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Respuesta de trigos con el transgén Psark::IPT a restricciones y excesos hidricos

RESUMEN

El trigo (Triticum aestivum L.) se cultiva en una amplia gama de latitudes y ambientes y,
a menudo, se expone a estreses ambientales como déficits y excesos de agua que producen
penalizacion del rendimiento. Una de las posibles estrategias para mejorar la tolerancia a
esos estreses es retrasar la senescencia foliar inducida drasticamente por la restriccion de
agua y el anegamiento. Diferentes evidencias en la literatura muestran que la expresion del
gen ipt, que codifica para la enzima isopenteniltransferasa (IPT), limitante de la biosintesis
de la citoquinina, bajo el control transcripcional del promotor del gen SARK (Senescence
Associated Receptor Kinase), retrasa la senescencia celular y a través de ello podria
aumentar la tolerancia al déficit hidrico. El objetivo de esta tesis fue caracterizar el
comportamiento ecofisiolégico de trigos transgénicos transformados con el transgén IPT
bajo la regulacion del promotor SARK. Para ello se realizaron experimentos en condiciones
controladas y a campo. A escala de planta y en condiciones controladas los trigos
transgénicos no mostraron penalizaciones en la biomasa total ni en el rendimiento en grano
tanto en condicion hidrica potencial como en déficit hidrico o anegamiento. A pesar de que
los trigos transgénicos demostraron una mayor capacidad para tolerar el estrés hidrico a
través del nimero de granos logrados por planta, las compensaciones observadas entre el
namero y el peso de los granos no permitieron observar ventajas en el rendimiento.
Similares compensaciones se observaron entre el nimero de espigas por planta y el nimero
de granos por espiga. A nivel de campo, los resultados fueron més promisorios para los
eventos transgénicos ya que este tendio a obtener valores de rendimiento por encima ca.
23% del trigo no transgénico en condiciones de secano. La condicion del ambiente materno
sin restricciones hidricas durante el ciclo ontogénico mostré una mejor performance en su
rendimiento cuando la descendencia fue sembrada tanto en condiciones de riego como en
condiciones con deficiencias hidricas. En conclusion, lo trigos transgénicos no mostraron

penalizaciones ante en el trigo no transgénicos ni en biomasa aérea ni rendimiento en
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ninguna de las condiciones exploradas, mostrando algunas ventajas (aunque no siempre

consistentes) en el rendimiento de granos a campo en condiciones de secano.

Palabras clave: Transformacién genética, deficit hidrico, anegamiento, rendimiento,

Triticum aestivum L.



XXV

Response of transgenic wheat plants harbouring Psark :: IPT transgene under water

stress by hydric restriction and excess

ABSTRACT

Wheat (Triticum aestivum L.) is cultivated in a wide range of latitudes and environments
and often exposed to environmental stresses as deficit and water excesses that produce
yield penalizations. A possible strategy to improve tolerance to those stresses is to delay
foliar senescence that is drastically induced by water restriction and waterlogging. Some
evidences demonstrated that the expression of the ipt gene, encoding the enzyme
isopentenyltransferase  (IPT), limiting the biosynthesis of cytokinin, under the
transcriptional control of the promoter of the SARK gene (Senescence Associated Receptor
Kinase), delays cellular senescence and through it increases tolerance to water deficit in
plants. The main objective of the present thesis was to characterize the ecophysiological
behavior of transgenic wheats transformed with the IPT transgene under the regulation of
the SARK promoter. At the plant-level and under controlled conditions the transgenic
wheats did not show significant differences in yield compared to the controls when grown
under both potential and water deficit conditions or waterlogging. However, transgenic
wheats demonstrated a greater ability to tolerate water stress through an increase in the
number of grains per plant than the controls, but the trade-off between the number and
weight of grains avoid the detection of yield advantages. Similar trade off was observed
between the number of spikes per plant and the number of grains established per spike.
However, when transgenic plants were grown under field conditions, previous selection of
the transgenic plants with the best performance, and over yield of 23% respect to the non-
transgenic wheat was observed under dry conditions. Regarding the epigenetic effects, the
descendent plants from maternal environment growth without water restrictions during the
ontogenetic cycle showed a better performance than those descendants that came from
maternal environment of water restriction when they were grown under irrigation and water
deficient conditions. In conclusion, transgenic wheats did not show reductions in grain

yield compared with non-transgenic wheat when grown under non-restriction conditions.
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However, the advantages of transgenic plant, respect to the controls, were evident (although
not always consistent) only under field conditions when plant were exposed to water

restrictions.

Keywords: Genetic transformation, water stress tolerance, grain vyield, Triticum

aestivum L.



XXVi



CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL

1.1  Planteo del problemay revision de antecedentes
1.1.1 Caracteristicas de la produccién de trigo

La superficie destinada a la produccion de los cereales, dentro de ellos el trigo, se esta
incrementando en el mundo y se estima que su produccion mundial para la campafa
2018/2019 fue de 730,4 millones de toneladas (FAO, 2019). Se espera que la demanda de
cereales alcance los 3 billones de toneladas en 2050, concentrada en forma mayoritaria en
los paises en desarrollo, especialmente de Asia y Africa (Alexandratos y Bruinsma, 2012;
Shewry, 2013). Sin embargo, la tasa anual de aumento en la produccion de cereales, y junto
a ello la tasa de aumento del rendimiento, no son suficientes para satisfacer esta demanda
futura (Grassini et al., 2013), dado que dicha demanda crece a tasas mayores que los
incrementos en rendimiento en los diferentes paises productores de cereales (Reynolds et
al., 2009b). A pesar de la creciente demanda en cereales y en particular de trigo, el
incremento en el rendimiento de este cultivo en las Ultimas décadas tendi6 a estabilizarse e
incluso reducirse (Calderini y Slafer, 1998; Miralles y Slafer, 2007; Fischer y Edmeades,
2010), tendencia que tambien se observo en Argentina tal como lo indica un trabajo
reciente de Lo Valvo et al. (2017). Este aumento en la demanda de alimentos se producira
en un escenario de cambio climético global, a raiz del cual se esperan efectos negativos en

la produccién de cultivos de cereales (Mittler y Blumwald, 2010; IPCC, 2014). Parte de la



ganancia genética que permite aumentar los rendimientos por unidad de &rea, y por ende la
produccion, serd reducida por los aumentos de temperatura y deficiencias hidricas
asociados al cambio climético (Porter et al., 2014; Garcia et al., 2018).

La sequia constituye la mayor restriccion para la expansion de los cultivos extensivos en
todo el mundo y es uno de los factores ambientales que méas efectos negativos produce en el
rendimiento (Vinocur et al., 2005). EI mejoramiento tradicional ha permitido incrementar
los rendimientos en ambientes potenciales (Calderini et al., 1999); sin embargo, bajo
condiciones de estrés como por ejemplo restriccién hidrica, la variabilidad genotipica
obtenida producto del mejoramiento tradicional es sumamente acotada debido a que dicha
restriccion deprime el rendimiento y la potencial variabilidad entre genotipos. El Gltimo
informe del Panel Intergubernamental de Cambio Climético (IPCC, 2014) muestra que el
clima mundial experimenta un cambio consistente e inevitable, con modificaciones que no
solo se daran en la temperatura (Battisti y Naylor, 2009), esperdndose un aumento en la
temperatura media, sino también en las condiciones de precipitaciones y particularmente en
los ciclos de alternancia de sequia e inundaciones dependiendo de las regiones. A futuro se
profundizara la frecuencia de eventos extremos lo que determina un aumento en el riesgo
de inundaciones en regiones planas y/o con deficiencias de drenaje (Magrin et al., 2005;
Magrin et al., 2007; Fernandez Long et al., 2012; Stocker et al., 2013; IPCC, 2014). En
Argentina, regiones como el litoral y/o el norte de la provincia de Buenos Aires poseen
mayor riesgo de anegamiento que las regiones ubicadas mas hacia el oeste (de San
Celedonio et al., 2014).

En resumen, es posible afirmar que las condiciones climaticas en las distintas areas de

produccién del mundo, asi como de Argentina, se rigen por ciclos de sequia e inundaciones



de variabilidad interanual capaces de afectar el rendimiento. El fitomejoramiento, a través
de tecnologias multidisciplinarias que utilicen herramientas fisiologicas, moleculares y
genéticas, posee la capacidad de proporcionar materiales que puedan hacer frente a
condiciones meteoroldgicas que intensifican situaciones extremas como las inundaciones y
las sequias en una misma zona. Sin embargo, parte de las ganancias genéticas obtenidas
pueden ser resignadas como producto del cambio climatico (Slafer y Andrade, 1991; Lo
Valvo et al., 2017). Por ejemplo, estudios recientes muestran que ca. 10% de la ganancia
genética en el rendimiento del cultivo de trigo se resigna como consecuencia del cambio
climético global (Garcia, 2017). La combinacién de informacion ecofisioldgica y molecular
podra permitir gestar un modelo més completo de la relacion genotipo: fenotipo y de la
interaccion genotipo: ambiente (Edmeades et al., 2004). En este marco, las nuevas
herramientas de la gendmica y fendmica estdn desempefiando un papel cada vez mas
importante en la mejora del rendimiento en grano de los cultivares de cereales (Tester y
Langridge, 2010). Una de estas herramientas es la identificacion de genes vinculados con
atributos favorables para aumentar la productividad y la calidad de los cultivos, que
favorece su implementacién en programas de mejoramiento por el avance de tecnologias en
genética y reproduccion, y ademas provee una mejor comprension de los factores que
limitan la explotacion practica del germoplasma complementando el fenotipado de los
genotipos. De esta manera sera posible seleccionar al genotipo directamente en lugar del
fenotipo mediante la seleccién asistida por marcadores. Los marcadores se han empleado
en la seleccion de progenitores, seleccion asistida para caracteres cualitativos y
cuantitativos, introgresion de genes desde especies silvestres, desarrollo e identificacion de

organismos genéticamente modificados, entre otros ejemplos.



1.1.2 Generacién del rendimiento
1.1.2.1 Componentes numéricos del rendimiento

El rendimiento de los cultivos de granos es la expresion final de numerosos procesos
fisiologicos particulares, que interactan con el medio ambiente durante el ciclo del cultivo.
El rendimiento se genera a lo largo de todo el ciclo ontogénico a causa del aporte que van
realizando las distintas estructuras que lo definen (Slafer et al., 2003). Conocer la dindmica
del crecimiento del cultivo y cuando se van determinando los distintos componentes del
rendimiento a lo largo del ciclo es de gran importancia dado que restricciones puntuales
(e.g. sequias y/o anegamientos) producen importantes efectos negativos en los componentes
que definen el rendimiento. El rendimiento puede ser explicado por un modelo sencillo en
el que se lo desglosa en sus dos principales componentes numéricos: nimero de granos por
m? (NG) y peso final de los mismos:

Rendimiento (g m?) = N° granos (# m) x peso de los granos (g)

Si bien ambos componentes son importantes en la determinacién del rendimiento, su
variabilidad esta definida en mayor medida por cambios en el nimero de granos por unidad
de area (NG) mas que por variaciones en el peso de estos (Fischer, 1985; Slafer y Andrade,
1993; Slafer et al., 1994; Miralles et al., 1998; Miralles y Slafer, 1999; Borras et al., 2004;
Shearman et al., 2005; Sanchez-Garcia et al., 2013). Aunque el NG se genera a lo largo de
todo el ciclo del cultivo, existe una etapa critica para su determinacion ubicada en un lapso
que comprende desde los 20 dias previos a la antesis hasta los 10 dias posteriores a antesis
y es denominado periodo critico (Fischer, 1985; Savin y Slafer, 1991; Slafer y Andrade,
1993; Abbate, et al., 1995). Durante dicha etapa el cultivo presenta la mayor tasa de

crecimiento por unidad de area y el mayor consumo diario de agua y nutrientes. En esta



etapa se define el establecimiento de las espigas por unidad area y el niUmero de granos por
espiga, componentes ambos que en su conjunto definen al nimero de granos logrado por
unidad de area (Miralles y Slafer, 2007). EI nimero de espigas por superficie depende del
macollaje y de la supervivencia de macollos mientras que el nimero de granos por espiga
depende de la supervivencia de primordios florales (Alzueta et al., 2012). Si bien en
preantesis se generan hasta diez flores por espiguilla, s6lo sobrevive entre el 20-30% de las
mismas y entre 70-90% de las flores que alcanzan el estado de flor fértil en antesis llegan a
fijar granos (Kirby, 1988; Calderini y Reynolds, 2000; Gonzélez-Navarro et al., 2015). El
peso de las espigas logradas en antesis es un atributo estrechamente relacionado con el
namero de flores fértiles y de granos por espiga (Fischer, 1985; Fischer, 2011; Gonzélez et
al., 2011). Asi, cualquier restriccién que ocurra durante el periodo critico, que reduzca la
tasa de crecimiento de las espigas y su peso final, redundara en un menor nimero de granos
por espiga y por lo tanto en un menor rendimiento.

