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RESUMEN

En su ambiente natural, las plantas estin expuestas frecuentemente a con-
diciones ambientales desfavorables para su crecimiento y desarrollo, causadas
por diferentes factores climaticos (temperaturas extremas, sequia, inundacion,
aumento de la salinidad de los suelos). Dichos factores constituyen la principal
causa de la disminucion de la productividad de los cultivos de interés agrond-
mico. Por otra parte, hay una necesidad actual de incrementar las areas cultiva-
bles, desplazandose a zonas menos favorables y por lo tanto, menos productivas.

Desde hace mias de dos décadas, nuestro grupo de investigacion se ha enfo-
cado en el estudio de las complejas respuestas de las plantas a diferentes estreses
ambientales, con el objetivo de identificar puntos regulatorios que permitan
generar herramientas para la obtencién de cultivos que resulten mas tolerantes
a sequia, temperaturas extremas y salinidad. En la actualidad las lineas de inves-
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tigacion estan enfocadas hacia el estudio de la interrelacion entre el metabolis-
mo del carbono y del nitréogeno y su vinculacién con los distintos fenémenos
ambientales adversos, haciendo énfasis en la comprension de los caminos de
sefalizacién que involucran aztcares y reguladores de crecimiento. La identi-
ficacién de los genes involucrados en dichas vias de transduccidn de sefales
que afecten la tolerancia de la planta frente a los estreses abidticos va a permitir
disenar estrategias para ser usadas en el mejoramiento de cultivos de interés.

INTRODUCCION

En los proximos anos se necesitara incrementar la produccién agricola te-
niendo en cuenta el aumento poblacional y la generacidon de biocombustibles
[1]. Una de las limitaciones mas importantes en la agricultura moderna es la
disminucion sostenida de la disponibilidad de areas cultivables debido a con-
diciones ambientales desfavorables provocadas principalmente por el cambio
climatico y la practica de cultivos intensivos [1, 2].

A diferencia de los animales, las plantas son organismos sin capacidad loco-
motora por lo que no pueden escapar a las condiciones ambientales adversas.
Es asi, que a lo largo de su evolucién han desarrollado complejas respuestas
de adaptacién y supervivencia, que les permiten sobrellevar las situaciones de
estrés. Sin embargo, frecuentemente las condiciones externas desfavorables se
reflejan en una disminucién en su tasa de crecimiento y desarrollo y una me-
nor productividad. Se ha reportado que los estreses abidticos (principalmente
temperaturas extremas, salinidad y sequia) provocan mas del 50% de la pérdida
de rendimiento global en la agricultura [3].

Las plantas perciben las sefales del medio ambiente y las transmiten a sus
células activando procesos complejos conocidos como vias de sefalizacion,
que implican la activacién o inactivacién de genes especificos. Dichos genes
desencadenan mecanismos que protegen y/o reparan los dafos ocasionados
por el estrés permitiendo que la planta sobreviva (Figura 1). La comprension
de estas respuestas adaptativas es fundamental para poder abordar y desarrollar
nuevas estrategias para la obtenciéon de cultivos de interés agronémico mas
tolerantes a estreses ambientales. La disponibilidad de dichos cultivos permi-
tird, entonces, en el futuro, desplazar la agricultura hacia otras regiones, hoy
consideradas marginales o poco productivas, y aprovechar suelos mis inhos-
pitos, con la posibilidad de tener rendimientos aceptables. En nuestro pais, el
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Figura 1. Esquema que ilustra los pasos para generar nuevas herramientas para la
obtencion de cultivos con tolerancia a un estrés abidtico.

mejoramiento de cultivos a nivel genético y la produccion de semillas estan
comprendidos en uno de los Nucleos Socio-Productivos del Plan Estratégico
Argentina Innovadora 2020 del Ministerio de Ciencia, Tecnologia e Innova-
ci6n Productiva (dado a conocer en el afo 2012).

Con esta meta, nuestro grupo de investigacion ha enfocado sus estudios en
cultivares diferentes de trigo (Triticum spp.) y en una planta modelo (Arabidopsis
thaliana), que permite la generaciéon de mutantes en genes considerados de im-
portancia en las respuestas a estreses abidticos. Se han puesto a punto técnicas
para realizar una exploracion rapida de los fenotipos de las distintas mutantes
(nulas en uno o mas genes de interés) y de distintos cultivares de trigo someti-
dos a diferentes condiciones de estrés.
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El trigo provee aproximadamente un quinto del total de la ingesta calérica
de la poblacién mundial [4], y su cultivo es de gran relevancia para la Argen-
tina, con un area sembrada de 3 millones de hectareas y una produccién de
alrededor de 8 millones de toneladas segin datos de la campana 2012/1013 [5].
Sin embargo, aunque el trigo sigue siendo el cereal con mayor area cultivada
del pais, la tierra destinada a este cereal ha ido disminuyendo en los altimos
afios, siendo un factor determinante las condiciones climaticas adversas [5].

