediante GelRed (InvitroGen)
expuestos en el trans iluminador con luz ultravioleta. Se obtuvieron imagenes digitales de
los productos de PCR, los que se cuantificaron mediante el software J Image.

Para el andlisis estadistico se utilizaron 3 réplicas; cada réplica estuvo compuesta por
un conjunto de 5 plantas. Los datos se analizaron por ANOVA y test LSD para la
comparacion de medias, utilizandose el software InfoStat (2008). InfoStat versién 2008.

Grupo InfoStat, FCA, Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina.
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RESULTADOS



1. CONTENIDO RELATIVO AGUA (CRA), ALTURA DE PLANTA Y NUMERO DE
HOJAS

1.1 CRA

En plantas del cultivar Kanlow sometidas a estrés hidrico, el CRA disminuyo al 52 %
en plantas sin pre-tratamiento con ABA, mientras que en plantas pre-tratadas con ABA el
CRA fue de 60 % (p<0,05, Figura 6). Esto indica que el agregado exdégeno de ABA mejoro
significativamente (p<0.05) la capacidad de las plantas para controlar el estado hidrico

durante el tratamiento de estrés.

Posteriormente al riego de rehidratacion, tanto las plantas pre-tratadas como las no
pre-tratadas con ABA, alcanzaron los niveles del control a las 12 horas, con valores de
CRA similares entre si. Sin embargo, durante la recuperacién a las 24 horas post
hidratacién se observaron diferencias entre los tratamientos con y sin aplicacién de ABA
exégeno, indicando nuevamente que el agregado exdgeno de ABA influyé en la
capacidad de las plantas para controlar el estado hidrico durante el tratamiento de estrés;

mejorandolo significativamente (p<0.05) (Figura 6).

cv. Kanlow
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Figura 6. Contenido Relativo de Agua en el cv. Kanlow.
Condiciones control, sequia, 12 horas posteriores a la
rehidratacion (RH 12 h), 24 horas posteriores a la rehidratacion
(RH 24h), en plantas con y sin aplicacion exogena de ABA.
Letras iguales indican ausencia de diferencias significativas entre
las medias (n=16, p<0.05).
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Por su parte, en el cv Greenville también se observo una disminucion significativa del
CRA frente a sequia. En las plantas sin pre tratamiento con ABA alcanz6 un valor del
24%; mientras que en las plantas pre tratadas con ABA el CRA fue del 55% (p<0,05,
Figura 7). La recuperacion post hidratacion fue similar en plantas con y sin aplicacion de
ABA exogeno, alcanzando los valores del control a las 24 hs posteriores a la
rehidratacion. Finalmente, la aplicacion de ABA exdgeno mejoré significativa la respuesta
de las plantas frente al estrés hidrico, mostrando una disminucion del CRA menos abrupta

en las plantas pretratadas con ABA.
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Figura 7. Contenido Relativo de Agua en el cv. Greenville.
Condiciones control, sequia, 12 horas posteriores a la
rehidratacion (RH 12 h), 24 horas posteriores a la rehidratacion
(RH 24h), en plantas con y sin aplicacion exogena de ABA.
Letras iguales indican ausencia de diferencias significativas entre
las medias (n=16, p<0.05).

Los resultados indican que el tratamiento de sequia afecto de manera diferente al
cultivar Kanlow y al cultivar Greenville. En plantas sometidas a estrés, el cv. Kanlow
controlo mejor su balance hidrico en comparacién con el cv. Greenville, superando en dos
veces los valores de CRA. En cuanto al agregado exdgeno de ABA, éste mejoré
significativamente (p<0.05) la capacidad de las plantas para controlar su balance hidrico

durante el tratamiento de estrés en ambos cultivares.
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1.2 Numero de hojas

El nimero de hojas en el cultivar Kanlow no disminuy6 durante la sequia, pero si lo
hizo de manera significativa a las 12 h luego de la rehidratacion, recuperando los valores
del control a las 24 h de rehidratacion (Figura 8). En aquellas plantas pre tratadas con
ABA tampoco se observé una disminucion significativa frente a sequia, sin embargo a las
24 hs posteriores a la rehidratacién se observé una disminucién respecto al control, a
diferencia de lo observado en plantas sin aplicacion de ABA. Posiblemente los recursos
energéticos empleados para el control del balance hidrico en la planta hayan limitado de

alguna manera la expansion foliar.
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Figura 8. Numero de hojas del cultivar Kanlow. Condiciones control,
sequia, 12 horas posteriores a la rehidratacion (RH 12 h), 24 horas
posteriores a la rehidratacion (RH 24h), en plantas con y sin
aplicacion exogena de ABA. Letras iguales indican ausencia de
diferencias significativas entre las medias (n=16, p<0.05).

El cv. Greenville, por su parte, vio afectado el numero de hojas de manera
significativa en ambas condiciones (con y sin agregado exdgeno de ABA, Figura 9). La
disminucién en el nimero de hojas no recupero los niveles del control luego de la
rehidratacion en ninguna de las dos situaciones. De este modo, el estrés hidrico tuvo
efecto diferente en ambos cultivares segun estuvieron, o no, expuestos a ABA. En las
plantas sin aplicacion de ABA, el cv. Kanlow pudo revertir el efecto causado por la
restriccion hidrica a diferencia del cv. Greenville. En plantas pre tratadas con ABA, el

namero de hojas no recupero los niveles del control en ninguno de los dos cultivares.
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cv. Greenville
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Figura 9. Numero de hojas del cultivar Greenville. Condiciones
control, sequia, 12 horas posteriores a la rehidratacion (RH 12 h),
24 horas posteriores a la rehidratacion (RH 24h), en plantas con y
sin aplicacién exogena de ABA. Letras iguales indican ausencia de
diferencias significativas entre las medias (n=16, p<0.05).

1.3 Altura de Planta

En cuanto a la altura de la planta, en el cultivar Kanlow, ambos tratamientos (con y
sin ABA) se vieron afectados y mostraron una disminucion significativa en situacion de
sequia que se mantuvo estable durante las 24 hs posteriores a la rehidratacion (Figura

10).

cv. Kanlow

100

B sin ABA
H + ABA

Altura de la planta

CONTROL SEQUIA RH 12 h RH 24 h

Figura 10. Altura de planta del cultivar Kanlow. Condiciones control,
sequia, 12 horas posteriores a la rehidratacion (RH 12 h), 24 horas
posteriores a la rehidratacion (RH 24h), en plantas con y sin
aplicacion exogena de ABA. Letras iguales indican ausencia de
diferencias significativas entre las medias (n=16, p<0.05).
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Por su parte, en el cv. Greenville no se registré una disminucién significativa de la
altura durante el déficit de agua, tanto en plantas pre-tratadas como no pre-tratadas con
ABA. Sin embargo, en aquellas plantas que no fueron tratadas con ABA, la restriccion
hidrica causo un efecto que se observa horas después del riego de recuperacion (p<0,05,
Figura 11).

cv. Greenville

100 1

= sin ABA
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CONTROL SEQUIA RH 12 RH 24

Figura 11. Altura de planta del cultivar Greenville. Condiciones
control, sequia, 12 horas posteriores a la rehidratacion (RH 12 h), 24
horas posteriores a la rehidratacion (RH 24h), en plantas con y sin
aplicacion exogena de ABA. Letras iguales indican ausencia de
diferencias significativas entre las medias (n=16, p<0.05).