Pese a que el nimero de granos es la variable que mejor explica el rendimiento, cambios
en el peso de los granos pueden afectar el rendimiento una vez establecido el nimero de
granos. Esto se debe a que el peso se define en una etapa acotada del ciclo, determinada por
un corto periodo antes de antesis y el momento en que ocurre la madurez fisioldgica. En la
etapa temprana del desarrollo del grano (inmediatamente previo a la antesis) se define el
tamafo de los carpelos que establecen un limite superior, es decir, una restriccion fisica
para el desarrollo del grano dado que hay una relacién positiva entre el tamafio de los
carpelos en antesis y el peso potencial de los granos (Calderini et al., 1999; Ugarte et al.,

2007; Hasan et al., 2011; Xie et al., 2015).



El peso del grano puede verse afectado ademés por la tasa de acumulacién de materia
seca en el grano y la duracion del periodo de llenado. Los cambios en la tasa de llenado de
granos son los que explican en mayor medida las variaciones en el peso final alcanzado por
los granos (Simmons et al., 1982; Miralles y Slafer, 1999.). Por ejemplo, una baja
disponibilidad hidrica afecta negativamente la tasa de llenado de granos, més que la
duracién del llenado (ya que este Gltimo es un proceso vinculado al desarrollo), reduciendo
en consecuencia el peso final de los granos (Giunta et al., 1993; Dreccer et al., 2009;
Mirbahar et al., 2009). Del mismo modo, anegamientos durante el inicio del periodo de
llenado de granos producen una acelerada senescencia del area foliar verde y generan
reducciones en el peso final de los granos (de San Celedonio et al., 2014).
1.1.2.2 Componentes fisioldgicos determinantes del rendimiento

Otra forma de analizar la generacion del rendimiento es a partir de los componentes
fisiolégicos que condicionan la generacion total de biomasa a madurez y el indice de
cosecha (IC):

Rendimiento (g m?) = Biomasa (g m?) x IC

El IC se expresa como una fraccién de la produccion de biomasa aérea, e indica la
asignaciéon de la biomasa total que se deriva a los granos (Donald, 1962; Donald y
Hamblin, 1976). El IC ha aumentado de manera significativa a lo largo de los afios a través
del mejoramiento genético como resultado de la incorporacién de los genes de enanismo
Rht para reducir la altura de planta; ello produjo un incremento en la particion de biomasa
hacia las espigas y, en consecuencia, un aumento en la fertilidad de las mismas (Shearman
et al., 2005, Reynolds et al., 2009; Sadras y Lawson, 2011; Xiao et al., 2012; Sanchez-

Garcia et al., 2013). Las variedades actuales de trigo presentan valores de IC de entre 0,3 a



0,5 (Hay, 1995), cuyo valor superior esta cerca del limite tedrico de 0,60 calculado por
Austin et al. (1980). EI IC se ha mantenido estable, sin un avance sistematico, desde
principios de los afios "90, por lo que el incremento en el rendimiento a futuro debera ser
mayormente explicado por aumentos de la biomasa (Fischer, 2011; Reynolds et al., 2012).
Sin embargo, en Argentina un estudio reciente demuestra que la biomasa de los genotipos
liberados recientemente en el mercado local no se ha incrementado, mientras que si lo ha
hecho el IC, el cual ha acompafiado los aumentos en el rendimiento (Lo Valvo et al., 2017).

La generacion de la biomasa es un proceso que depende de la radiacion incidente diaria
(Rinc), la eficiencia de intercepcion de radiacion diaria (ei), la eficiencia en el uso de la
radiacion (EUR) y la duracion de la estacion de crecimiento (n) (Slafer et al., 2003;
Reynolds et al., 2012):

Biomasa (g m) = Rinc (MJ m2 dia?) x ei x EUR (g MJ™1) x n (dias)

Uno de los principales objetivos en el manejo de los cultivos es lograr interceptar la
mayor proporcién de la radiacion incidente, ya que la misma es la fuente de energia
utilizada para la produccion de la materia seca en las plantas (Andrade et al., 1996).
Mejorar la eficiencia de captacion de recursos, como la energia luminica, se traduce en una
mejora en la produccion de biomasa (Hawkesford et al., 2013). La intercepcién de la luz se
puede optimizar con cambios en la estructura de la planta dados por el aumento en el
tamafo del area foliar, su arquitectura y longevidad, lo que lleva a un aumento en la
intercepcion de la radiacion (Reynolds et al., 2005; Reynolds et al., 2009; Zhu et al., 2010;
Parry et al., 2011). Estos cambios en la estructura son particularmente relevantes alrededor
de antesis (Fischer y Edmeades, 2010). Esta eficiencia de intercepcién de radiacion (ei)

depende del indice de area foliar (IAF) y del coeficiente de extincion luminica (k) que se



asocia a la arquitectura del canopeo (Hipps et al., 1983; Monteith y Unsworth, 1990). Este
ultimo es el que define la relacion funcional existente entre la eficiencia de intercepcion de
la radiacion y el IAF del cultivo y es dependiente del genotipo y del arreglo espacial.
Canopeos erectdfilos (menor angulo de insercién de las hojas con respecto al tallo)
presentan un menor valor de k que aquellos plandéfilos (Pepper et al., 1977). Por ende, a
mayor coeficiente de extincion luminica, mayor es la proporcion de la radiacion
interceptada por unidad de area foliar.

Por otro lado, la EUR del cultivo esté relacionada con la calidad de biomasa producida y
depende completamente del proceso de fotosintesis. Tiene un papel muy importante en la
etapa de desarrollo que va entre el periodo de elongacion del tallo y la antesis dado que es
el periodo donde se establece el niUmero de granos y el tamafio potencial de los mismos
(Trapani et al., 1992; Andrade, 1995; Sadras, 2007; Foulkes et al., 2009; Sadras y Denison,
2009; Sadras y Slafer, 2012). Luego de antesis y definido el nimero de destinos transcurre
el llenado de granos hasta madurez fisioldgica, utilizandose para el llenado de los granos
principalmente la fuente de asimilados provista por la fotosintesis actual entre floracion y
madurez fisioldgica (aunque en trigo es posible la removilizacidn de asimilados producidos
previos a la floracion que fueron acumulados en las partes vegetativas como hojas y tallos
principalmente). Asi, algunas evidencias en la literatura demuestran que la fotosintesis de la
hoja bandera puede aportar hasta un 47% de los asimilados que contribuyen al peso total
del grano (Borril et al., 2015), mientras que el resto del carbono para el llenado de los
granos proviene de la removilizacién de las hojas y de las reservas del tallo (Kiuhbauch y
Thome, 1989; Ruuska et al., 2006). Por otro lado, se estima que la espiga aporta entre 10-

60% del carbono del grano (Thorne et al., 1965; Maydup et al., 2010).



10

También se translocan a los granos nutrientes estructurales como el nitrégeno producto
de su reciclado desde las hojas durante la senescencia terminal. Este es un proceso que
depende del contenido de nitrégeno en las hojas (Evans, 1989; Sinclair y Horie, 1989;
Connor et al., 1993), el cual varia con la edad y posicién en que se ubican las mismas
(Evans, 1983; Trapani et al., 1992; Connor et al., 1993; Dreccer et al., 2000). Como
consecuencia de esto, la EUR se ve afectada dado que para que ésta sea alta se debe tener
una alta capacidad fotosintética y este proceso esta definido por el contenido de nitrégeno
foliar (Hikosaka, 2004; Reynolds et al., 2012). Por ello, la removilizacién de nitrégeno
durante el llenado de granos va a impactar en la capacidad fotosintética dado que, para
utilizar el nitrégeno disponible en los 6rganos vegetativos, la planta debe senescer (Dalling,
1985; Uhart, 1998). La removilizacion de nitrégeno desde las hojas senescentes es
importante en los cultivos de cereales como lo es el trigo (Feller y Keist, 1986), dado que
determina el contenido de proteinas del grano (Caputo y Barneix, 1997).

El nitrégeno acumulado en el grano proviene principalmente de la removilizacion de
nitrégeno desde hojas y tallos, por lo que la acumulacion de materia seca y nitrégeno previo
a antesis determina el stock de nitrégeno disponible durante el llenado de grano. Dicho
stock de nitrégeno explica cerca del 50-95% del nitrogeno final en los granos (Martre et al,
2003; Gaju el al., 2014).

1.1.3 Estrés hidrico
1.1.3.1 Efectos negativos del anegamiento y déficit hidrico sobre el cultivo

Una planta estd sometida a estrés cuando se encuentra en condiciones negativas

significativamente diferentes de las dptimas para crecer y desarrollar su ciclo productivo.

Las diferentes especies o variedades difieren en sus requerimientos 6ptimos y, por tanto, en
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su susceptibilidad a un determinado estrés (Hsiao, 1973; Levitt, 1980). Existen distintas
respuestas al estrés, una de las respuestas mas inmediatas ante un estrés es una reduccion en
la tasa de crecimiento de los tejidos (como ocurre por ejemplo ante una deficiencia hidrica
debido a una reduccion en la tasa de expansion como consecuencia de la falta de ingreso de
agua a las células). Otra respuesta es el cierre estomético, donde comienzan a evidenciarse
efectos negativos a nivel fisiolégico disminuyendo el rendimiento de procesos como
fotosintesis y transpiracion. Para compensar esta disminucién del rendimiento de los
procesos se genera una aclimatacion a través de cambios en la actividad o sintesis
bioquimica de nuevos componentes como determinadas enzimas. En cierto punto tanto los
mecanismos fisioldgicos de respuesta y la aclimatacion se asemejan, dado a que en ambos
se producen cambios en la actividad o sintesis de los componentes bioquimicos asociados
con cambios en la tasa de crecimiento y morfologia (Lambers et al., 2008).

El trigo en condiciones productivas suele estar sometido a distintas duraciones de estrés
hidrico, sequia y/o anegamiento, en algin momento del ciclo ontogénico. Como respuesta
se genera una disminucion en el contenido hidrico de la planta por ser una especie
anisohidrica, de modo que disminuye el volumen celular y la turgencia de la célula por
continuar transpirando aun con disminuciones marcadas en el contenido hidrico del suelo
(Henson et al., 1989; Tardieu y Simonneau, 1998). Sumado a ello se incrementa la cantidad
de solutos y los dafios mecanicos sobre células de ciertos tejidos en funcion de la posicién 'y
edad de esta. Esto dependera del genotipo, de la duracion del estrés, de la intensidad del
estrés y de la etapa de desarrollo de la planta al momento de ocurrencia del estrés
(Schoppach et al., 2016; 2017). Algunas plantas poseen mecanismos de aclimataciéon que

actlan especialmente cuando el estrés (ejemplo déficit hidrico) ocurre lentamente,
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disminuyendo la expansion foliar, incrementado la particion a raices (Potter et al., 2007;
Shao et al., 2008) y finalmente ante una continuidad del estrés se produce el cierre de
estomas con la consecuente detencidn de la capacidad fotosintética (Taiz y Zeiger, 2006).
La produccion de cultivos agricolas como el trigo se ha visto reducida en los Gltimos
afios por estreses abidticos que redujeron las ganancias genéticas potencialmente
alcanzables (Mitler et al., 2010). Los eventos extremos como el exceso y el déficit hidrico
generan un efecto sumamente negativo sobre el rendimiento. Los excesos hidricos, que
derivan en procesos de anegamiento, tanto a nivel mundial (Shaw et al., 2013) como en
Argentina (Viglizzo et al., 2009; de San Celedonio et al., 2014b), reducen los rendimientos
debido a un incremento en la mortandad de raices (como efecto mas inmediato) que
determina una rapida senescencia foliar y una reduccién de la biomasa aérea, debido al
cierre estomatico e inhibicion de la fotosintesis en forma analoga a lo que sucede con los
eventos de sequia. EI detenimiento del crecimiento y muerte del sistema radical asociado al
anegamiento determina una reduccién de la absorcién de nutrientes y su translocacién
(Huang et al., 1995) asi como en la disponibilidad de fuente actual de fotoasimilados en el
cultivo (pérdida de hojas verdes con capacidad fotosintetizante). La magnitud de las
pérdidas de rendimiento pueden ser variables (i.e. 30% al 90%) dependiendo del momento
del ciclo ontogénico en que ocurre el anegamiento y de las condiciones ambientales durante
dicho estrés (Setter et al., 1999; de San Celedonio et al., 2014a). El periodo de mayor
susceptibilidad del trigo al anegamiento abarca desde inicio de encafiazon hasta antesis (de
San Celedonio et al., 2014), aunque también se han observado mermas de rendimiento en
post-antesis asociadas a un menor tiempo en el llenado de granos debido a una senescencia

acelerada de las hojas (Araki et al., 2012). El problema a nivel local es altamente relevante
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dado que la etapa previa a antesis es la que posee mayor probabilidad de ocurrencia de
anegamiento para la Region Pampeana, dependiendo de las localidades, tal como fue
descripto por de San Celedonio et al. (2014b).