En Argentina, se estima que las pérdidas ocasionadas por factores abidticos
ambientales (que incluyen, entre otros, sequia, salinidad, inundacion, bajas y
altas temperaturas) en el cultivo del trigo conducen a una gran disminucién
del rendimiento maximo anual [6]. Es por esto que el estudio de mecanismos
genéticos que influencien positivamente la productividad de diferentes cul-
tivares de trigo, en un amplio rango de entornos ambientales, podria aportar
directamente a una agricultura mejor adaptada a las condiciones agroclimaticas
de diferentes regiones.

En este capitulo, se presentan los avances en las investigaciones, las herra-
mientas desarrolladas y las potencialidades de las lineas de estudio de nuestro
grupo de investigacion.

RESULTADOS OBTENIDOS POR EL GRUPO

Desde hace mas de dos décadas, nuestro grupo de investigacion se ha cen-
trado en el estudio a nivel fisiologico y bioquimico-molecular del metabolis-
mo de los hidratos de carbono y su rol en la respuesta a condiciones ambien-
tales adversas. Uno de los objetivos planteados en una primera etapa ha sido
incrementar el contenido de almidén en los granos de cereales y/o el aumento
del namero de granos por planta a través del aumento de la sintesis de la saca-
rosa. Este aztcar es el principal producto de la fotosintesis que es transportado a
los tejidos que demandan carbono y energia. Se ha demostrado que la sacarosa,
y polimeros de fructosa derivados de ella, tienen también una funcién impor-
tante en la tolerancia a bajas temperaturas, sequia y salinidad [7].

Como resultados relevantes de nuestro grupo, se destacan la generaciéon de
plantas de tabaco (otro modelo experimental usado) y de arroz en las que se
incrementd la produccion de sacarosa por ingenieria genética y que resultaron
tolerantes a sequia en ensayos de invernaculo. Los estudios mas recientes se han
enfocado hacia la importancia de los aztcares, como moléculas sefial que regulan
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el metabolismo, desarrollo y crecimiento de las plantas y en su rol en la respuesta
a estreses. Actualmente se llevan a cabo proyectos cuyos objetivos especificos son:
1) el estudio de la interrelacion del metabolismo del carbono y del nitrégeno y su
vinculacién con fendmenos ambientales adversos; y i) la dilucidacién de cami-
nos de senalizaciéon que involucran aztcares y reguladores claves del crecimiento
y desarrollo. Nuestro grupo ha demostrado el rol fundamental de las invertasas
alcalino/neutras (enzimas que hidrolizan la sacarosa en glucosa y fructosa) en la
morfogénesis de la raiz, en la biosintesis del aparato fotosintético, en la acumula-
ci6n del almidon cloroplastico y en la adaptacion a estreses abidticos [8]. Ademas,
la relevancia de ciertas isoformas de invertasas en la tolerancia al estrés salino, fue
puesta en evidencia cuando plantas mutantes de Arabidopsis incapaces de sinte-
tizar estas proteinas, presentaron una notable disminucién en el largo radicular en
comparacién con las plantas provenientes de semillas salvajes (Figura 2). Por otro
lado, se ha demostrado que aumenta la expresion de algunas invertasas especificas
en respuesta a estreses ambientales en hojas de trigo luego de ser sometidas a
bajas temperaturas o a un estrés osmotico [8].

Por otra parte, hemos caracterizado en trigo moléculas claves involucradas
en la regulacion de la sintesis de fructanos, polimeros de fructosa que se acu-
mulan en respuesta a bajas temperaturas [9].

HERRAMIENTAS UTILIZADAS EN EL DESARROLLO
DE LAS INVESTIGACIONES

Para estudiar los mecanismos de percepcion y senalizacion del estrés como
una herramienta para aumentar la tolerancia de los cultivos frente a factores
ambientales adversos, nos focalizamos en la identificacion de genes reguladores
claves en el control del reajuste metabolico ante condiciones desfavorables
en una planta de interés agronémico (como el trigo) y en la planta modelo
Arabidopsis.

Si bien el trigo es uno de los cultivos mas importante en el mundo, la falta
de disponibilidad de la secuencia completa de su genoma a nivel pablico cons-
tituye, en el presente, un impedimento para el avance en las investigaciones.
El trigo es una especie hexaploide con un genoma de 17 gigabases, es decir,
aproximadamente 125 veces mas grande que el de Arabidopsis. A pesar de
su complejidad gendémica, se dispone de una gran variedad de bases de da-
tos con una amplia gama de herramientas bioinformaticas. Por ejemplo, hasta
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Figura 2. Fenotipo de plantas salvajes y mutantes en el gen que codifica una invertasa de
Arabidopsis thaliana bajo estrés salino.