En suma, nuestros resultados indican que el cultivar Kanlow realiza un mejor ajuste de
su balance hidrico comparado con el cultivar Greenville, lo cual se evidencia a partir de la
evolucién del contenido relativo de agua a lo largo del ensayo. Asimismo se observa que
el ABA mejora el contenido relativo de agua en ambos cultivares. Sin embargo, el
tratamiento exdgeno con ABA no mejoré la altura de planta ni el nimero de hojas en
comparacion con las plantas no tratadas con ABA. Esto indica que ABA estaria actuando
sobre otras variables que no fueron las evaluadas. Posiblemente estas no sean las
variables apropiadas para evidenciar el efecto de estrés hidrico moderado o de la

aplicacion de ABA ex0geno en tratamientos a corto plazo.
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2. EXPRESION DE GENES DE RESPUESTA A ESTRES HIDRICO INDEPENDIENTES
DE ABA, DEPENDIENTES DE ABA Y DEPENDIENTES DE SA.

La expresion de genes implicados en el estrés se evalué midiendo la abundancia
relativa de genes dependientes de ABA (RAB18 y RD22) e independiente (DREB2A) y
dependientes de SA (PR2 y PR5) durante estrés hidrico y rehidratacion, en plantas pre-

tratadas con ABA exdgeno 100 uM y en plantas sin pre tratar.

2.1 Expresion de genes dependientes de ABA: RAB18 y RD22

En el cv. Kanlow, el estrés hidrico caus6 un incremento de la expresion de RAB18. De
manera similar, en plantas pre-tratadas con ABA, el tratamiento de sequia incremento los
niveles del transcripto (p<0.05). A las 24h posteriores a la rehidratacion los niveles de
expresion volvieron a las condiciones control tanto en plantas tratadas como en las no

tratadas con ABA (Fig. 12 a, Figura suplementaria | a).

En el cv. Greenville el estrés hidrico causé un incremento en la expresiéon de RAB 18.
Este aumento se mantuvo a las 24 hs posteriores a la rehidratacion, a diferencia del
cultivar Kanlow. En el cultivar tratado con ABA se observé el mismo comportamiento, es
decir, un aumento de la expresién del gen frente a sequia que se mantuvo durante las 24
hs posteriores a la rehidratacién. Esto difiere, nuevamente, con lo ocurrido en Kanlow,
donde los niveles de RAB18 a las 24 hs volvieron a los niveles del control (Fig. 12 b,

Figura suplementaria | b).
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Figura 12 a y b. Abundancia relativa de transcriptos del gen RAB18 en hojas P. virgatum cv. Kanlow (A) y
Greenville (B) bajo estrés hidrico, y 24h (RH 24 h) posterior a la rehidratacion, pre-tratado con ABA y sin pre-
tratamiento con ABA. Letras iguales indican ausencia de diferencias significativas entre las medias (n=3,
p<0,05). Fig. Supl.layb

En cuanto a RD22, en el cv. Kanlow no se observé diferencias significativas en la
expresion durante el estrés hidrico, tanto en plantas que fueron expuestas a una
aplicacion de ABA como aquellas que no lo fueron. A las 24 h posteriores a la
rehidratacion, se observé una disminucion significativa en la expresion del gen en plantas
sin aplicacion exdgena de ABA. Si bien esta tendencia se mantuvo en plantas tratadas
con ABA, la misma no es significativa (Figura 13 a; Figura suplementaria Il a).

En el cultivar Greenville, por su parte, se observé una mayor expresion de RD22 solo
en el control bien regado. En condiciones control la expresion de RD22 duplicé a la del
resto de los tratamientos con y sin agregado exdgeno de ABA (Figura 13 b; Figura

suplementaria Il b).

Frente a los resultados observados en los cvs. Greenville y Kanlow, se infiere que la
expresion del gen RD22 no se correlaciona con los tratamientos de estrés hidrico y
recuperacion, a diferencia de que ha sido propuesto en la bibliografia para otras especies
vegetales. Desde este punto de vista no se comporta como un buen gen reportero de

estrés en Panicum virgatum en las condiciones ensayadas.
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Figura 13: a y b. Abundancia relativa de transcriptos del gen RD22 en hojas P. virgatum cv. Kanlow y cv.
Greenville bajo estrés hidrico, y 24h (RH 24 h) de rehidratacion, pre tratado con ABA y sin pre-tratamiento con
ABA. Letras iguales indican ausencia de diferencias significativas entre las medias (n=3, p<0,05). Fig. Supl. Il
ayb

2.2 Expresion del gen independiente de ABA: DREB2A

La expresion de DREB2a mostro un aumento significativo frente a sequia en plantas
del cv. Kanlow sin aplicacion exégena de ABA. A las 24 hs posteriores al riego de
rehidratacion la expresion de DREB2A retomé los niveles del control. Las plantas pre-
tratados con ABA no mostraron diferencias significativas entre tratamientos (Figura 14 a,

Figura suplementaria Ill a).

Para el cv. Greenville, no hubo diferencias significativas entre ninguno de los
tratamientos con y sin aplicacién exégena de ABA (Figura 14 b, Figura suplementaria Il|
b). A partir de lo observado en ambos cultivares, y teniendo en cuenta que la expresiéon
del gen en las réplicas biolégicas, DREB2A no mantuvo un patrén de expresion
homogéneo para cada tratamiento particular (Figura Suplementaria lll b). De esta manera,
se considera que los resultados obtenidos con DREB2A no son concluyentes frente a
situaciones de estrés como la planteada en este trabajo en Panicum virgatum, y, desde

este punto de vista, no actuaria como un gen indicador en nuestro sistema.
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Figura 14: a 'y b. Abundancia relativa de transcriptos del gen DREB2A en hojas P. virgatum cv. Kanlow y cv.
Greenville bajo estrés hidrico, y 24h (RH 24 h) de rehidratacion, pre tratado con ABA y sin pre-tratamiento con
ABA. Letras iguales indican ausencia de diferencias significativas entre las medias (n=3, p<0,05). Fig. Supl. lll
ayb

2.3 Expresion de los genes dependientes de SA: PR2 y PR5

La expresién de PR2 s6lo se observo frente a estrés hidrico en las tres replicas
analizadas en el cv. Kanlow (Fig. 15, Figura suplementaria IV a). La presencia de
transcriptos disminuyo a valores del control luego de 24 h. de rehidratadas las plantas. En
el tratamiento de estrés hidrico pre tratado con ABA exdgeno no hubo expresion de PR2,
lo que sugiere que la expresion de este gen podria ser inhibida por ABA.