Como contrapartida, los estreses asociados a la falta de agua durante el ciclo del cultivo
son los mas frecuentes tanto a nivel mundial como en Argentina (Vinocur et al., 2005;
Kogan, 1997). Al igual que el estrés por excesos hidricos, las reducciones en las
precipitaciones durante la fase de encafiazon y llenado de grano en trigo producen
importantes reducciones en el rendimiento (Hoffman et al., 2008). De forma similar a lo
descripto para anegamiento, reducciones hidricas durante el periodo critico afectan el NG
como consecuencia de un incremento en la mortalidad de las flores diferenciadas en las
espigas asi como de los macollos iniciados que no podrén llegar a establecerse como
espigas fértiles al momento de la floracién (Mahalakshmi y Bidinger, 1985; Richards,
1991; Wopereis et al., 1996; Winkel et al., 1997; Passioura, 2005).
1.1.3.2 Senescencia como consecuencia del estrés

El proceso de senescencia en plantas es un mecanismo muy complejo que esta regulado
por factores tanto genéticos como ambientales. Las hojas se someten a cambios en la
estructura celular, en el metabolismo y en la expresion génica durante la senescencia. Por
estas caracteristicas, la senescencia celular no se produce por un mecanismo de decaimiento
pasivo, sino que es un proceso regulado activamente que implica la expresion coordinada
de genes especificos (Buchanan-Wollaston, 1997; Yoshida, 2003). La senescencia
determina una declinacién de la actividad fotosintética, una activa degeneracion de las
estructuras celulares, el reciclado de nutrientes, y finalmente la muerte celular. A pesar de

que este proceso ocurre a medida que progresa el tiempo, no necesariamente esta asociado
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a una instancia de envejecimiento (Smart, 1994; Noodén et al., 1997). Hay evidencias de
que la senescencia puede ocurrir en forma independiente de la edad dado que puede ser
inducida en tejidos jovenes y también puede acontecer en forma independiente de la
muerte, de manera que puede ser revertida (Bachman, 2002; Thomas et al., 2003).

El mecanismo molecular que controla el dltimo estadio del desarrollo que precede a la
muerte celular involucra cambios en los niveles de expresion de numerosos genes. Se han
descrito un gran numero de genes que activamente participan durante la senescencia,
Ilamados Genes Asociados a la Senescencia (SAGs: del inglés senescence-associated
genes), se han identificado de especies como Arabidopsis, Brassica napus L. y arroz (Oryza
sativa L.) (Buchanan-Wollaston, 1997; Gan y Amasino, 1997; Quirino et al., 1999; Lee et
al., 2001; Yoshida, 2003; Guo et al., 2004; Liu et al., 2008). El estudio de los SAG ha
permitido identificar genes que codifican para proteasas, para nucleasas, para enzimas del
metabolismo de lipidos y nitrégeno y para otras enzimas involucradas en la removilizacion
de nutrientes (Lim et al., 2007). Por otro lado, los elementos génicos que controlan la
expresion de los SAG han sido usados como estrategia para generar una autorregulacion del
sistema de inhibicion de la senescencia.

Diferentes trabajos reportan el uso de construcciones para realizar transgénesis donde se
colocé el gen que codifica para la enzima adenosina fosfato isopenteniltransferasa (IPT)
aislado de Agrobacterium tumefaciens bajo el control transcripcional del promotor
especifico de senescencia correspondiente al gen SAG12 de Arabidopsis (Gan y Amasino,
1995). En las plantas transgénicas que contienen esta construccion se observa la expresion
del gen ipt en las hojas al inicio de la senescencia y consecuentemente un aumento en el

nivel de citogquininas que impide o retrasan la senescencia de las hojas. Estas fitohormonas
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tienen la particularidad de regular varios procesos de crecimiento y desarrollo vegetal
(Argueso et al., 2010; Perilli et al., 2010) y la funcion de generar adaptacion a distintos
estreses (Ha et al., 2012). Por ejemplo, son fundamentales en el proceso de organogénesis
en las plantas y en la regulacion de diversos procesos fisiolégicos como la fotosintesis, la
regulacion del crecimiento (dominancia apical), la senescencia, diversas modalidades de
muerte celular programada, etc. La enzima codificada por el gen ipt tiene como funcién
catalizar el paso limitante en la ruta de biosintesis de citoquininas (Akiyoshi et al., 1984;
Barry et al., 1984). Por ello la expresion heterdloga de este gen provoca un aumento de los
niveles enddgenos de citoquininas respecto a las plantas control, reduciendo la senescencia
foliar y por lo tanto induciendo la tolerancia al estrés hidrico (Howell et al., 2003). En
plantas de tabaco en las que se introdujo la expresion del transgén Psaci2::IPT se observo
que la senescencia fue significativamente retrasada en hojas (Ludewig y Sonnewald, 2000).
Sin embargo, estas mismas plantas mostraron deficiencia de nutrientes en hojas jovenes
(Jordi et al., 2000), retrasos en la floracion (Cowan et al., 2005) y reduccion del
establecimiento de las plantulas en respuesta al déficit hidrico (McCabe et al., 2001). En el
caso de trigos transformados con el transgén Psaci2::IPT se observd que el periodo de
fotosintesis activa se extendid, al igual que la captacion de nitratos por parte de las plantas
transformadas, pero los parametros de rendimiento en grano no se vieron mejorados
(Sykorova et al., 2008). Se especuld que, si el gen ipt pudiera expresarse durante estados
avanzados del ciclo ontogénico de la planta, pero antes del comienzo de la senescencia, la
produccidn de citoquininas no se limitaria a las hojas viejas y, por lo tanto, la produccion de
las citoquininas no alteraria la removilizacion de nutrientes dentro de la planta. Por otro

lado, se postuld la posibilidad de que el promotor que regula la expresiéon del gen ipt
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pudiera ser inducido en las primeras instancias de la cadena de la sefializacion del estrés en
la planta, lo que permitiria la produccion de citoquininas en todos los tejidos que se
enfrentan al estrés generado por deficiencia de agua. Para demostrar esto, se utilizd el
promotor de otro gen asociado a la senescencia (SAGs) el cual fue aislado de poroto
(Phaseolus vulgaris L.) denominado Receptor proteina-Kinasa Asociado a la Senescencia
(SARK: del inglés senescence-associated receptor-likekinase) (Hajouj et al., 2000; Rivero
et al., 2007). Construcciones génicas donde la expresion del gen ipt esta regulada por el
promotor SARK (inducible bajo estrés hidrico) se introdujeron en plantas dicotiledoneas y
monocotiledoneas (Rivero et al., 2007; Rivero et al., 2009; Peleg et al., 2011; Qin et al.,
2011; Beznec et al., 2014; Oneto et al., 2016). Este promotor ha sido utilizado con éxito en
plantas de tabaco, Arabidopsis, algodon, arroz, maiz, mani y trigo disminuyendo los
efectos deletéreos sobre la floracion y rendimiento, que se registraban como consecuencia
de la utilizacion del promotor SAG12. La expresion regulada por el promotor SARK solo
es inducible en etapas previas de la senescencia, a diferencia del promotor SAG12 que es
inducido en estadios mas avanzados (Hajouj et al., 2000).
1.1.3.3 Plantas de trigo transformadas con Psark::IPT como estrategia para mejorar la
performance ante estreses abidticos

En el caso en particular del trigo hay varios trabajos que intentan buscar caminos para
contrarrestar los efectos negativos de los estreses abioticos. Entre ellos, reducir la
senescencia y preservar por mas tiempo el area foliar verde a través de la ingenieria
genética. A pesar de la importancia que tiene el trigo dentro de los sistemas de produccion,
entre los cultivos de gran importancia econémica ha sido el dltimo en ser transformado

genéticamente (Vasil et al., 1992; Weeks et al., 1993). Esto es debido a un deficiente
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sistema de regeneracion “in Vitro” pero que se ha superado con éxito gracias a la
combinacién de un sistema de regeneracion por embriogénesis somética de alta eficiencia y
la introgresion de genes mediante el método de biolistica. Con esta técnica se han logrado
desarrollar trigos transgénicos con la intencién de aumentar su tolerancia al estrés hidrico y
salino. Se han realizado varias transformaciones en trigo como por ejemplo: (i) el gen
codificante de manitol-1-fosfato deshidrogenasa (MTLD), que aumenta la acumulacion de
manitol, dando una cierta tolerancia al estrés por agua y salinidad (Abebe et al., 2003), (ii)
el gen DREB1A de Arabidopsis thaliana para conferir tolerancia a la sequia retrasando los
sintomas de estrés hidrico (medido en condiciones de invernadero; Pellegrineschi et al.,
2004), (iii) el gen TaNACG69 para generar tolerancia a la deshidratacion y eficiencia en el
uso del agua (Xue et al., 2011), (iv) el gen de cebada HVAL que codifica proteinas que
funcionan como protectores osmaticos y aumentan la resistencia al estrés salino e hidrico
(Sivamani et al. 2000), (v) el gen HaHB4 el cual genera la inhibicién de la percepcion de
etileno y no evita el cierre estomatico mediado por ABA (Gonzélez et al., 2019) y (vi) el
transgén Psac12::IPT que se ha utilizado en trigo para obtener una mayor tolerancia a la
sequia generando un retraso de la senescencia de las hojas (Gan y Amasino, 1995; Veselov
et al., 1995; Huynh et al., 2005; Rivero et al., 2007). Todos estos ejemplos de plantas
transgénicas han sido analizados al nivel de planta individual adulta y excepcionalmente a
una instancia de cultivo experimental (Gonzalez et al., 2019).

La busqueda de la obtencion de trigos que sean tolerantes al estrés hidrico y/o salino esta
centrada en mantener el 1AF bajo estas condiciones, de modo de conservar el sistema aéreo
y radical en funcionamiento y continuar con la absorcion de agua y nutrientes. Bajo

condiciones de deficiencia hidrica se activa un mecanismo de supervivencia adaptativa
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disminuyendo el tamafio de la planta de modo de reducir la pérdida de agua (Buchanan-
Wollaston, 1997). Este proceso se genera a través de la regulacion de fitohormonas como
las citoquininas, el etileno y el &cido abscisico (ABA) (Feller y Fischer, 1994). La
reduccion en la disponibilidad hidrica, ademas de reducir la tasa de crecimiento de los
Organos vegetativos (i.e. las hojas), induce una disminucion en los niveles de citoquininas
en el xilema (Smart, 1994; Azcén Bieto y Talon 2000), generandose en paralelo un
incremento en la concentracion de acido abscisico (ABA) (Davies y Zhang, 1991). Estos
mecanismos hormonales provocan entre otras cosas el cierre estomatico (Goicoechea et al.,
1997; Naqvi, 1999), disminuyendo la capacidad transpiratoria del cultivo, y acelerando la
senescencia foliar. Como consecuencia inmediata de lo mencionado anteriormente, se ve
afectada la produccion de fotoasimilados en las hojas, principal érgano fotosintético. Esta
situacion es particularmente relevante durante el periodo critico de este cultivo. Como fue
detallado anteriormente, este lapso comprende el periodo inmediatamente previo a la
antesis (ca. 30 dias previos) y el inmediatamente posterior a la antesis (ca. 5-7 dias post).
En este periodo se esta generando el numero de granos por unidad de area y el peso
potencial de los granos que seran establecidos, por lo que mantener el area foliar verde
cuando las plantas de trigo crecen bajo condiciones de estrés, como sequia 0 anegamiento
durante el periodo de pre-antesis, es de gran importancia dado que es una etapa donde el
rendimiento en grano es mas propenso a estar limitado por fuente (Gelang et al., 2000;
Joshi et al., 2007; Christopher et al., 2008; Gaju et al., 2011).

Como fue detallado anteriormente, durante el llenado de granos la fotosintesis actual es
la principal fuente de asimilados para llenar los granos, sumado al proceso de translocacién

de fotoasimilados previamente formados en caso de que la fotosintesis actual sea
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insuficiente. Eventualmente ante una falta de fuente, el cultivo ademéas de utilizar los
azucares de reserva podria promover una compensacion de la actividad fotosintética de
otros 6rganos como tallos y espigas (Grashoff y d’Antuono, 1997; Slafer et al., 2003;
Carretero et al., 2010, 2011; Serrago et al., 2011). Las evidencias descriptas en relacion a la
importancia del &rea foliar como fuente de asimilados ante condiciones de estrés indican
que el sostenimiento del area foliar verde durante el periodo critico, asi como durante el
llenado de los granos, es de gran relevancia para evitar caidas en el rendimiento, tanto a
través de reducciones en el nimero como en el peso de los granos, ante condiciones
desfavorables de estrés que produzcan un aceleramiento de la senescencia (Verma et al.,
2004; Christopher et al., 2008; Bogard et al., 2011; Gaju et al., 2011; Derkx et al., 2012).
De hecho, pese a que el trigo es un cultivo con acotada limitacion por fuente durante el
periodo de llenado de los granos (Borras et al., 2004), trabajos recientes muestran una
asociacion lineal y positiva entre el peso del grano y la radiacion fotosintéticamente
interceptada por el cultivo por grano en post-antesis (Serrago et al., 2013).

Distintas especies tanto monocotiledéneas como dicotiledéneas han mostrado un retraso
de la senescencia ante estrés hidrico cuando expresan el transgén Psark::IPT, lo que sugiere
que en trigo puede dar resultados positivos. Hay evidencias en plantas de tabaco, de mani,
algodon, arroz y maiz que fueron transformadas con el transgén Psark::IPT y que han
expresado un mantenimiento del rendimiento fotosintético y un retraso en la senescencia de
las hojas ante la exposicion a condiciones de estrés hidrico (Rivero et al., 2007, 2010; Qin
etal., 2011; Peleg et al., 2011; Kuppu et al., 2013; Oneto et al., 2016). En el caso de mani y
arroz transformados con el transgén Psark::IPT se obtuvo un aumento del rendimiento en

granos ante condiciones de estrés hidrico por un mayor nimero de granos asociado a
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cambios en la relacion fuente: destino (Qin et al. 2011; Peleg et al., 2011). Se entiende
como relacion fuente: destino al balance entre el tamafio y funcionalidad de los 6rganos
fotosintetizantes (como proveedores de fuente de fotoasimilados) y los granos (como
destinos finales de dichos fotoasimilados).