Plantas salvajes y mutantes de Arabidopsis fueron cultivadas en condiciones de
crecimiento control por 7 dias (T: 22 °C, 125 pmoles m-? s-' de intensidad luminica y
fotoperiodo de 16 h luz y 8 h oscuridad) y luego fueron transferidas a condiciones de estrés
(100 mM de NaCl) por otros 7 dias.

La mutante, en el gen que codifica una invertasa (inv), no presenta diferencias fenotipicas
con respecto a las plantas salvajes en condicién control. Por otro lado, las plantas
mutantes sujetas a estrés salino redujeron la longitud de la raiz principal (B), respecto de las
plantas salvajes (A), demostrando la importancia de la expresion de este gen en respuesta
al estrés salino. C) Cuantificacion de la longitud de la raiz principal en plantas salvajes (barra
gris) y mutantes de inv (barra gris con rayas) crecidas bajo condiciones control y de plantas
salvajes (barra negra) y mutantes inv bajo tratamiento de estrés salino (barras negras con
rayas). Los resultados corresponden al promedio de tres experimentos independientes. Las
letras indican diferencias estadisticas (P = <0.001).
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el momento se conoce la secuencia de aproximadamente 40.000 genes que
se transcriben (EST, www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/dbEST_summary.html).
Ademas, se encuentra disponible la secuencia genémica completa del arroz,
que junto al trigo y al maiz constituyen los cereales mas importantes para la
alimentacién mundial, y a partir de esta informacién se pueden obtener se-
cuencias de genes homologos en trigo [10].

Arabidopsis es una herramienta que posee grandes ventajas para el estudio
en genética y biologia molecular de plantas, a pesar de que no posee interés
agronémico. Es una planta de facil cultivo y manipulacién en condiciones de
laboratorio, posee un ciclo de vida corto, tiene un gran ntimero de descen-
dencia, su genoma ha sido secuenciado y hay disponibles un gran ntmero de
lineas mutantes a las que puede accederse facilmente. También es importante
destacar que se cuenta con bases de datos y herramientas bioinformaticas de
acceso libre referentes a esta planta modelo [11].

El sistema experimental puesto a punto en nuestro grupo de trabajo se
resume en la Figura 3. Brevemente, realizamos analisis bioinformaticos exhaus-
tivos en las bases de datos disponibles de experimentos de expresiéon génica a
gran escala de Arabidopsis, trigo o arroz con el objetivo de identificar genes
candidatos potencialmente involucrados en respuestas a los diferentes estreses
abidticos. En segundo lugar, se obtienen las mutantes en el/los gen/es de inte-
rés de la base de germoplasma “The Arabidopsis Biological Resource Center
(TAIR)” (Fig. 3 A).

Las semillas de plantas mutantes y salvajes (utilizadas como control) de Ara-
bidopsis o de distintos cultivares de trigo son germinadas en medio nutritivo
estéril o en suelo, respectivamente. Las plantulas de 6-7 dias, son expuestas
frente a distintos tratamientos o condiciones de estrés (salinidad, sequia, estrés
oxidativo producido por herbicidas y temperaturas extremas) y posteriormente
se analizan las caracteristicas fenotipicas (Fig. 3 B-D). A partir de estos resul-
tados se identifican los genes candidatos que podrian conferir tolerancia a un
estrés en particular. Estos genes luego son caracterizados mediante técnicas
de biologia molecular, bioquimica y bioinformatica. Se realizan estudios de la
expresion génica (RT-PCR y/o qPCR) y se analizan los tejidos de plantas que
expresan genes reporteros (GUS o GFP) bajo el control del promotor del gen
de interés, por técnicas histoquimicas (Fig. 3 E y F). Por otro lado, la caracteri-
zacidn funcional de los genes de interés se lleva a cabo por estudios bioquimi-
cos de las proteinas recombinantes expresadas en un sistema heterdlogo.
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Figura 3. Esquema que ilustra el sistema experimental utilizado.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

El aumento de la productividad agricola es la principal meta de la agricul-
tura, y teniendo en cuenta el incremento en la demanda por el aumento de
la poblacién mundial, la disminucién de las dreas cultivables, y las condiciones
desfavorables asociadas al cambio climatico global, esto s6lo podra lograrse a
partir de la obtencién de cultivos tolerantes, en particular, a estreses abidticos.
La estrategia mas prometedora y que puede llevar a logros en tiempos mas
cortos, es la que ofrece la ingenieria genética.

El estudio y conocimiento de los mecanismos de percepcion y sefiala-
miento de las respuestas a estreses abidticos son esenciales e indispensables para
lograr este objetivo. Consideramos que identificar genes que codifican protei-
nas involucradas en el metabolismo y regulaciéon de aztcares, por ejemplo las
invertasas, son blancos claves para aumentar la tolerancia y productividad de
cultivos de interés agronémico.
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