Por su parte en el cultivar Greenville (Figura suplementaria IV b), no hubo expresién en
ninguno de los tratamientos, ya sea pre-tratados o no con ABA (datos no mostrados). Esto
estaria sugiriendo una respuesta diferencial en ambos cultivares, ya que PR2 pareceria
no estar participando en la respuesta a estrés hidrico en el cv. Greenville, a diferencia del
cv. Kanlow. Estas observaciones se corresponden con resultados previos de nuestro

laboratorios (Aimar et al., 2014).
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Kanlow

Figura 15. Abundancia relativa de transcriptos del gen PR2 en hojas P. virgatum cv. Kanlow bajo estrés
hidrico, y 24h (RH 24 h) de rehidratacion, pre tratado con ABA y sin pre-tratamiento con ABA. Letras iguales
indican ausencia de diferencias significativas entre las medias (n=3, p<0,05). La expresion de PR 2 en el
control ABA no se muestra, dado que no se contd con suficiente cDNA del tratamiento. Fig. Supl. IVayb

En el caso del gen PR5 se observo expresion frente a sequia en las tres replicas
analizadas tanto del cv. Kanlow como del cv. Greenville (Fig. 16 ay b, Figura
suplementaria V a y b). Si bien PR5 se expreso en condiciones de estrés hidrico, esto no
sucedié cuando plantas de ambos cultivares fueron pre-tratadas con ABA exdgeno. Esto
sugeriria, tanto en Greenville como en Kanlow, que la presencia de ABA podria reprimir la

expresion de PR5 en condiciones de sequia, similar a lo que sucede con PR2 en el cv.

Kanlow.
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Fig 16: a y b. Abundancia relativa de transcriptos del gen PR5 en hojas P. virgatum cv. Kanlow y cv.
Greenville bajo estrés hidrico, y 24h (RH 24 h) de rehidratacion, pre tratado con ABA y sin pre-tratamiento con
ABA. Letras iguales indican ausencia de diferencias significativas entre las medias (n=3, p<0,05). Fig. Supl. V
ayb.
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DISCUSION



1. COMPORTAMIENTO DE LOS CULTIVARES KANLOW Y GREENVILLE FRENTE A
ESTRES HIDRICO: CRA, ALTURA DE PLANTA Y NUMERO DE HOJAS.

Los resultados obtenidos en este trabajo permiten observar que el cultivar Kanlow
ajustoé su balance hidrico de una manera mas eficiente que el cv. Greenville. Asimismo, el
agregado exogeno de ABA, si bien mejor6 significativamente (p<0.05) la capacidad de las
plantas de ambos cultivares para controlar el balance hidrico durante el tratamiento d

estrés, fue mas efectivo en Kanlow.

Las plantas de ambos cultivares ajustaron su crecimiento frente a la situaciéon de
estrés, y estas modificaciones se manifestaron durante el tratamiento de sequia y
posterior rehidratacion. En el cultivar Kanlow, la altura de planta fue la variable més
afectada, que no llego a recuperarse luego de la rehidratacion tanto en los tratamientos
pre tratados y no pre tratados con ABA. En el cv. Greenville contrariamente, se vio
afectado el niumero de hojas que no se recuper6 aun luego de la rehidratacion, tanto en
los tratamientos con y sin agregado exégeno de ABA.

Desde el punto de vista morfo-fisioldgico se puede afirmar que el control diferencial del
estado hidrico en condiciones de estrés en el cultivar Kanlow (ecotipo de tierras bajas)
aportaria una ventaja significativa en ambientes con restricciones hidricas comparado con
el cultivar Greenville (ecotipo de tierras altas). Asimismo, se observa que el agregado
exégeno de ABA mejora el balance hidrico de las plantas en ambos cultivares. Sin
embargo, el tratamiento exdgeno con ABA no mejoré la altura de planta ni el nUmero de
hojas. Esto sugiere que ABA estaria actuando sobre otras variables, diferentes de las
caracteristicas morfol6gicas evaluadas en este estudio. Esto coincide con lo observado
por Liu y col. (2015) donde estudian una serie de parametros fisiol6gicos, morfolégicos y
metabdlicos en respuesta a sequia en P. virgatum, y observan que los parametros
fisioldégicos contribuyen mas que los morfologicos para distinguir entre los controles y los
tratamientos, es decir que las caracteristicas fisiolégicas estarian mas cercanamente

asociadas con la tolerancia a la sequia a corto plazo de Panicum.

En la dltima década se han producido importantes avances en el conocimiento del

comportamiento de Panicum virgatum a nivel agrondmico, fisiolégico y morfoldgico frente
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a estrés hidrico, salino, osmatico y por temperaturas extremas (Wang et al., 2012; Duclos
et al., 2014; Liu et al., 2014; Anderson et al., 2014; Sanchez et al., 2016). Parte importante
de esos esfuerzos han estado dirigidos a la caracterizacion de los ecotipos de tierras altas
y tierras bajas, en pos de precisar las bases genéticas y fisiologicas que estarian
definiendo la adaptacion a diferentes ambientes y la diversidad de la especie. Barney y
col. (2009) evaluaron la germinacion, el establecimiento, el rendimiento y la capacidad de
reproduccion de cuatro cultivares, dos ecotipos de tierras altas y dos de tierras bajas. Se
evaluaron distintos niveles de disponibilidad de agua en el suelo (desde déficit hidrico a
saturacion) en condiciones de invernadero. Las semillas emergieron y se establecieron en
todas las condiciones de humedad del suelo evaluadas, en un rango de -0,3 MPa a
sobresaturacion. Los ecotipos de tierras bajas, en condiciones de inundacién, rindieron
como los controles regados a capacidad de campo, mientras que, en estas mismas
condiciones, cultivares de tierras altas rindieron menos que los controles. El tratamiento
de sequia (- 4,0 a -11,0 MPa), por su parte, redujo la longitud y el nimero de brotes,
area foliar, biomasa y la produccion hasta en un 80%. Sin embargo, una vez establecido,
todas las plantas sobrevivieron a -4,0 MPa y tenian la misma proporcion de brotes en flor
como en los controles. En condiciones de invernadero, el pasto varilla mostro una amplia
tolerancia frente a un rango importante de condiciones de humedad del suelo. Si bien a
varias escalas, ambos ecotipos germinaron, se establecieron y florecieron en condiciones
de suelo inundado o con déficit de agua (-0.3 MPa). En condiciones de inundacion los
ecotipos de tierras bajas superaron a los de tierras altas en la produccion y altura de
macollos, area foliar, biomasa, eficiencia fotosintética y eficiencia en el uso del agua.
Asimismo, las variedades de tierras bajas se comportaron de manera similar en situacion
de estrés y en condiciones control, mientras que las de tierras altas vieron afectada su
productividad frente a condiciones de estrés. Contrariamente a lo esperado por este grupo
de investigacion, los genotipos de tierras altas no superaron a los de tierras bajas en las
condiciones de sequia impuestas, segun lo indica la caracterizacion de genotipos
propuesta por Porter (1966). Finalmente este trabajo concluye que los genotipos de tierras
bajas pueden sobrevivir en un amplio rango de condiciones de humedad edafica, y son
buenos candidatos para futuros planes de mejoramiento de la especie. Estos resultados

coinciden con los encontrados en este trabajo y otros desarrollados en nuestro laboratorio
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(Aimar et al., 2014), donde el genotipo de tierras bajas (cv. Kanlow) muestra un mejor

comportamiento en condiciones de estrés hidrico.