El Instituto de Genetica de INTA ha llevado a cabo transformaciones de plantas de trigo
con el transgén Psark:IPT (Beznec et al., 2011). Los experimentos conducidos en macetas
sobre plantas aisladas mostraron resultados alentadores ya que inicialmente no se
detectaron penalizaciones en el rendimiento en las plantas transgénicas sin limitaciones (i.e.
condicion de riego normal). La exposicion de los trigos transformados con el transgén
Psark::IPT a deficiencias hidricas, en el periodo entre pre-antesis e inmediatamente
posterior a la antesis, mostrd, en experimentos conducidos en macetas, un sostenimiento del
rendimiento en las plantas transformadas respecto de las plantas testigo (Beznec et al.,
2014).

En cuanto a la biomasa radical, no hay en trigo Psark::IPT evidencias sobre el tema pero
si en otras especies, las que conteniendo el transgén Psark::IPT sostuvieron en mayor
medida la biomasa radical a nivel de planta individual comparado a plantas controles en
condiciones de estrés hidrico (Qin et al., 2011; Kuppu et al., 2013). Plantas de algodén
Psark::IPT produjeron una mayor biomasa de raices cuando fueron cultivadas en macetas y
comparadas con el testigo ante déficit hidrico (Kuppu et al., 2013). Otro caso fue en plantas
de mani con el trasngén Psark::IPT en condiciones de déficit hidrico, observando también
mejoras en la biomasa radical comparadas con las plantas testigo sin transformar (Qin et al.,

2011). La respuesta observada en plantas transgénicas de algodén sugiere que la presencia
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del transgén podria aumentar la absorcién de agua, permitiendo una mayor recuperacion
luego de una condicion de déficit hidrico.

Otros trabajos han evaluado la funcionalidad del gen ipt en condiciones de anegamiento
a través del ensayo de plantas de Arabidopsis transgénicas para el transgén Psac12::IPT. En
estos trabajos se observOo un sostenimiento de la biomasa aérea por reduccion de la
senescencia respecto de las plantas control, posiblemente como resultado de una
acumulacion mas rapida de citoquininas en las plantas transgénicas, la cual fue acompafiada
por adaptaciones fenotipicas, incluyendo la retencion de la clorofila y el contenido de
hidratos de carbono con respecto a las plantas control (Huynh et al., 2005). En trigo se ha
probado modificar la sobreexpresion del gen IPT bajo la regulacion del promotor 35S del
virus del mosaico de la coliflor en condiciones anegadas (Tereshonok et al., 2011). Los
resultados mostraron que las plantas transgénicas anegadas mantuvieron un crecimiento
activo mayor comparado a las plantas control en la misma condicién. Asi, ante condiciones
de hipoxia, los controles perdieron el 98% del rendimiento, mientras que las plantas
transgénicas redujeron su rendimiento en un 53%, como consecuencia de un mayor
sostenimiento de granos por espiga y peso de los granos (Tereshonok et al., 2011).
Considerando que las citoquininas retrasan la senescencia, regulan el crecimiento de raices
(Bianco et al., 2013; Miyashima et al., 2013), y modifican el tamafio de los granos (tal las
evidencias publicadas en Arabidopsis; Riefle et al., 2006; Argyros et al., 2008), aquellos
genotipos de trigo modificados con el transgén Psark::IPT podrian tener una respuesta
positiva ante condiciones de déficit hidrico y/o de anegamiento. Si bien hay evidencias que
demuestran que en condicién de planta aislada los trigos genéticamente modificados con la

secuencia Psark::IPT presentan ventajas en condiciones de restriccion hidrica (Beznec et
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al., 2014, 2016), aun no se han explorado (i) las respuestas de trigos modificados bajo
déficit hidrico en condiciones de canopeo (i.e. competencia de plantas en condicion de
cultivo), ni (ii) los mecanismos fisioldgicos involucrados en las respuestas asociadas tanto a
restricciones como a excesos hidricos. Aspectos como la particion hacia el sistema radical
en plantas transformadas con la secuencia Psark::IPT ante estreses abidticos tampoco han
sido investigados.
1.1.4 Las plantasy la evidencia de los efectos de memoria al estrés

A partir del estudio de varias especies de plantas se ha comprobado que la respuesta de
adaptacion a los efectos ambientales tanto por cambios fenotipicos como fisiologicos puede
persistir mas alld de una sola generacion (Alexander y Wulff 1985; Miao et al., 1991; Case
et al., 1996; WuIff et al., 1999; Whittle et al., 2009; Kou et al., 2011). De este modo, las
plantas presentan la capacidad de adaptarse a ciertos rangos de estrés producidos por los
distintos factores abidticos como las altas temperaturas, la sequia, las inundaciones,
salinidad, etc., y a factores bioticos, como insectos y patégenos, mejorando en algunos
casos la aptitud de respuesta a los estreses mencionados de forma medible (Whittle et al.,
2009). Este tema ha sido investigado en los Ultimos tiempos debido a que estas
adaptaciones proporcionan informacién importante acerca de como las poblaciones de
plantas naturales pueden sobrevivir en condiciones ambientales extremas (Madlung et al.,
2004). Muchas de estas respuestas de las plantas se controlan a nivel molecular por los
cambios en la expresion de los genes implicados en las respuestas al estrés (Ingram et al.,
1996; Walling, 2000; Kreps et al., 2002; Tardif et al., 2007)

Cuando las plantas estdn expuestas a condiciones estresantes manifiestan estrategias

para minimizar o hacer frente a los efectos del estrés a través de mecanismos de resistencia,
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como por ejemplo evitar el estrés en las especies de raices profundas que crecen en un area
de baja precipitacion, hasta la tolerancia al estrés en especies mediterraneas que pueden
hacer frente a un bajo contenido de agua en hojas (Lambers et al, 2008). Estas estrategias
implican una alteracion en la homeostasis de la planta durante el crecimiento somatico
(Shinozaki et al., 2003; Sung y Amasino, 2004), asi como modificaciones hereditarias o
transgeneracionales de la expresion génica (Whitelaw y Whitelaw, 2006; Boyko et al.,
2008). Dichas modificaciones pueden ocurrir sin cambiar la secuencia del ADN original y
son conocidos como efectos epigenéticos.

Los efectos epigenéticos se pueden lograr con modificaciones interdependientes como la
metilacion del ADN, diferentes tipos de modificaciones de las histonas y/ por la
remodelacion de la cromatina sin alteracion de la secuencia de nucleotidos (Wagner et al.,
2003; Madlung et al., 2004; Vanyushin et al., 2006). La metilacion del ADN es una marca
epigenética que promueve el silenciamiento génico a nivel transcripcional (TGS) y juega un
importante papel en el mantenimiento de la integridad del genoma mediante el
silenciamiento de transposones (Tran et al., 2005). Este proceso por el cual se afiaden
grupos metilo al ADN es conocido por inhibir la expresién génica mientras que,
contrariamente, una reduccion en el nivel de metilacion conduce a un aumento en la
expresion génica (Finnegan et al., 1998). Los estudios acerca del mecanismo de regulacion
de tipo epigenético en Arabidopsis, tuvieron como base las observaciones registradas en
maiz a través de los marcadores de pigmentacion que afectan el color de los granos.
(McClintock, 1984; Reinders y Paszkowski, 2009; Wang et al., 2009). Este analisis
epigendmico de lineas de maiz ha ilustrado el impacto de estos mecanismos en grandes

genomas Y revel6 importantes similitudes y diferencias con genomas mas pequefios (Li et
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al., 2014). Esto llevo al descubrimiento del silenciamiento del transposon, un mecanismo
epigenético para minimizar la transposicion y la interrupcion gendémica por elementos
transponibles (TEs) lo que contradice la suposicion de que los genes permanecen en lugares
fijos en los cromosomas. La caracteristica que tienen los transposones, los cuales son
fragmentos de ADN, es que cuando cambian de posicion y abandonan el lugar en el que
estaban, en ese sitio se produce un delecién o pérdida de bases. Si el elemento transponible
estaba insertado en el interior de un gen, puede que se recupere la funcion de dicho gen. En
el caso del maiz se constatd que los transposones se sometieron a ciclos de inactividad,
modificaciones asociadas con cambios en la metilacién del ADN y no a reordenamientos de
la secuencia. Los transposones defectuosos e intactos también pueden ser modificados
epigenéticamente luego de la exposicion a un transposon activo (Federof, 1989).

Se ha revelado que la reactivacion de elementos transponibles en ciertas células de
gametofito y la semilla refuerza el silenciamiento de estos elementos en la linea germinal y
el embrion (Slotkin et al., 2009; Mosher y Melnyk, 2010). Estos cambios epigenéticos
adquiridos por las células somaticas antes del surgimiento del linaje celular reproductivo
pueden transferirse potencialmente a la siguiente generacion a través de la linea germinal
(Molinier et al., 2006). Varios trabajos sugieren que los estreses tanto abidticos como
bidticos son fuente del silenciamiento génico a nivel transcripcional promovida por la
metilacion del ADN, llevando a cabo la herencia de caracteristicas somaticas inducidas
(Jablonka y Raz, 2009; Pecinka et al., 2009; Boyko et al., 2010; Kathiria et al., 2010; Lang-
Mladek et al., 2010; Verhoeven et al., 2010; Eichten et al., 2011; Hauser et al., 2011,
Paszkowski y Grossniklaus, 2011; Becker y Weigel, 2012; Holeski et al., 2012; Jablonka,

2012Db; Luna et al., 2012; Luna y Ton, 2012; Rasmann et al., 2012; Ou et al., 2012). En el
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caso del ADN de trigo las secuencias derivadas de elementos transponibles son abundantes
(Echenique et al., 2002) y se ha observado la activacion de los elementos transponibles en
condiciones de estrés bidtico y abiotico (Hirochika, 1995; Wendel y Wessler, 2000). La
expresion de estos elementos transponibles se silencia tanto en la transcripcion y después
de la misma a traves de mecanismos epigenéticos (Slotkin y Martienssen, 2007), pudiendo
afectar genes vecinos debido a su alta tasa de insercion y delecién lo cual genera un rapido
cambio de las regiones intergénicas (Dubcovsky y Dvorak, 2007). En trigo se observaron
cambios en la metilacion del ADN inducido por el estrés salino en ensayos donde se
incluyd un cultivar tolerante y otro susceptible. En el cultivar tolerante hubo mayor
desmetilacién a pesar de que el cultivar susceptible tenia un nivel de metilacion mas bajo
en condiciones controladas. De este modo, se considera que los cambios en la metilacion
del ADN puede ser un efecto indirecto del estrés salino o un mecanismo defensivo preciso
para regular la expresion génica (Zhong et al., 2009). En cultivos como arroz también se
detectaron cambios en la metilacién del ADN bajo estrés salino (Wang et al., 2011), asi
como también por estrés inducido por deficiencia de nitrégeno, lo que generé una
alteracion heredable en la metilacion del ADN produciendo un aumento de la tolerancia a
las deficiencias de nitrdgeno de la progenie (Kou et al., 2011). Otro ejemplo de adaptacion
con respuesta a la herencia epigenética en arroz es el vinculado a ciertos loci desmetilados,
analizado durante nueve generaciones en este cultivo (Akimoto et al., 2007). Uno de estos
loci desmetilados contenia el gen Xa21G que se reprime de manera estable y confiere
resistencia al patdgeno Xanthomonas oryzae (Akimoto et al., 2007).

Otras evidencias de herencia epigenética estan vinculadas a la vernalizacién,

caracteristica de algunos trigos invernales, donde el tratamiento de baja temperatura reduce
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el nivel de metilacion del ADN, en analogia con lo que se vio en Arabidopsis thaliana y
achicoria (Cichirium intybus L.) (Brock y Davidson, 1994; Demeulemeester et al., 1999;
Sherman y Talbert, 2002). Ensayos comparativos entre trigos invernales y trigos
primaverales mostraron que el trigo invernal estaba mas altamente metilado que el trigo
primaveral, sugiriendo que no s6lo hay una desmetilacion inducida por la vernalizacion
relacionada con la induccion floral, sino que también existe una desmetilacion méas general
ocasionada por el tratamiento de baja temperatura. Se sabe que en paralelo a la reduccion
en la metilacion del ADN hay un aumento en la actividad de la expresion génica (Finnegan
etal., 1998).

Otro caso de herencia transgeneracional ha sido reportado en Polygonum persicaria
donde se observd que el ambiente en que crecieron las dos generaciones anteriores puede
influir en el fenotipo de la progenie. Cuando las dos generaciones sucesivas se expusieron a
estrés por sequia se indujo en su descendencia un mayor crecimiento de raices y
supervivencia bajo condiciones de restriccion hidrica. En algunos atributos como la
produccién de semillas, los efectos del estrés fueron notables, sosteniendo y/o aumentando
la produccién de semillas cuando las dos generaciones anteriores estuvieron expuestas a
deficiencias hidricas comparado con las que provenian de generaciones que no estuvieron
expuestas a dicho estrés (Herman et. al., 2012).