En 2015, un grupo de trabajo (Liu, et al., 2015) realizo un estudio donde evalué la
tolerancia a sequia de 49 genotipos de P. virgatum, usando parametros fisiologicos,
morfoldgicos y metabdlicos tales como, tasa fotosintética (FN), Conductancia estomatica
(9), tasa de transpiracién (Tr), concentracion intercelular de CO; (Ci), eficiencia en el uso
del agua (EUA), fuga electrolitica (EL), Contenido relativo de agua (CRA),y otros como
peso de la planta, longitud de hoja, ancho de la hoja y longitud de la vaina de la hoja.
Asimismo midieron los metabdlicos: ABA, espermina, trealosa y fructuosa. Lo primero que
encontraron fue que los parametros fisioldgicos evaluados contribuyeron mas que los
morfoldgicos para distinguir entre los controles y los tratamientos, es decir que las
caracteristicas fisioldgicas estarian mas cercanamente asociadas con la tolerancia a la
sequia a corto plazo de Panicum. Por otro lado, los resultados mostraron que los
genotipos tolerantes a la sequia tenian mayor CRA, g, FN, Tr, y Ci, y un menor EL que los
genotipos sensibles a la sequia. Asi mismo, los 5 genotipos mas tolerantes mostraron
niveles superiores de ABA, espermina, fructuosa y trealosa en comparacién con los 5
genotipos mas sensibles. Todos estos resultados les permitieron hacer un ranking de
genotipos en funcién de su mayor o menor tolerancia al estrés. De los 10 més tolerantes

al estrés 7 resultaron de tierras bajas (Liu et al., 2015).

En este mismo sentido, otro grupo de trabajo (Hu et al., 2015), evalué la tolerancia a
estrés salino-alcalino de 30 lineas y cultivares de Panicum virgatum, con el objetivo de
identificar materiales genéticos tolerantes y sensibles a dicho estrés. EIl estrés fue
impuesto sobre plantas en estado vegetativo con cuatro nudos bien desarrollados con 150
mM de Na* y pH de 9,5 durante 20 dias. Se evaluaron los parametros fisioldgicos de
contenido relativo de agua (CRA), fuga de electrolitos (EL), fotosintesis neta (FN),
conductancia estomatica (g) y tasa de traspiracion (Tr). Los resultaron mostraron que el
estrés alcalo-salino causé dafio en la membrana celular (mayor nivel de EL) y reduccion
de CRA, asi como también de los pardmetros FN, g, y Tr, independientemente de la linea.
Los materiales genéticos evaluados mostraron diferencias significativas en su tolerancia a

salinidad. En base a estas variables se calculé un indice de estrés alcalo-salino (ASTTI),
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gue fue considerado como un rasgo de tolerancia. Para cada uno de éstos pardmetros,
se utilizé la relacion entre los valores de cada pardmetro durante el estrés y los valores
normales de los controles. Estudios combinados de componentes principales, analisis de
cluster y el indice ASTTI permiti6 esclarecer que las lineas de tierras bajas TEMSEC,
Alamo, TEM-SLC y Kanlow se clasificaron como tolerantes a las condiciones alcalo-
salinas y que, en contraste, tres lineas de tierras bajas (AM-314 / EM-155, BN-13645-64)
y dos lineas de tierras altas (Caddo y Blackwell-1) resultaron sensibles a estas
condiciones (Hu et al., 2015). Estos resultados se suman a lo encontrado por Barney et
al., (2009) y Liu et al. (2015) y aportan al cuerpo de conocimiento que sostiene que el
ecotipo de tierras bajas manifiesta una mayor tolerancia frente a situaciones de estrés
ambiental. A su vez, esto estd en linea con los resultados encontrados en nuestro

laboratorio (Aimar et al., 2014) y a los presentados en este trabajo.

Las evidencias descriptas precedentemente (Barney 2009; Liu et al., 2015; Hu et al.,
2015), sumado a nuestro trabajo, se contraponen a la descripcion histérica de Porter
(1966). Este autor agrup6 las diferentes poblaciones de P. virgatum en dos categorias
amplias basadas en su ubicacién en el terreno: genotipos nativos de “tierras bajas”
(asociados a zonas mas humedas e inundables, en general de alto porte y tallos gruesos),
y nativos de “tierras altas” (asociados con fenotipos de bajo porte, tallos finos y de mayor
resistencia a la sequia). Y refuerzan el concepto que los cultivares de tierras bajas son

mas tolerantes al estrés hidrico que los de tierras altas.

2. EXPRESION DE GENES MARCADORES DE ESTRES HIDRICO

Para comprender mejor la participaciéon de ABA y SA en la respuesta de la planta a
estrés hidrico y a la recuperacion se estudiaron genes marcadores de estrés
dependientes de ABA (RAB18 y RD22) e independiente (DREB2a) y dependientes de SA

(PR-2 y PR-5) en respuesta al estrés hidrico moderado y progresivo y rehidratacion.
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2.1 RAB18y RD22

Bajo estrés hidrico, en varias especies como Arabidopsis, cereales y cultivos forrajeros,
tales como maiz (Xin et al.,1997; Wang et al., 2008), sorgo (Kannangara et al.,1983), trigo
(Igbal and Bano 2010), festuca (Abernethy, McManus, 1998), cebada (Thameur et al.,
2011) y alfalfa (Han et al.,, 2008) se ha reportado aumento de los niveles de ABA
endogeno (Wasilewska et al., 2008). A su vez se ha observado que ABA controla algunos
genes de respuesta a la deshidratacion que participan en la tolerancia a la sequia, como
por ejemplo los genes de la embriogénesis tardia abundante (LEA), tales como RAB18
(en respuesta a ABA) y RD22 (ampliamente distribuida entre monocotiledéneas vy
dicotiledéneas; Harb et al.,, 2010; Rabbani et al., 2003). Las proteinas LEA (Late
Embriogénesis Abundant) son varias familias de proteinas que se acumulan en tejidos
vegetativos en respuesta a estrés osmoético generado por diversos agentes ambientales
(deshidratacion, salinidad, frio y congelamiento) su funcidbn general es proteger a
proteinas y membranas del dafio por deshidratacién. Durante el desarrollo embrionario y
en la gran mayoria de los estreses medioambientales, la induccion de la expresion de los
genes LEA depende de ABA, ésta fitohormona es capaz de inducir éstos genes en
embriones inmaduros o0 en tejidos vegetativos no estresados cuando se aplica

exdgenamente (Dure, 1993).

La expresion de RAB18 frente a sequia se comporté de manera similar en ambos
cultivares (Greenville y Kanlow), mostrando un aumento en su expresion en condiciones
de estrés hidrico, tanto en plantas tratadas con ABA como en aquellas no tratadas. Esto
concuerda con trabajos previos que muestran correspondencia entre la expresion de
RAB18 en diferentes especies de plantas bajo estrés (Lang et al., 1994; Mantyla et al.,
1995; Rabbani et al., 2003; Harb et al., 2010). Esto también coincide con trabajos previos
en nuestro laboratorio realizados en Panicum virgatum; donde los niveles de ABA vy la
expresion de RAB18 aumentaron frente a sequia (Aimar et al., 2014). En nuestro caso, el
aumento en la expresion de RAB18 no se vio afectado por el agregado exdégeno de ABA,
es decir que la concentracion de ABA que esta presente frente a estrés seria suficiente

para disparar la expresion de RAB18.
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En el cv. Greenville, la expresién de RAB18 luego de 24 h del riego de rehidratacion se
mantuvo alta, a los mismos niveles alcanzados durante la sequia. Se ha propuesto que
RAB18, ya sea a nivel de transcriptos o de proteina, podria actuar como una "sefal" de
memoria al estrés. Este efecto ha sido ampliamente propuesto en animales (Korzus,
2004; Ding et al., 2012), asi como en plantas (Bruce et al., 2007; Trewavas, 2005), y se ha
tratado como un mecanismo de memoria a largo plazo. Por ejemplo, en Arabidopsis, la
alteracion de la disponibilidad de agua produjo un aumento en el contenido de ABAy en la
expresion de RAB18. Una pequefa pero reproducible acumulacion de ARNm de RAB18
persistio tras el tratamiento de estrés junto con la expresion de la proteina RAB18, incluso
después de que el contenido de ABA disminuyd hasta el nivel basal. Esta exposicion al
estrés hidrico resulté en un incremento de la tolerancia al frio de 4-5 °C en Arabidopsis
(Umezawa et al., 2006).

Un mecanismo de memoria también ha sido reportado en la regulacién de cierre de los
estomas inducido por ABA, RD22 y RAB18 en Arabidopsis (Goh et al., 2003). En plantas
de Arabidopsis expuestas varias veces a ABA exdgeno, seguida por una induccién con
luz azul -sefial que induce la apertura de los estomas- no tuvo lugar la apertura de los
estomas. En las plantas control no se detectaron RAB18 y RD22, pero en las plantas
tratadas con ABA los transcriptos de ambos genes tuvieron alta expresibna 1, 2, 4y 8 h
después el nivel de expresion disminuyo. Los autores proponen que la aplicacion de ABA
actlia como un estimulo a corto plazo y bajo estrés para el crecimiento vegetal, y RD22 y
RAB18, entre los genes candidatos, juegan un papel en la regulacion de la respuesta de

memoria.

Boominathan et al. (2004) estudiaron la adaptacion a la deshidratacién en plantas de
garbanzo (Cicer arieticum) sometidas a deshidratacion y posterior recuperacién. Estos
autores encontraron una mayor tolerancia en las plantulas de garbanzo pre-expuestas a
shock de deshidratacion. Con el fin de detectar cualquier evidencia a largo plazo de un
estrés después de la eliminacion de dicho estrés, analizaron la expresion de un conjunto
de genes después de 5 y 24 h de rehidratacion. En concordancia con nuestros los
resultados en el cv. Greenville, encontraron que algunos de los transcriptos mantuvieron
sus niveles de expresion mas de dos veces en comparacion a la condicién sin estrés,

incluso después de 24 h de la fase de recuperacion, apoyando la linea de evidencia en la
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que la exposicion a un estrés define la respuesta a los siguientes estreses (Knight et al.,
1998).

En un estudio mas reciente, Liu y col. (2014) trabajaron con plantas de Arabidopsis,
sometidas a una primera situacion de estrés (S1), una posterior recuperacion (R1) y una
segunda situacion de estrés (S2). Encontraron que el CRA resultante de S1 fue de un
65%, mientras que el CRA resultante de S2, fue de un 85%, indicando que la planta que
ha sido sometida a un estrés previo, responde mejor frente a un proximo estrés.
Analizando los niveles de los transcriptos de genes de respuesta a estrés, observaron que
eran diferentes en S2 comparados con S1. A estos genes (RAB18, RD29B, LTP3, LTP4,
HIPP2.2) los denominaron “‘genes de memoria”. Estas evidencias son similares a las
encontradas en este trabajo en cuanto al comportamiento de RAB 18 frente a estrés
hidrico y posterior recuperacion en el cv. Greenville. En Kanlow, por el contrario, éste
fendbmeno no se observé ya que, en condiciones de rehidratacion (RH24h), RAB18
recuperd los niveles del control. Esto podria indicar que dos mecanismos diferentes

estarian operando en ambos cultivares.

En cuanto a RD22, los resultados observados en el cv. Greenville y cv. Kanlow
permiten inferir que la expresion del gen RD22 no se correlaciona con los tratamientos de
estrés hidrico y recuperacion, tal cual ha sido propuesto en la bibliografia para otras
especies vegetales como soja (Neves-Borges et al. 2012), manglares de la familia de las
rhizophoraceae Bruguiera gimnorrhiza (donde RD22 es reprimido por desecacion y por el
agregado exégeno de ABA; Banzai et al. 2002). Desde este punto de vista no se
comporta como un buen gen reportero de estrés en Panicum virgatun en las condiciones

ensayadas.

El gen RD22, en conjunto RD20A, RD29B, han sido consistentemente informados
como marcadores de las respuestas ABA-dependientes en situacién de estrés, y a partir
de alli se los considera como clasicos reporteros de estrés en Arabidospis y algunas otras
especies vegetales (Pellegrineschi et al., 2004; Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki 2007;
Huang et al., 2011). Sin embargo, estudios realizados en soja en respuesta a distintas
situaciones de estrés hidrico, evaluaron la aptitud de los genes RD20A, RD22 y RD29B
como reporteros de estrés. Se analiz6 una situacion de estrés generada por suspension

del riego en macetas con sustrato suelo —simulando un contexto de estrés progresivo y

43



aclimatacion, y otra en condiciones de hidroponia generando una exposicion rapida frente
a estrés. Encontraron que RD29B no fue regulado por estrés hidrico en ninguna de las
dos situaciones. A su vez, diferentes perfiles de expresion y diferentes niveles de
induccién se observaron entre genes y entre los dos sistemas de generacion de estrés.
RD20A se indujo de manera importante durante la sequia progresiva inducida por
suspension de riego, mientras que la respuesta de RD22 disminuyo en el sistema de
hidroponia luego de una exposicion abrupta al estrés. Asi, los autores remarcan la
importancia de validar los genes reporteros de estrés en diferentes especies y frente a
condiciones de estrés bien definidas, que no necesariamente estarian disparando

respuestas similares (Neves-Borges et al., 2012).