Muchos estudios sugieren que la metilacién del ADN influye en la sefializacion de las
hormonas en las plantas ya que se ha observado una relacién estrecha entre la regulacion
epigenética y la sefializacion de distintas hormonas (Zhu, 2010; Salehin et al., 2015;
Yamamuro et al., 2016). En este sentido, algunos trabajos relacionan a las citoquininas con

la regulacion epigenética, en plantas de azalea, donde tanto las citoquininas como la
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isopenteniladenina, y la dihidrozeatina y su ribdsido, se asocian con el final de la latencia 'y
el inicio de la floracion por metilacion del ADN. Estas evidencias sugieren que las
citoquininas son un factor epigenético que podria controlar la expresion génica durante la
transicion floral, proponiendo que dichas hormonas inducen la desmetilacion (Meijon et al.,
2011). Otro ejemplo es el de mutantes de Arabidopsis donde la floracién tardia podria estar
relacionada con una reduccion en la metilacion del ADN que afecta a los genes de
sefializacion de citoquininas (Li et al., 2008). En manzano, por ejemplo, se observd también
un efecto de la metilacion en la expresion del gen IPT5b que determina la biosintesis de
citoquininas. Un alto nivel de metilaciones en la regién promotora del gen IPT5b disminuye
su expresion, lo que conduce a una baja biosintesis de citoquininas (Feng, et al, 2017).
Teniendo en cuenta las evidencias descriptas anteriormente, la sobreexpresion de las
citoquininas en las plantas que portan el transgén Psark::IPT, (Howel et al., 2003) podria
determinar que tengan comportamientos diferenciales en cuanto a la respuesta epigenética
respecto de las plantas control. Es decir, que el condicionamiento asociado al ambiente
materno durante el desarrollo y crecimiento de los granos podria ser total o parcialmente
compensado por la sobreexpresion de las citoquininas, respecto de las plantas control,
cuando estas crecen en un ambiente asociado con estres.
1.2  Objetivos e hipotesis

El objetivo general de la tesis fue caracterizar el comportamiento ecofisioldgico de
trigos transgénicos transformados con la secuencia del transgén IPT bajo la regulacion del
promotor SARK.

Los objetivos particulares fueron:
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I. Caracterizar el rendimiento y sus atributos fisiolégicos (biomasa, indice de cosecha,
peso y nimero de granos, etc.) en plantas de trigo transformadas con el transgén
Psark::IPT y compararlas con plantas control frente a restricciones y excesos hidricos
durante el periodo critico del cultivo.

I1. Analizar la particion entre la biomasa aérea y radical en plantas transformadas con
el transgen Psark::IPT (y su comparacion con los controles) en respuesta a restricciones
y exceso hidricos en el periodo critico.

I1l. Evaluar si las plantas que portan el transgén Psark::IPT y las plantas control no
transgénicas presentan alguna herencia transgeneracional de adaptacion ambiental.
Las hipotesis de trabajo planteadas fueron:

I. En condiciones potenciales (sin restricciones hidricas ni nutricionales) los genotipos
de trigo que expresan el transgén Psark::IPT no penalizan en la produccion de biomasa
ni en el rendimiento alcanzado cuando son comparados con el control no transgénico.

Il. Genotipos de trigo que expresan el transgén Psark::IPT expuestos a estreses
abidticos (i.e. restricciones y excesos hidricos) en su comparacion con la condicién sin
estrés penalizan en menor medida el rendimiento respecto del control no transgénico
debido a un retraso en la senescencia foliar, permitiendo una mayor produccion de
biomasa y por ende un mayor rendimiento.

I11. Restricciones y excesos hidricos reducen el rendimiento en menor magnitud en las
plantas de trigo que expresan el transgén Psark::IPT, respecto de las plantas control,
debido a una menor reduccion en el niamero de granos por planta y por unidad de area.

No se esperan cambios en el peso de los granos.
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IV. Las plantas de trigo que expresan el transgén Psark::IPT presentan una mayor
particion a raices tanto en términos absolutos como relativos respecto de las plantas
control cuando son expuestas a condiciones hidricas estresantes.
V. Plantas de trigo que expresan el transgén Psark::IPT presentan durante y después
del periodo de imposicion del estrés mayor contenido de nitrogeno foliar (cuantificado
mediante el verdor SPAD) en comparacion con plantas control.
VI. Las plantas de trigo que expresan el transgén Psark::IPT presentan herencia
transgeneracional de adaptacion ambiental, lo que le da una performance distinta
dependiendo del estimulo ambiental en las que se origind las semillas.
Estructura de la tesis
La tesis se encuentra estructurada en 6 capitulos. Con un primer capitulo
introductorio, un segundo capitulo de estructura general de los experimentos,
seguido de tres capitulos donde se presentan y discuten los resultados, y un capitulo
final de discusion general.

» Capitulo 1: El presente capitulo incluye una introduccion general con los
antecedentes que dan origen al planteo de la problematica, tal como se detallo
en su contenido (ver arriba), e incluye los objetivos e hipdtesis a ser
abordados en la tesis.

» Capitulo 2: Descripcion de la estructura general de como fueron ejecutados
los experimentos que se llevaron a cabo para responder a los objetivos

planteados.
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Capitulo 3: Resultados de rendimiento y sus componentes fisiologicos de
plantas transgénicas Psark::IPT a restricciones y excesos hidricos en
condiciones controladas.

Capitulo 4: Resultados de rendimiento y sus componentes numéricos de
plantas transgénicas Psark::IPT a restricciones y excesos hidricos en
condiciones a campo.

Capitulo 5: Resultados de la determinacion de herencia transgeneracional de
adaptacion ambiental por parte de las plantas transgénicas Psark::IPT y las
plantas control no transgénicas.

Capitulo 6: Discusién general de los resultados més relevantes de cada uno

de los capitulos de resultados.
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CAPITULO 2

ESTRUCTURA EXPERIMENTAL

2.1  Descripcion general de los experimentos

Para la obtencidn de los resultados de la presente tesis se llevaron a cabo experimentos
con trigo transgénico Psark::IPT bajo condiciones controladas generadas en un invernaculo
de bioseguridad y en condiciones de campo. En todos los casos, al ser semilla de trigo
regulada, se cumpli6 con el marco normativo que propone el Instituto Nacional de Semillas
(INASE) para la manipulacion de organismos genéticamente modificados (OGM).

En la presente tesis se utilizaron dos tipos de escala de andlisis: una a nivel de planta
individual (sé6lo en la primera condicion) y otra de microcultivo, para abordar cada uno de
los objetivos planteados en el Capitulo 1 y poner a prueba las hip6tesis que los sustentan.
Los experimentos llevados a cabo en los afios 2015, 2016 y 2018 se realizaron a nivel de
planta individual en condiciones controladas, mientras que aquellos experimentos
conducidos durante los afios 2017 y 2018 se condujeron en condiciones controladas,

semicontroladas y a campo (Figura 2.1).
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4 N Nivel de N h / \

Ano o Condicion Descripcion
organizacion
2015 Planta individual Invernéculo Tubos PVC
2016 Planta individual Invernaculo Tubos PVC
1 Invernaculo Contenedores (1m?
2017 Microcultivo <] Sl
™ A campo Parcelas
1| Planta individual Invernaculo [« | Tubos PVC
2018
T 5 Contenedores (1m?3)
Microcultivo A campo ~__
1 Parcelas
N VAN '\ J NG J

Figura 2.1. Descripcion general de los experimentos realizados en los afios 2015, 2016, 2017 y
2018 segun el nivel de organizacién, la condicion experimental (invernaculo o a campo), y la
descripcion de la estructura experimental

En todos los experimentos se realizaron tratamientos donde se combinaron los factores
genotipo y ambientales.
2.2  Materiales y métodos
2.2.1 Material vegetal como factor genotipo

Se utilizaron semillas de trigo (Triticum aestivum L.) del cultivar ProINTA Federal (wild
type, PIF) como plantas control y semillas de dos lineas independientes de la misma

variedad con el transgén Psark::IPT (dos eventos transgénicos denominados TR1y TR4).
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2.2.1.1 Antecedentes de la obtencion y seleccion de los eventos de trigo transgénicos
Psark::IPT

El proceso de obtencion y seleccién de las plantas transgénicas de trigo Psark::IPT fue
realizado en un trabajo previo por Beznec (2016), el cual se detalla brevemente a
continuacion.

Se generaron con la introduccion del transgén Psark::ipt::tnos en la variedad ProINTA
Federal (PIF) mediante el método biolistico en el Instituto de Genética “Ewald A. Favret”
(IGEAF), unidad funcional del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (Beznec et
al, 2011). Se parti6 de semillas inmaduras de plantas de trigo ProINTA Federal que estaban
en un estado fenolégico de 20 dias post-antesis cultivadas en camara de crecimiento
controlado. Se extrajeron los embriones inmaduros y se disectaron escutelos de 1mm de
largo. Una vez logrado el bombardeo de los escutelos, se obtuvieron los explantes que se
regeneraron in vitro mediante embriogénesis somatica para la obtencién de plantas
completas. Como resultado se obtuvieron seis eventos transgénicos independientes (TR1,
TR2, TR3, TR4, TR5 y TR6) que contaban con la Unidad Transcripcional (UT) de forma
estable en base a los analisis moleculares pertinentes. Estas plantas transgénicas (To)
presentaron caracteristicas morfoldgicas similares a las plantas de trigo ProINTA Federal
(wild type). En base a ellas se generaron varias progenies (T1, T2, T3, T4) de cada evento
obtenido donde en estado de plantula se comprobd por PCR la presencia del transgén ipt.
Aquellas que presentaron PCR positivas (lo que confirma la presencia del transgén) en cada
progenie se trasplantaron individualmente a macetas plasticas de 1,2 | en un cuarto de
cultivo donde a una serie de plantas de cada evento transgénico, junto con las de wild type,

se las expuso a condiciones potenciales de nutrientes y disponibilidad hidrica y otras fueron
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sometidas a una restriccion hidrica entre macollaje (Z2.1, Zadoks et al., 1974) y floracién
(Z6.5, Zadoks et al. 1974). Se evaluaron las caracteristicas genotipicas y fenotipicas de
todas las plantas durante cada progenie y se identificaron aquellas que bajo déficit hidrico
manifestaron presencia del transcripto del gen ipt y similar aspecto a sus pares bajo
condiciones optimas de riego. En funcion de ello, se seleccionaron dos de los seis eventos
que presentaban una mejor performance (rendimiento por planta) que el wild type. Los
seleccionados fueron eventos transgénicos TR1 y TR4 para trabajar en futuros
experimentos en macetas, microcultivos y a campo. En el inicio de esta tesis se utilizaron
semillas de los eventos TR1 y TR4 pertenecientes a la generacion TSy T6.

El nimero de de sitios de insercion en los eventos TR1y TR4 para las generacion T6 se
analizo a través de Southern blot. Las autoradiografias (Figura 2.2) indicaron un nimero de
2 copias en el evento TR1 y de 10 copias en el evento TR4 del gen ipt integrado en el

genoma de las plantas transgénicas.
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Figura 2.2. Anélisis molecular por hibridacién de sondas (Southern Blot). En la calle | se observan
dos marcas de hibridacion correspondientes al genotipo TR1. En la calle Il se observan diez marcas
de hibridacion correspondientes al genotipo TR4. Para esta determinacion se digirio con la enzima
Xbal 20 ug de ADN gendmico. Luego de resolver la digestion en gen de agarosa 1% y realizar la
transferencia a membrana de nylon (Hybond N+) se procedi6 a la hibridacién con una sonda de 354
pb correspondientes al gen ipt, marcada con digoxigenin-11-deoxyuridine 5'triphososphate (Dig-
dUTP). En todos los casos se utilizo como referencia el DNA Molecular Weight Marker IlI,
Digoxigenin labeled (ROCHE). Las flechas indican la localizacion de las marcas de hibridacion
reveladas.

2.2.1.2 Analisis molecular de plantas de trigo transgénicos Psark::IPT desarrollados
durante la tesis

Las plantas transgenicas Psark::IPT de los experimentos desarrollados en condiciones
controladas en la presente tesis fueron analizadas molecularmente para constatar la

presencia y expresion del transgén utilizando las siguientes técnicas de biologia molecular.
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Extraccién de ADN v andlisis de PCR: Esta evaluacién molecular se realiz6 en estado de

plantula (Z1.2, Zadoks et al., 1974) en la cual se tom6 una porcién (0,5 cm) de la segunda
hoja para la extraccion de ADN gendémico del tejido foliar (Dellaporta et al., 1983). Una
vez extraido el ADN, éste se analiz6 mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
para la presencia o ausencia del gen IPT. La reaccion de PCR se llevd a cabo en un

volumen final de 25 pl con 20-50 ng de ADN gendmico de trigo como molde (Figura 2.3).