Los resultados obtenidos al analizar la expresion de RD22 en Panicum virgatum y en
las condiciones de estrés generadas permiten afirmar que no es un buen gen reportero de
estrés hidrico, y estos resultados confirman lo obtenido en estudios previos del laboratorio
(Aimar et al. 2014). La expresion tanto de RD22 como de RAB18 no han sido investigadas
con anterioridad en Panicum virgatun en este contexto, y, desde este punto de vista, estos
resultados son un aporte al conocimiento al sistema de respuesta a estrés hidrico en

condiciones controladas.

2.2 DREBZ2a

Ademas de los genes dependientes de ABA, hay una serie de genes sensibles a la
deshidratacion que son independientes de ABA. Uno de los mas estudiados es la familia
DRE (elemento de respuesta a la deshidratacion) un factor de transcripcién que controla
una via de sefalizacion del estrés. Dentro de esta familia, el subgrupo 2 (DREB2) es el
mas implicado en la respuesta a la sequia (Liu et al., 1998) y salinidad. Genes de tipo
DREB2 fueron investigados en especies de la familia de las gramineas, como el arroz
(Matsukura et al., 2010), el maiz (Qin et al., 2007), Penisetum glaucum (Agarwal et al.,
2010) y ortologos y también han sido reportados en otras especies de plantas (Chen et

al., 2011), mostrando una amplia distribucién de la familia dentro del reino vegetal.

Los genes DREB son considerados reguladores centrales de la respuesta a estrés

abiotico y de la tolerancia en plantas expuestas a condiciones adversas (Lata and Prasad,
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2011). DREBs es una de las principales familias de factores de trascripcion que se uneny
activan a la mayoria de los genes inducibles por estrés osmdético, responsables de
proveer osmotolerancia a la planta bajo condiciones de estrés. Andlisis de microarreglos
revelaron méas de 40 genes diana de DREB, incluyendo TFs, fosfolipasa C, proteinas LEA,
proteinas KIN (frio-inducible), proteinas de transporte de azlcar, desaturasa, proteinas
relacionadas con el metabolismo de carbohidratos, proteinas de la biosintesis de
osmoprotectores, e inhibidores de proteasa (Fowler and Thomashow, 2002; Maruyama et
al., 2004). Su relevancia en el control de varios mecanismos regulatorios hace que sea
muy investigado, en especial como herramienta biotecnoldgica para mejorar la tolerancia

a estrés en varias especies vegetales.

En nuestro trabajo, DREB2A se expresa en condiciones de estrés solo en el cultivar
Kanlow. En los restantes tratamientos evaluados no se observa expresion diferencial del
gen. Resultados similares se han informado en plantulas de maiz (Qin et al., 2007) y en
plantas de arroz (Matsukura et al., 2010), donde la expresién de DREB2a incremento

luego de un tratamiento de estrés (sequia y shock de calor).

Los resultados en este trabajo no son concluyentes en cuanto a su efectividad como
reportero en las condiciones ensayadas, dado que su expresion no ha sido consistente en
las réplicas bioldgicas evaluadas. En estudios previos de nuestro laboratorio la expresion
de DREBZ2a no se increment6 durante una situacién de estrés, por el contrario hubo un
incremento de los transcriptos a las 24 horas luego de suministrar un riego de
recuperacion (Aimar et al., 2014). Ante esta situacion, se considera necesario profundizar
los estudios para clarificar su participacién efectiva en respuesta a estrés hidrico

moderado y progresivo como el planteado en este estudio.

Miembros de la familia DREB han sido identificados y estudiados en organismos
modelos como Arabidopsis, tabaco (Liu et al. 2007) y arroz (Chen et al., 2011), y en
forrajeras como festuca, alfalfa y raigras (Tang et al. 2005, Xiong et al. 2006, Niu et al.,
2010); sin embargo han sido poco estudiados en pastos de clima templado como el
género Panicum. Desde este punto de vista se consideran valiosos los aportes que se
puedan realizar en Panicum virgatum ya que esta familia de genes posee alto potencial
como herramienta biotecnologica para mejorar el comportamiento de genotipos en

regiones semiaridas.
45



2.3 PR-2y PR-5

Las proteinas PR (Pathogenesis related proteins) son proteinas antimicrobianas
clasificadas en 17 familias (en base a sus propiedades biol6gicas y moleculares) y son
ampliamente utilizadas como marcadores de respuesta a patégenos en ensayos donde se
evalla la resistencia a microorganismos e insectos que generan dafios y enfermedades
(Van Loon, 1997; Van Loon and Pieterse., 2006). Las primeras fueron descubiertas en
plantas de tabaco infectadas con el virus del mosaico del tabaco (TMV; Seo et al., 2008).
Muchas de éstas proteinas son inducidas a través de la accion coordinada de varias
hormonas enddgenas tales como JA, ET y SA, cuyos niveles son también incrementados
en tejidos infectados. Una de las respuestas de defensa que se desencadenan es la
Respuesta Sistémica Adquirida (SAR). SAR implica la produccién por parte de la planta
de una o varias sefiales moviles que estan involucradas en la activacion de los
mecanismos de resistencia en partes no infectadas (Sanchez et al., 2010), y SA ha sido
identificado como una molécula sefial que actla durante el desarrollo de dicha respuesta.
En Arabidopsis, el desarrollo de SAR requiere de SA y de la inducciéon de genes
codificados por PR-1, PR-2 y PR-5 (Pathogenesis responsive 2 y 5, Thomma et al., 2001).
En dicotiledéneas como tabaco (Nicotiana tabacum) y Arabidopsis, plantas transgénicas
que expresaban el gen NahG de la bacteria Pseudomonas putida ( gen que codifica la
enzima Salicilato Hidroxidasa, que a su vez metaboliza al SA y lo inactiva biol6gicamente)
se observé que, luego de la infeccién por patégeno, éstas plantas fueron incapaces de
acumular altos niveles de SA y expresar genes PR (PR-1, PR-2 y PR-5) en las hojas,
por lo que no desarrollaron SAR y fueron mas susceptibles a patégenos tanto virulentos
como avirulentos (Gaffney et al.,1993, Delaney, 1994). El agregado de un compuesto
analogo a SA reestableci6 la resistencia a patdégenos y la expresion de genes PR
(Vernooij et al.,1995; Shah, 2003). En plantas de tabaco, un tratamiento con SA indujo
resistencia a patégeno y la expresion de un set de genes PR (pathogenesis-related) que
son parte de la respuesta hipersensible de SAR (Ward et al., 1991; Yasuda et al., 2008).
Es decir, el incremento en la expresion de los genes PR1, PR2 y PR5 con los incrementos
en los niveles de SA en planta, los indican como genes de defensa inducidos por SA e

indicadores de respuesta a SA (Sanchez et al., 2010, Kumar 2014).
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Resultados de nuestros experimentos en este trabajo muestran la expresion de genes
PR-2 y PR-5 en el cv. Kanlow frente a un estrés de tipo abiotico, como es el estrés
hidrico. En cuanto al cv. Greenville, se observo expresion de PR-5 pero no de PR-2 frente
a sequia. Estos resultados estarian en linea con estudios previos de nuestro laboratorio
donde se observa expresion del gen PR-2 sélo en el cv. Kanlow (Aimar et al, 2013). Estos
resultados son novedosos en cuanto dan cuenta de la activacién de una via de respuesta
dependiente de SA en una situacién de estrés abibtico que, si bien se conoce en algunas

especies vegetales, no ha sido informado en Panicum virgatum a la fecha.