& 9. 10 11 12 13

Figura 2.3. Deteccion por PCR del transgén ipt en una serie de las plantas analizadas. Resultado de
amplificacion enzimética con los el primers fordward SARK 2201 que hibrida sobre la zona media
del promotor y el primer reverse IPT 2844 el cual hibrida sobre la zona media de la secuencia del
gen ipt. Calles: 1) a la 12) se identifican plantas positivas para el transgén; 13) Se identifica planta
negativa para el transgén; 15) control negativo (ADN de PIF); 16) control positivo (plasmido p
BSIPT). El marcador de peso molecular (mwm) utilizado fue 1Kb ladder (Invitrogen). La banda de
643bp correspondiente al transgén ipt se determiné extrapolando con los tamafios de las bandas del
marcador de peso molecular 1 Kb ladder.

Anélisis de expresion del transgén: Para la PCR en tiempo real (RT-PCR y RT-gPCR),

se detectd la expresion del gen ipt al finalizar el tratamiento de estrés hidrico, aspecto que
se detalla en el siguiente item, para ello se extrajo el ARN total del tejido foliar de cada
planta con Trizol (Invitrogen, EE. UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante, y se
cuantifico con un espectrofotometro NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, EE.
UU.). Los ARN totales se trataron con ADNasa libre de RN1 RNasa (Promega, EE. UU.)

para eliminar el ADN contaminante. La ausencia de ADN en muestras de ARN se confirmo
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por andlisis de PCR. EI ADNc de la primera cadena se sintetizd con oligo (dT) 18 como
cebador y transcriptasa inversa SuperScript Il (Invitrogen, EE. UU.) siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Se utilizé un sistema de deteccion en tiempo real Icycler
IQ (BioRad, EE. UU.). El gen TaCCF de trigo, que codifica un factor de condensacion
cromosomico putativo, se usé como un gen de control interno (Stephenson et al., 2007).
Los transcritos del gen ipt se amplificaron usando el kit 1Q SuperMix PCR (BioRad, EE.
UU.) con los cebadores: iptF70 e iptR70. Las condiciones de ciclado de PCR
comprendieron un ciclo a 95 ° C durante 5 min, seguido de 45 ciclos a 95 ° C durante 20 sy
a 60 ° C durante 40 s.

2.2.2 Condiciones hidricas como factor ambiental

Experimentos en condiciones controladas: Los tratamientos de estrés hidrico realizados

en condiciones controladas consistieron en: (i) cultivos con riego normal, sin restricciones
hidricas (Regado); (ii) cultivo anegado durante el periodo critico (i.e. 25-30 dias previos a
antesis hasta 10 dias post antesis) (Anegado); y (iii) cultivo con restriccion hidrica durante
el mismo periodo que el tratamiento (ii) (Déficit hidrico).

Experimentos en condiciones a campo: En los experimentos en condiciones de campo,

los tratamientos fueron (i) control con riego sin restricciones hidricas y (ii) sequia aplicada
durante el periodo critico del cultivo.
2.3  Estructura de los experimentos, tratamientos y disefio experimental
2.3.1 Experimentos en condiciones controladas
2.3.1.1 Experimentos a nivel planta individual
Durante tres afos (2015, 2016 y 2018) se realizaron distintos experimentos dentro de un

invernaculo de bioseguridad del Instituto de Genética “Ewald A. Favret” (IGEAF) unidad
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funcional del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria, Buenos Aires, Argentina (34°
35" S, 58° 29'N). Los tratamientos consistieron en combinaciones de genotipos y
tratamientos de déficit y exceso hidricos. Las semillas provenientes del cultivar ProINTA
Federal (PIF) de las plantas transgénicas Psark::IPT (TR1 y TR4) fueron sembradas en
speedlings en fecha Optima para el cultivar PIF (20 de mayo para los tres afios) hasta que
las plantulas expandieron la segunda hoja (Z1.2, Zadoks et al. 1974), y luego fueron
transplantadas en tubos para completar su ciclo ontogénico hasta madurez de cosecha. Los
tubos utilizados eran de policloruro de vinilo (PVC) de 75 cm de largo y 6 cm de didmetro,
rellenos con una mezcla 2:1 de arena y tierra, y cubiertos en su parte inferior por un tejido
de malla fina que actu6 como contencién. Los tubos estuvieron insertos sobre una
estructura metélica de contencion dentro de contenedores pléasticosde 1 m3(I1mx1mx1
m) siguiendo la disposicion de una estructura de cultivo. Se utilizaron contenedores
plasticos donde cada uno de ellos correspondié a un tratamiento hidrico. En total se
utilizaron 162 tubos distribuidos aleatoriamente dentro de los contenedores
correspondiendo 56 tubos para cada genotipo (PIF, TR1y TR4). El disefio experimental fue
en parcelas divididas, asignandose la parcela principal a la condicion hidrica y la subparcela
al genotipo (dentro de cada tratamiento de estrés hidrico los genotipos se distribuyeron al
azar).

El tratamiento de exceso hidrico (Anegado) se implementd mediante el llenado del
contenedor que contiene a los tubos con agua, hasta 2 cm por encima de la parte superior de
los tubos y se evitd el drenaje cerrando la valvula de desagote de la parte inferior del
contenedor. Una vez finalizado el tratamiento se abrid la valvula inferior del contenedor y

se mantuvo en capacidad de campo hasta madurez fisiol6gica. Debido a la composicion de
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la mezcla arena y tierra (2:1) el drenaje de los tubos fue inmediato de modo que al cabo de
unos minutos de abrirse la valvula de desagote el cultivo fue liberado del anegamiento.
Durante todo el periodo previo al anegamiento los contenedores se mantuvieron a
capacidad de campo.

En el tratamiento de restriccion hidrica, llamado “Déficit hidrico”, los tubos se
mantuvieron con un 80% de capacidad de campo hasta el inicio de este (inicio del periodo
critico), momento en el cual se dejo de regar hasta lograr un 20% de capacidad de pampo y
se mantuvo durante todo el periodo de restriccion hidrica. Finalizado el tratamiento se rego
para mantener los tubos nuevamente el 80% de capacidad de campo hasta madurez
fisiologica. El tratamiento control (Regado) se mantuvo el 80% de capacidad de campo
durante todo el ciclo del cultivo (Figura 2.4).

Las mediciones del contenido de humedad fueron realizadas con una sonda hidrica
(MPM 160 Moisture Probe Meter, ICT International Pty Ltd, Australia) la cual emite las
mediciones en milivoltios (mV). Donde los datos fueron transformados como porcentaje de
la capacidad de campo del suelo a través de un modelo que relaciona porcentaje de
capacidad de campo con el potencial hidrico (mV) descrito y ajustado previamente por

Beznec, et al 2016 para el mismo sustrato.
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Figura 2.4. Dindmica del contenido hidrico del suelo en los tubos medido como porcentaje de
capacidad de campo en funcion de los dias desde la siembra para los genotipos PIF, TR1y TR4 en
los experiementos 2015 y 2016 (Experimento 2018 sin datos).

En todos los casos los ensayos se mantuvieron con alta disponibilidad de nutrientes a
través de fertilizaciones y se controlaron las adversidades bidticas. Ademas, el experimento
se condujo con control de adversidades bioticas desde siembra hasta madurez.
2.3.1.2 Experimentos a nivel microcultivo

Para poder llevar a cabo este experimento, que tenia como objetivo evaluar la herencia

transgeneracional (efecto materno) del transgén Psark::IPT se realizaron tres experimentos
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a escala de microcultivo (ver descripcion debajo) durante el 2016, 2017 y 2018 dentro del
mismo invernaculo mencionado en el punto anterior.

En el afio 2016 se realizo el experimento sélo con el genotipo ProINTA Federal el cual
es el fondo genico de los transgénicos Psark::IPT, tal como se explico en el item 2.2.1 del
presente capitulo. El objetivo de este experimento fue detectar si este genotipo manifestaba
alguna evidencia de variabilidad fenotipica ante un déficit hidrico, dependiendo de si el
ambiente materno donde fueron generadas las semillas tuvo o no un déficit hidrico en el
periodo critico del cultivo para la generacion del rendimiento. En base a los resultados
obtenidos en este experimento (resultados descriptos en el Capitulo 5) se realizaron dos
experimentos mas, uno en el afio 2017 y otro en el afio 2018 en los cuales se incorporaron
los genotipos transgénicos Psark::IPT.

Los tres experimentos tuvieron la misma estructura y disefio experimental tal como se
describe a continuacién con la diferencia que en el 2016 sélo se utiliz6 el PIF y en el 2017
y 2018 se utilizaron los genotipos PIF, TR1 Y TRA4.

Se utilizaron semillas de PIF, TR1 y TR4 (dependiendo del afio experimental) que se
formaron en ambientes maternos contrastantes de disponibilidad hidrica. Estas semillas
fueron recolectadas de la cosecha de los experimentos de “nivel planta individual”
descriptos en el punto anterior. Tal es asi que del experimento a nivel planta individual del
afno 2015 se utilizaron semillas del genotipo PIF para realizar el experimento 2016 y de los
experimentos a nivel planta de los afios 2016 y 2017 se utilizaron las semillas de los
genotipos PIF, TR1 y TR4 para el experimento 2017 y 2018, respectivamente. Un pool de
semillas fue de la progenie de plantas que estuvieron en una condicion hidrica con riego

(Regado-PIFR TR1r y TR4Rr) y otro pool de semillas de la progenie de plantas que
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estuvieron en una condicion de déficit hidrico (Déficit hidrico - PIFpn, TR1pn Y TR4pH)
desde el estado ontogénico Z1.5 a Z6.9 + 5 dias (Zadoks et al., 1974).

Los experimentos se condujeron en contenedores plasticos de 1m3 (Imx1mx1m) rellenos
con una mezcla 2:1 de arena y tierra. En cada contenedor se sembraron ocho lineas, de las
cuales tres hileras fueron sembradas con semillas provenientes del tratamiento riego
(Regado - PIFr, TR1r Yy TR4Rr respectivamente), otras tres hileras con semillas provenientes
del tratamiento de déficit hidrico (Déficit hidrico - PIFpH, TR1pH Y TR4pH respectivamente)
y dos hileras de bordura con PIF. En el caso del experimento del afio 2016, tal como se
menciono anteriormente, se sembro todo el contenedor con PIF respetando dentro de este el
origen del ambiente materno. Esta aproximacién permiti6 establecer un “microcultivo” ya
que se sembré a una densidad agrondémica (200 pl m) y con una distancia entre hileras de
12 cm (25 plantas por m lineal). La densidad que se logré fue uniforme dado que los
genotipos fueron sembrados a mano utilizando una cinta de papel engomada y
biodegradable donde cada semilla se distancié a 4 cm una de la otra de manera uniforme
asegurando la densidad final deseada. Las semillas provenientes de ambos ambientes
contrastantes se sembraron en hileras aleatorizadas dentro de cada contenedor, que
correspondié a una condicién hidrica. Los tratamientos de condicion hidrica impuestos
fueron el control (Regado) donde se mantuvo a capacidad de campo correspondiente a un
porcentaje de humedad que varia entre 10 y 15% durante todo el ciclo del cultivo y déficit
hidrico similar al descripto en el punto anterior para planta individual con un porcentaje de

humedad alrededor del 5% (Figura 2.5).
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Las valores de porcentaje de humedad fueron obtenidos a través del muestreo de suelo
en distintos momentos de la imposicion del tratamiento de “déficit hidrico” registrando el

peso humedo y seco de las muestras de suelo para estimar el porcentaje de humedad.
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Figura 2.5. Dindmica del porcentaje de humedad del suelo en los contenedores en funcion de los
dias desde la siembra. La linea continua representa el tratamiento regado y la linea punteada al
déficit hidrico (DH). La barra horizontal indica el periodo en que se impuso el déficit hidrico
coincidente con el periodo critico del cultivo.

La fecha de siembra para los tres afios de experimentos fue el 24 de mayo y el disefio
experimental fue de parcelas subdivididas completamente aleatorizadas con tres
repeticiones donde la parcela principal fue la condicién hidrica, la subparcela el genotipo y
la sub-subparcela el ambiente materno donde se originaron.

2.3.2 Experimentos en condiciones a campo

Se realizaron tres experimentos a campo en ambientes diferentes. Dos de los

experimentos se llevaron a cabo en el Campo experimental del INTA Bordenave (37° 46'S,

63°05' O), provincia de Buenos Aires (Argentina), durante los afios 2017 y 2018. El tercer
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experimento se realizé en el Campo Experimental del Departamento de Produccién Vegetal
de la Facultad de Agronomia de la Universidad de Buenos Aires (34° 35°S, 58°29°0),
Ciudad de Buenos Aires (Argentina), durante el afio 2018.

El suelo del campo de la localidad de Bordenave es un Haplustol éntico el cual esta en
relacion directa con la cantidad y distribucion de las precipitaciones que reciben. Tiene
valores de constantes de hidricas de 150 mm para capacidad de campo, de 77 mm para
punto de marchitez permanente y 73 mm de agua Gtil en un metro de profundidad. En
cambio, el campo de la Facultad de Agronomia es un Argiudol vértico, donde sus
constantes hidricas son de 482 mm de capacidad de campo, 282 mm como punto de
marchitez permanente y 200 mm de agua Util en un metro de profundidad.En el afio 2017 se
realiz6 una siembra a campo en la localidad de Bordenave con semillas provenientes de
plantas individuales. El objetivo de este experimento fue realizar un screening para evaluar
la performance de plantas originadas a partir de granos de plantas individuales de PIF, TR1,
TR4 y una linea segregante no transgénica (SNT) como control. La evaluacion consistié en
analizar estas lineas en términos de rendimiento a los efectos de seleccionar las que mejor
rendimiento por unidad de area tuvieron en condiciones de campo dentro de cada evento
transgénico. La siembra se realizo el 17 de Julio de 2017, utilizando hileras de 1 m de largo
separadas a 20 cm por cada una de las plantas con tres repeticiones siguiendo un disefio
completamente aleatorizado. El experimento se condujo en condiciones de secano,
aplicando riego sélo cuando fue necesario para evitar estreses extremos.

A partir de los resultados obtenidos en el experimento realizado en Bordenave en el afio
2017, se seleccionaron dos lineas de cada uno de los eventos (TR1y TR4) y de la SNT, en

funcién de su performance. Estas lineas, incluido el PIF, fueron sembradas en parcelas a
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campo al afio siguiente en las localidades de Bordenave (INTA) y Buenos Aires (FAUBA).
Asi, durante 2018 se condujeron dos experimentos a campo. En Bordenave, se realizé la
siembra el dia 12 de Julio, y en Buenos Aires el 16 de Julio. En ambos casos se utilizaron
parcelas de 5 surcos por 1 m de ancho con tres repeticiones distribuidas al azar siguiendo
un disefio de parcelas divididas donde la parcela principal fue el tratamiento de condicion
hidrica (riego y secano) y la sub-parcela era el factor genotipo las cuales estaban dispuestas
al azar. Es importante hacer notar que en el ensayo de Bordenave el genotipo PIF no fue
incluido por inconvenientes con la germinacion. No obstante, dentro de los genotipos
evaluados se encontraban dos segregantes no transgénicos (SNT). Para generar el
tratamiento de condicion hidrica contrastante el cultivo fue conducido en condiciones de
riego y secano en ambas localidades. El riego se realiz6 con sistema de riego por goteo,
manteniendo el contenido hidrico del suelo cercano a capacidad de campo.
2.4 Condiciones meteorologicas
2.4.1 Experimentos en condiciones controladas

Los datos meteorologicos de temperatura del aire y humedad relativa fueron registrados
con un sensor (HOBO U12-013, Onset Computer Corporation) ubicado al lado del
experimento. Se realizd el registro de los datos cada 15 minutos lo que permitié obtener la
humedad relativa y temperatura diaria durante todo el ciclo.

En cuanto a la radiacion se utilizd la base de datos de la estacion meteoroldgica
automatica Castelar 1 - ICyA CIRN, Buenos Aires, Argentina ubicada a 1,3 km del
experimento (http://siga2.inta.gov.ar/#/) considerando una disminucién estimada del 40%

en el interior del invernéaculo (datos propios).
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Datos climaticos: Con los datos de temperatura maxima, media y minima, y humedad

relativa obtenidos por el sensor HOBO cada 15 min, se realiz6 un promedio dentro de cada
dia para obtener un valor diario. Estos valores diarios de humedad relativa y temperatura
media se utilizaron para estimar el déficit de presion de vapor (DPV, kPa), calculado como
la diferencia entre la presion de vapor de aire real (ea) y la presion de vapor saturada (es)
para el dia i siguiendo la ecuacién de Clausius-Clapeyron.
es(i) = exp (19.0177 - (5327~ ((Tmed (i) + 273) 1)) (Ecuacion 2.1)
ea(i) =es(i)~HR(i)=10071 (Ecuacion 2.2)
donde Tmed( i ) es la temperatura media (° C) y HR (i) es la humedad relativa media
diaria (%) del dia (i).

Para facilitar la interpretacion visual de estos pardmetros, como la temperatura (maxima,
media y minima), humedad relativa, déficit de presibn de vapor y radiacion
fotosintéticamente activa, los datos se presentan como un promedio de los valores en

intervalos de 10 dias.
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Figura 2.6. Condiciones meteoroldgicas durante el ciclo del cultivo para los afios 2015, 2016, 2017
y 2018. Valores diarios (promedio decadico) de temperatura maxima (Tmax), media (Tmed),
minima (Tmin), radiacion fotosintéticamente activa incidente (RFA), y déficit de presion de vapor
(DPV).
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2.4.1.1 Experimentos a nivel planta individual

Durante la etapa en la que estuvieron impuestos los tratamientos de estrés hidrico,
coincidente con el periodo critico del cultivo, se cens6 una radiacion fotosintéticamente
activa similar entre los tres afios de experimento, la cual mostro valores promedio para
dicha etapa de 3,3, 3,4y 3,1 MJ m2 d* para los afios 2015, 2016 y 2018, respectivamente.
El déficit de presion de vapor (DPV) durante dicha etapa fue de 1,3, 1,2 y 1,5 kPa para los
afios 2015, 2016 y 2018, respectivamente. Con respecto a la temperatura, para la misma
etapa se censaron temperaturas medias de 16,2, 14,4 y 18,7 °C para 2015, 2016 y, 2018,
respectivamente. Siendo durante esa etapa el 2016 el afio méas fresco y el 2018 el méas
calido, dado que las temperaturas minimas fueron de 10,2, 95 y 12,02 °C y las
temperaturas méximas fueron de 25,7, 20,8 y 31,2 °C, siguiendo el orden de como fueron
los ensayos (Figura 2.6). El otro pardmetro evaluado fue la humedad relativa, la cual
durante dicho periodo mostré un rango de 73,2 a 68,3% para los afios evaluados.

En lineas generales, durante todo el ciclo ontogénico la radiacion fotosintéticamente
activa (RFA) en el experimento del 2018 fue mas constante en comparacion con el
experimento del 2015 y 2016 (Figura 2.6). En los afios 2015 y 2016 se observaron
importantes variaciones en la RFA con picos maximos y minimos en todo el ciclo, y sobre
todo alrededor de floracion. Con respecto a la temperatura media, esta fue incrementandose
a medida que avanzoé el ciclo, con un mayor incremento en el experimento del 2018.
Asimismo, la amplitud térmica en 2018 fue mayor respecto de la observada durante 2015 y
2016. Por ultimo, el DPV se mantuvo en los tres afios alrededor de 1,4 kPa.

2.4.1.2 Experimentos a nivel microcultivo
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Los experimentos a nivel microcultivo se llevaron a cabo en los afios 2016, 2017 y 2018
dentro del mismo invernaculo en el que se ejecutaron los experimentos a nivel planta. En
los afios 2016 y 2018 las caracteristicas de las condiciones ambientales en las que
estuvieron expuestas las plantas del experimento a nivel planta fueron en promedio
similares para las plantas de los experimentos a nivel microcultivo. Esto fue asi dado que
estos ultimo fueron sembrados tres dias después de sembrados los experimentos a nivel de
planta por lo que el ciclo ontogénico, el momento de imposicion y duracion del tratamiento
hidrico fueron en promedio similares.

Como se observo en el punto anterior, la radiacién fotosintéticamente activa en el
periodo critico del cultivo fue en promedio para el 2016 y 2018 de 3,2 MJ m? d?, a
diferencia de afio 2017 que fue de 2,2 MI m2d.

El déficit de presion de vapor (DPV) en el 2017 fue de 1,2 kPa manteniéndose similar a
los valores de los afios de experimentos 2016 y 2018.

La temperatura dentro del invernaculo en el 2017 se mantuvo generalmente en valores
intermedios a los censados en los experimentos del 2016 y 2018, tomando valores de 11,6
°C, 23,5°C y 16,4°C de temperatura minima, maxima y media.

Por ultimo, el porcentaje de humedad ambiente medido en el 2017 respecto a los otros
dos afios de experimento (2016 y 2018) fue similar.

2.4.2 Experimentos en condiciones a campo

Los datos meteoroldgicos se registraron cada hora durante todo el ciclo de cultivo. En el

caso de FAUBA utilizando una estacion meteoroldgica automatica (Davis Vantage Pro2,

EE.UU.) colocada en el mismo sitio donde se realiz6 cada experimento.
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En Bordenave se utilizé la base de datos de la estacion meteoroldgica automatica
ubicada en el INTA de Bordenave, Buenos Aires, Argentina ubicada cerca del experimento

(http://siga2.inta.gov.ar/#/)

Todos los experimentos se realizaron en el comienzo de la segunda quincena de julio por
lo que el ciclo del cultivo en los dos afios experimentales transcurrié en el periodo
comprendido entre julio y diciembre de cada afio. Para el periodo julio-diciembre la
radiacion incidente acumulada en Bordenave 2017 (experimento correspondiente al
screening de las lineas) fue de 1139 MJ m2, mientras que en el afio 2018 dicha radiacion
fue de 1101 y 949 MJ m en los experimentos de Bordenave y FAUBA, respectivamente.
La temperatura promedio para el mismo periodo fue de 14°C en Bordenave en el afio 2017,

y de 21°Cy 16 °C en Bordenave y FAUBA, respectivamente en el 2018 (Figura 2.7).


http://siga2.inta.gov.ar/#/
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Figura 2.7. Condiciones meteorolégicas durante el ciclo del cultivo en el experimento de
Bordenave durante los afios 2017 y 2018, y en FAUBA 2018. Valores diarios (promedio decadico)
de temperatura media (Tmed) y radiacién fotosintéticamente activa diaria incidente (RFA). Las
barras representan las precipitaciones (PP) acumuladas cada 10 dias.
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Las precipitaciones acumuladas fueron de 312 mm en Bordenave 2017, 258 y 301 mm
en Bordenave y FAUBA 2018, respectivamente, para el periodo julio-diciembre de cada
afio. Aunque las precipitaciones acumuladas no fueron muy distintas, si lo fue la
distribucion de estas durante el ciclo del cultivo. En el 2017 en Bordenave 85% de las
precipitaciones se concentraron entre los meses de julio y mediados de noviembre, mientras
que en el 2018 las precipitaciones en el experimento de Bordenave ocurrieron en mayor
medida al inicio de la etapa de llenado (63% de las lluvias ocurrieron entre los meses de
septiembre y octubre). En el experimento de FAUBA las precipitaciones se acumularon
mayormente en la etapa previa al llenado de granos (Figura 2.7). Por lo que, en este Gltimo
teniendo como referencia a la evapotranspiracion del cultivo calculada con el método de
Penman-Monteith, las precipitaciones no lograron cubrir el consumo de agua por parte del
cultivo sobre todo en la etapa de floracion (Allen et al.,2006). Distinto a lo que ocurrié en
Bordenave donde en la misma etapa fenologica la evapotranspiracion del cultivo fue

cubierta por las precipitaciones (Figura 2.8)
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Figura 2.8. Diferencia entre las precipitaciones y la evapotranspiracion del cultivo (mm) para la
localidad de Bordenave y FAUBA en los meses en que estuvo implantado el cultivo. La flecha (J/)
determina la ocurrencia de la antesis.

2.5 Mediciones
Las mediciones realizadas en cada experimento se detallan en cada uno de los Capitulos

en el que se hace referencia a los resultados obtenidos.
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CAPITULO 3

RENDIMIENTO POR PLANTA Y SUS COMPONENTES FISIOLOGICOS EN
TRIGOS TRASNGENICOS Psark::IPT FRENTE A RESTRICCIONES Y

EXCESOS HIDRICOS EN CONDICIONES CONTROLADAS

3.1  Introduccién

Los estreses abioticos, como los excesos y déficit hidricos, reducen el rendimiento del
cultivo de trigo. Si bien el rendimiento en los cultivos de grano esta definido por el nimero
de granos y el peso de los mismos, el nimero de granos por unidad de &rea es el
componente de rendimiento que mejor explica los cambios en el rendimiento (Fischer,
1985; Slafer y Andrade, 1993; Slafer et al., 1994; Miralles et al., 1998; Miralles y Slafer,
1999; Borrés et al., 2004; Shearman et al., 2005; Sanchez-Garcia et al., 2013). Aunque el
namero de granos se genera a lo largo de todo el ciclo del cultivo, existe una etapa critica
para su determinacién ubicada en un lapso que comprende desde los 20 dias previos a la
floracion hasta los 10 dias posteriores a dicho estadio y es denominado periodo critico, tal
como fue explicado anteriormente en el Capitulo 1 (Fischer, 1985; Savin y Slafer, 1991;
Slafer y Andrade, 1993; Abbate, et al., 1995). Cualquier estrés hidrico, sea por exceso o0 por
déficit, que ocurra durante el periodo critico, reducira la tasa de crecimiento de las espigas
y su peso final, y por lo tanto redundara en un menor nimero de granos por espiga y un

menor rendimiento (Setter et al., 1999; Hoffman et al., 2008, Araki et al., 2012; de San
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Celedonio et al., 2014). En linea con lo antes expuesto, ademas de generarse una reduccion
de la biomasa aérea también se ve reducida la biomasa radical (de San Celedonio et al.,
2017).