Asimismo, se observl en nuestro trabajo que la expresion de PR-2 y PR-5 se reprime
en una situacion de déficit hidrico cuando las plantas de Panicum virgatum han sido pre-
tratadas con ABA, sugiriendo que en esta situacion la via dependiente de SA no estaria
activa. Estos resultados permiten pensar que la participacién de ambas hormonas podria
ser antagodnica, y contribuye a responder a la hipotesis planteada en el presente proyecto,
gque investiga la existencia de una interaccion entre ambas hormonas y la naturaleza
(sinérgica o antagénica) de la misma. En la figura 17 se presenta un modelo conceptual

de los resultados obtenidos en este trabajo.

N _|m

Figura 17: Modelo de los resultados obtenidos en nuestro trabajo. En situacion de estrés hidrico,
se activa la expresion de ambos genes PR2 y PR5, mientras que luego de un riego de
rehidratacién la expresion de ambos genes se reprime. Cuando se realiza una aplicacion exdégena
con ABA a las plantas sometidas a estrés, los genes PR2 y PR5 no se expresan, lo mismo sucede
cuando estas plantas son rehidratadas.
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La expresion de los genes PR-2 y PR-5 frente a un estrés de tipo abidtico ha sido
informada en varias especies de plantas. En Arabidopsis, la sequia indujo la expresion de
PR-1 y PR-2, sugiriendo que la acumulacion de SA probablemente sea requerida para la
tolerancia a sequia (Miura et al., 2012). Plantas de Arabidopsis sometidas a estrés hidrico
y salino mostraron alta expresion de los genes PR-1 y PR-5 dependientes de SA (Jakab
et al. 2005). En linea con estos resultados, se ha observado la induccion de proteinas PR
en situaciones de estrés hidrico y baja temperatura no solo en Arabidopsis sino también
en algunos cereales de invierno (Griffith and Ewart, 1995; Yeh et al., 2000; Griffith, M. and
Yaish, 2004). En trigo, la expresiéon de PR-5 fue inducida por injuria mecéanica, bajas
temperaturas y alta salinidad (Wang, et al., 2010). En Phillyrea angustifolia, SA
incremento 5 veces su nivel durante el estrés por sequia, y también se activo la expresion
de los genes PR (Munné Bosch and Pefiuelas, 2003). La expresién de genes PRs
dependientes de SA es un hecho que se ha comprobado en situaciones de estrés abibtico
y la participacion de SA en la respuesta de las plantas a estrés de tipo ambiental esta hoy
bien documentada (Horvath et al., 2007, Khan et al., 2015).

La expresion de genes PR-dependientes de SA con frecuencia se ve inhibida en
presencia de ABA. En suspensiones celulares y explantos de hojas de tabaco, el
agregado de 10 uM de ABA reprimi6 la expresion de PR2 (Rezzonico et al., 1998). En
Arabidopsis, se analiz6 el patron de expresién de genes PRs ante un estrés abidtico, la
aplicacion exdgena de ABA, y de SA. La expresion del gen PR2 fue totalmente reprimida
con la aplicacion exdgena de ABA (50 uM) vy fue inducida en presencia de SA 1mM (Seo
et al., 2008). En esta misma especie, Yasuda y col. (2008), trabajando con ABA y dos
inductores quimicos de SAR sobre plantas de Arabidopsis observo que ABA reprimi6 la
expresion de PR1, PR2 y PR5 e inhibié la induccion de SAR.

La inhibicion de la expresion de genes PRs dependientes de SA en presencia de altos
contenidos de ABA da cuenta de una interaccion antagbénica entre ambas hormonas
(Moeder et al. 2010, Seo et al., 2008). En muchos casos ABA actla como regulador
negativo de la resistencia a las enfermedades (Cao et al., 2011, Narusaka et al., 2004,
Yasuda et al., 2008). Por ejemplo, se ha observado que mutantes de tomate deficientes
en ABA (mutantes sitiens) presentan una resistencia a patdgenos incrementada, mientras

gue la aplicacion exdgena de ABA restaura la susceptibilidad en dichos mutantes
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(Audenaert et al., 2002, Thaler and Bostock, 2004). Asi, los mutantes sitiens tienen
incrementada la respuesta mediada por SA, lo que sugiere que las altas concentraciones
de ABA estarian inhibiendo la respuesta de defensa mediada por SA. Igualmente se ha
reportado que el tratamiento con ABA suprime la induccion de la resistencia sistémica
adquirida (SAR) frente a un estrés abibtico en Arabidopsis. El uso de diversos mutantes
en combinacién con inductores quimicos de SAR, reveld que ABA suprime la induccion de
SAR, inhibiendo la accién de SA aguas abajo. A la inversa, la activacion de SAR suprimio
la expresidon de genes sensibles a ABA y relacionados a la biosintesis de ABA, en el que
la proteina NPR1 (Non- expresser of Pathogen Resistant 1) dependiente de SA parece
contribuir. Por lo tanto, la interferencia antagénica se produce en varias etapas entre la
sefalizacién mediada por SA de la induccién de SAR vy la sefializacion mediada por ABA
de las respuestas de estrés ambiental (Yasuda et al., 2008). Esta interaccion antagdnica
entre la sefalizacion mediada por ABA y la mediada por SA podria indicar que las plantas
desarrollan estrategias produciendo simultaneamente proteinas involucradas en la via de
sefializacién y/o respuesta de ambas hormonas, poniendo a la planta ante la disyuntiva de
activar diferentes vias (Anderson et al., 2004). Dado que las reacciones de respuestas en
ambas situaciones requieren una alta inversién energética para la expresion de genes y
activacion de vias metabdlicas, se vuelve critico regular la intensidad de estas respuestas
para sobrevivir y multiplicarse (Heil et al., 2000, Heil M, 2001; Tian et al., 2003, Dietrich et
al., 2005).

En este contexto, tiene sentido que frente a una situacion de estrés moderado y
progresivo, como el generado en el experimento de nuestro trabajo, la planta articule una
respuesta capaz de superar la restriccion impuesta, minimizando el costo energético
empleado. Es decir que tanto la duracion del estrés, como su intensidad, estarian
planteando un escenario que la planta debe identificar, y que debe sobrellevar, invirtiendo
en una serie de reacciones metabdlicas los minimos recursos posibles. Frente a una
situacion como la planteada en el experimento, tanto las via de respuesta de ABA como la
de SA estan activadas, en cuanto RAB18, PR2 y PR5 estan expresados. Sin embargo,
frente a la condicion impuesta de pre-tratamiento con ABA, la via dependiente de SA se
inhibe. Esto podria sugerir que ante esta situacion, la via de respuesta dependiente de

ABA predomine sobre la de SA de manera tal que ABA dirija el “operativo” de
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recuperacion frente al estrés, y que SA contribuya en menor medida, o incluso se inhiba
por completo.

Finalmente, los aportes al conocimiento sobre la interaccion ABA/SA en la respuesta a
estrés hidrico y recuperaciéon en Panicum virgatum (L.) son valiosos en cuanto esta
especie pertenece a la familia Poaceae, que es la cuarta familia botanica con mayor
numero de especies, y comprende cultivos que alimentan aproximadamente a 60% de la
poblacién mundial en forma directa o indirecta. Dada la gran similitud que existe entre los
genomas de los miembros de la familia de los cereales, el conocimiento adquirido en esta
especie puede ser extrapolado al resto del grupo, hecho que pone de relieve los estudios

realizados.
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CONCLUSIONES



1- El cultivar Kanlow manifesté un mejor comportamiento en la regulacién de su estado
hidrico comparado con el cultivar Greenville frente al tratamiento de estrés impuesto
mediante suspension de riego. Estos resultados aportan al cuerpo de conocimiento que
sostiene que los ecotipos de tierra bajas, al cual pertenece el cv. Kanlow, tienen mejor
comportamiento en condiciones de estrés ambiental. Esto esta en contraposicion con la

clasificacion propuesta por Porter vigente en la actualidad.

2- El gen RAB18 dependiente de ABA se comporté como un buen reportero frente a
estrés hidrico en ambos cultivares (Greenville y Kanlow), validando su cualidad de gen
marcador en Panicum virgatum. Esto confirma resultados de nuestro laboratorio y aportan

informacion sobre RAB18 en esta especie, no reportado hasta el momento.

3- La expresion del gen RD22 no se correlacion6 con los tratamientos de estrés hidrico y
recuperacion en ninguno de los dos cultivares, contrariamente a lo propuesto en la
bibliografia para otras especies vegetales. Desde este punto de vista no se comporta
como un buen gen reportero de estrés en Panicum virgatun en las condiciones
ensayadas. Estos resultados son un aporte al conocimiento ya que no existen

antecedentes sobre la expresion de este gen en la especie estudiada.

4- La expresion del gen DREB2a en las condiciones ensayadas no fue concluyente,
debido a que su comportamiento no fue consistente en las réplicas bioldgicas evaluadas.
Ante esta situacion, se considera necesario profundizar los estudios para conocer mejor
sobre su participacion efectiva en respuesta a estrés hidrico como el planteado en este

estudio.
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5- La expresion de genes PR5 y PR2 (dependientes de SA) en plantas sometidas a estrés
hidrico indica la activacion de una respuesta mediada por esta hormona frente a una
situacion de restriccion hidrica. Estos resultados son originales en cuanto éste es el
primer reporte que informa sobre el comportamiento de PR2 y PR5 en Panicum virgatum

ante una situacion de estrés hidrico.

6. La disminucion en los niveles de expresion de los genes PR2 y PR5 en plantas pre-
tratadas con ABA podrian sugerir una interaccion negativa entre las vias de respuestas

gobernadas por ABA y por SA
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APENDICE



FIGURAS SUPLEMENTARIAS:

a)

Kanlow Kanlow Kanlow Kaniow Kanlow Kanlow

Control Control ABA Seqwa Sequua ABA RH 24 RH 24 ABA
b)

Greenville Greenville Greenville

Greenville Greenville Greenville

Contro| Seqma Seqma AR A Control ABA RH 24 RH 24 ABA
Fig. Supl I: ay b: Imagenes de geles de agarosa (1%) mostrando la expresion vy la

expresion del gen de interés (RAB18) en el cv. Kanlow (a). y en el cv. Greenville (b). Se
presentan tres réplicas bioldgicas de cada tratamiento (1,2,3).

a)
Kanlow Kanlow Kanlow Kanlow Kanlow Kanlow
Control Control- ABA Sequia Sequia- ABA RH 24 RH 24 ABA
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
b)
Greenville Greenville Greenville Greenville Greenville Greenville
Control Seqma Seqma ABA Control ABA RH 24 RH 24 ABA

Fig. Supl Il: ay b: Imagenes de geles de agarosa (1%) mostrando la expresion del gen
de interés (RD22) en el cv. Kanlow (a) y en el cv. Greenville (b). Se presentan tres
réplicas biolégicas de cada tratamiento (1,2,3).
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a)

Kanlow Kanlow Kanlow Kanlow
Control Control-ABA Sequia Sequia- ABA Kanlow Kanlow
1 2 3 1 2 3 1 2 RH 24 RH 24ABA
b)
Greenville Greenville Greenville
Contro 1 Seqzu'a 3 1Seqmza AB% Greenville Greenville Greenville
Control ABA RH 24 RH 24 ABA
Fig.Supl lll: ay b: Imagenes de geles de agarosa (1%) mostrando la expresién del gen

de interés (DREB2a) en el cv. Kanlow (a) y en el cv. Greenville (b). Se presentan tres
réplicas biolégicas de cada tratamiento (1,2,3).

a)
Kanlow Kanlow Kanlow Kailoi Kanlow Kanlow
Control Control-ABA Sequia Sequia- ABA 1 Rsz"' 3 1RH 242ABA 3

12 3 1 2 3 1 2 3 405,

b)
Greenville Greenville Greeenville Greenville Greenville Greenville
Control Sequia sequia-ABA Control- ABA RH 24 RH 24 ABA
1 2 1 2 8 4 2 8 L. 3 9 2 3 12 3

Fig.Supl IV: ay b: Imagenes de geles de agarosa (1%) mostrando la expresiéon del gen
de interés (PR-2) en el cv. Kanlow (a) y en el cv. Greenville (b). Se presentan tres réplicas
biol6gicas de cada tratamiento (1,2,3).
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Kanlow Kanlow Kanlow Kanlow
Control Control-ABA Sequia Sequia- ABA
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3

Kanlow Kanlow
RH 24 RH 24 ABA
1 2 3 1 2 3

b)
Greenville Greenville b‘reepvule
Control Sequia Sequia-ABA
1 2 1 2 3 1 2 3

Greenville Greenville Greenville
Control ABA RH 24 RH 24 ABA
1 2 3 1 2 3 1 2 3

Fig.Supl V: ay b: Imagenes de geles de agarosa (1%) mostrando la expresion del gen
de interés (PR-5) en el cv. Kanlow (a) y en el cv. Greenville (b). Se presentan tres réplicas
biolégicas de cada tratamiento (1,2,3).