Un estrés hidrico (por exceso o por déficit) produce un incremento en la senescencia
foliar, la cual estd regulada por la expresion coordinada de genes especificos (Buchanan-
Wollaston, 1997; Chandlee, 2001; Yoshida, 2003; Lim, et al. 2007; Farooq et al., 2009;
Mittler y Blumwald, 2010). La senescencia foliar genera una disminucion del area foliar
verde afectando negativamente tanto al nimero de granos como al peso de estos,
dependiendo de la etapa de desarrollo en la que ocurra, i.e. durante el periodo critico o
durante el llenado de granos, respectivamente (Madden y Nutter, 1995). Los genes que
participan durante la senescencia, llamados Genes Asociados a la Senescencia (SAGS), se
han identificado en especies como Arabidopsis, nabo y arroz (Buchanan-Wollaston, 1997;
Gan y Amasino, 1997; Quirino et al., 1999; Lee et al., 2001; Yoshida, 2003; Guo et al.,
2004; Liu et al., 2008). Los elementos génicos que controlan la expresion de los SAG han
sido usados como estrategia para generar una autorregulacién del sistema de inhibicion de
la senescencia. En este sentido, diferentes trabajos mencionan (tal como fue indicado en el
Capitulo 1) el uso de construcciones para realizar transgénesis, donde se colocé el gen que
codifica para la enzima adenosina fosfato isopenteniltransferasa (IPT) aislado de
Agrobacterium tumefaciens bajo el control transcripcional del promotor especifico asociado
a la senescencia (SAGSs), el cual fue aislado de poroto (Phaseolus vulgaris L.) denominado
Receptor proteina-Kinasa Asociado a la Senescencia (SARK, Hajouj et al., 2000).
Construcciones génicas donde la expresion del gen ipt estd regulada por el promotor

SARK, el cual es inducible por maduracién y estrés, se introdujeron en plantas
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dicotileddneas y monocotileddneas (Rivero et al., 2007; Rivero et al., 2009; Peleg et al.,
2011; Qin et al., 2011; Oneto et al., 2016). La enzima codificada por el gen ipt tiene como
funcidn catalizar el paso limitante en la ruta de biosintesis de citoquininas (Akiyoshi et al.,
1984; Barry et al., 1984). Por ello, la sobreexpresion de este gen provoca un aumento de los
niveles enddgenos de citoquininas respecto a las plantas wild type, reduciendo la
senescencia foliar e induciendo la tolerancia a estreses que aceleran la senescencia (Howell
et al., 2003). Hay evidencias de plantas Psark::IPT de tabaco, de mani, algoddn, arroz y
maiz que han expresado un mantenimiento del rendimiento fotosintético y un retraso en la
senescencia de las hojas ante la exposicion a condiciones de estrés hidrico (Rivero et al.,
2007, 2010; Qin et al., 2011; Peleg et al., 2011; Kuppu et al., 2013; Oneto et al., 2016). En
el caso de cultivares de mani y arroz en los que se introgreso el trasngén Psark::IPT han
mostrado un aumento del rendimiento en grano ante condiciones de estrés hidrico, respecto
a las plantas testigo, debido a cambios en la relacion fuente: destino dando como resultado

un mayor numero de granos (Qin et al. 2011; Peleg et al., 2011).

En base a estos estudios y en el marco de la tesis, los objetivos de este capitulo fueron
caracterizar el rendimiento y sus atributos fisioldgicos (biomasa, indice de cosecha, peso y
namero de granos, etc.) en plantas de trigo transformadas con el transgén Psark::IPT y
compararlas con plantas control frente a restricciones y excesos hidricos durante el periodo
critico del cultivo. Ademas, se analizé la particion entre la biomasa aérea y radical en
plantas transformadas con el transgén Psark::IPT (y su comparacion con los controles)

(Objetivos particulares 1 y II).

3.2  Materiales y métodos
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3.2.1 Condiciones generales, disefio experimental y tratamientos

Este capitulo aborda los experimentos a nivel planta que fueron conducidos bajo
condiciones controladas. Las condiciones generales, disefio experimental y tratamientos
fueron descriptos en el Capitulo 2 de la tesis (Materiales y Métodos) en la seccion 2.3.1
“Experimentos a nivel planta individual”.

Para los tres afios de experimentos 2015, 2016 y 2018, el inicio y la finalizacion del
estrés hidrico fue alrededor de los 80 y 119 dias desde la emergencia (DDE) de las plantas,
respectivamente (Cuadro 3.1). Dentro de esta etapa en la que se ejecutaron los tratamientos
con las distintas condiciones hidricas estuvo ubicado el periodo critico para la definicion
del rendimiento en grano.

Cuadro 3.1. Inicio y fin de los tratamientos de estrés hidrico en dias desde emergencia para los
tres afios de experimento 2015, 2016 y 2018.

2015 2015 2018
Dias desde siembra (DDE)

Inicio de estrés hidrico 79 71 91
Fin de estrés hidrico 117 114 126

3.2.2 Mediciones realizadas
3.2.2.1 Fenologia y aparicién de hojas

La determinacion de la fenologia durante todo el ciclo ontogénico se realiz6 utilizando el
codigo decimal Zadoks et al. (1974). Las etapas fenoldgicas del cultivo que se registraron
fueron emergencia (Z1.0), segundo nudo (Z3.2) y floracion (Z6.5) como referentes para

ubicar dentro del ciclo los tratamientos de condicion hidrica.
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En conjunto con el seguimiento de la fenologia, se registré la dindmica de aparicion de
hojas en el vastago principal. Para ello se marcaron dos plantas de cada genotipo dentro de
cada tratamiento y se siguio la aparicion de hojas cada 3-4 dias desde la emergencia hasta la
floracion utilizando la escala propuesta por Haun (1973).
3.2.2.2 Area foliar verde e indice de verdor

Para cuantificar el &rea foliar verde se utilizaron las mismas plantas que fueron marcadas
para seguir la fenologia y la dinamica de aparicion de hojas. La medicion se inici6é una vez
que se observo que la hoja bandera del vastago principal estaba totalmente expandida
(Z3.9) con la ligula visible. Desde ese momento se midio, sobre el vastago principal, dos
veces por semana el ancho y largo (en cm) del sector verde de la hoja bandera (HB) y de las
dos hojas inmediatamente por debajo de la misma (HB-1 y HB-2; Figura 3.1). La medicién

de largo y ancho de hoja se realiz6 en los afios 2016 y 2018.

Figura 3.1. Esquema del véstago principal detallando la posicion de la hoja bandera (HB) y las
inmediatamente posteriores a la misma.

De manera simultanea al momento en que se tomaron los datos para el calculo del area
foliar se midié en el vastago principal, en las mismas hojas (HB, HB-1 y HB-2), el

contenido de clorofila de manera no destructiva utilizando un medidor de clorofila SPAD-



59

502 (Minolta, Milton Keynes, UK). Esta medicion se realiz6 en los tres afios
experimentales.

Las mediciones de area foliar verde e indice de verdor SPAD se realizaron hasta la
senescencia total de cada hoja.
3.2.2.3 Biomasa aérea y radical

Se realizaron muestreos de biomasa aérea en tres momentos del ciclo ontogénico para su
posterior andlisis. Los muestreos se llevaron a cabo al momento de imponerse y al finalizar
los tratamientos de estrés hidrico, y el tercer muestreo fue al finalizar el ciclo del cultivo. El
primer muestreo se ejecut6 cuando el cultivo comenzaba a encafiar (Z3.2), el siguiente fue a
los diez dias de ocurrida la antesis (Z6.9 + 10 dias) y el Gltimo a madurez de cosecha. El
primer muestreo se realizé a los 79, 71 y 91 dias desde emergencia (DDE) para los afios
2015, 2016 y 2018 respectivamente (Cuadro 3.1). En el primer muestreo se tomaron al azar
8 plantas de cada genotipo (Cuadro 3.2). En el segundo muestreo, que coincidié con el
momento en que se liberd el estrés hidrico, se extrajeron 8 tubos al azar de cada genotipo en
cada uno de los tratamientos a los 106 y 104 DDE en el 2015 y 2016 respectivamente y 4
tubos a los 131 DDE el 2018 (Cuadro 3.1, Cuadro 3.2). El resto de los tubos, 8 de cada
genotipo en cada uno de los tratamientos, siguieron su curso con riego normal hasta

madurez de cosecha, momento del tercer muestreo.
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Cuadro 3.2. Numeros de plantas muestreadas al inicio y fin de la imposicion del estrés hidrico y
a madurez, para los tres afios de experimento 2015, 2016 y 2018 en cada tratamiento de

condicion hidrica.

Inicio de estrés

Fin de estrés hidrico

Afio Genotipo hidrico (Diez dias post- Madurez de
(Segundo nudo) antesis)
2015 PIF 8 8
TR1 8 8
TR4 8 8
2016 PIF 8 8
TR1 8 8
TR4 8 8
2018 PIF 8 4
TR1 8 4
TR4 8 4

En todos los casos, y en cada uno de los muestreos, la planta se separd por estrato

(véstago principal y macollos) y dentro de ellos se separd la biomasa vegetativa de las

espigas (estas ultimas sélo existian en los dos Gltimos muestreos que fueron post-floracion).

En cosecha (tercer muestreo) se determind el rendimiento y sus principales componentes

(nimero de granos, peso promedio de los mismos, espigas m2, granos por espiga). Las

espigas fueron contadas y luego trilladas para obtener el rendimiento en grano. El peso

promedio individual de los granos se midio en dos submuestras de 50 granos y se utilizo

para calcular el namero de granos por planta y el nUmero de granos por espiga en cada

muestra.
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Una vez procesados los muestreos, el material vegetal se llevo a estufa a 60 °C durante
72 hs para luego registrar el peso seco de cada una de las muestras. En el muestreo de
cosecha, los granos no siguieron este protocolo de secado con el objetivo de mantener la
viabilidad de los mismos. El peso seco de los granos se determind en funcidén de su
contenido de humedad determinada con un humedimetro (WILE 55).

Ademas del muestreo de biomasa aérea total, se realizo el muestreo de biomasa radical
total al momento de imponerse y al finalizar los tratamientos de Déficit hidrico y Anegado.
Para ello, se retird toda la mezcla de tierra y arena del tubo que contenia el sistema radical
de la planta y se lavo cuidadosamente en su totalidad utilizando tamices de 1 mm de malla.
Se descartd manualmente en cada una de las muestras las raices muertas (identificadas por
apreciacion visual) y los restos de materia organica. Una vez obtenida la biomasa radical
totalmente limpia se tom6 una submuestra representativa y digitalizd a 400 dpi con un
escaner doble (Dual Scan EPSON STD4800), el cual fue optimizado y calibrado para el
analisis de raices por Regent Instruments Inc. Las imagenes se analizaron con el programa
WInRHIZO Pro 2012b (Regent Instruments Inc., Canada) para la determinacion de la
longitud total de raices por planta y didmetro promedio radical. Luego las muestras de
raices se colocaron en estufa a 60 °C durante 72 hs y se determind el peso seco de las raices
por planta.
3.2.2.4 Analisis de los datos
Fenologia: La duracién de las etapas fenolOgicas se expresaron en tiempo térmico
acumulado el cual fue calculado utilizando la siguiente formula:

TT (°Cd) =X (Tim-Th) (Ecuacion 3.1)
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donde TT es el tiempo térmico acumulado para una etapa determinada del ciclo ontogénico
del cultivo, Tm es la temperatura media diaria y Ty es la temperatura base (0°C; Cao y
Moss, 1989).

Dinamica de aparicién de las hojas: La aparicién del nimero de hojas en el vastago

principal fue relacionada con el tiempo térmico acumulado desde la emergencia utilizando
un modelo lineal (Figura 3.2):

y =a + b*x (Ecuacion 3.2)
siendo: y el numero de hojas aparecidas en el vastago principal (VP), a la ordenada al
origen, b la tasa de aparicion de hojas (hoja °Cd™; TAH) y x el tiempo térmico acumulado

desde emergencia. El filocrono (°Cd hoja!) fue estimado como la inversa de b.

J b = Tasa de aparicion

de hojas (hojas °Cd?)

NUmero de hojas en
el vastago principal

Q
A 4

Tiempo térmico desde
emergencia (°Cd)

Figura 3.2. Esquema tedrico del modelo lineal de la relacion entre el nimero de hojas aparecidas en
el véstago principal y el tiempo térmico desde la emergencia del cultivo (°Cd) para determinar los
pardmetros de la Ecuacion 3.2: a, ordenada al origen y b, tasa de aparicion de hojas

Area foliar verde, su evolucion y area bajo la curva: Con los datos obtenidos en las

mediciones de largo y ancho del sector verde de cada hoja se procedio a hacer el calculo del

area foliar verde por hoja en base a la formula propuesta por Miralles y Slafer (1991):
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AFVijj = Lij= Ajj (cm) = 0,835 (Ecuacion 3.3)
donde: AFVijj es el area foliar de la hoja i el dia j (cm?), Lj su largo (cm), Ajj su ancho
maximo (cm), y 0,835 un factor de correccion.

Luego, se analizé el AFV de cada hoja relativizando el valor de cada una respecto a su
valor m&ximo, correspondiente al inicio de la medicion.

AFVRjj = AFVjj « AFVmax;* (Ecuacion 3.4)
donde: AFV;j; es el éarea foliar verde relativa (%) de la hoja i el dia j, AFV;j; es el area foliar
verde (cm? hoja™) de la hoja i el dia j, AFVmaxi! es el valor maximo de area foliar verde
(cm? hojal).

Los valores de AFVR;jj (Ecuacion 3.4) fueron utilizados para analizar la evolucion en
funcién del tiempo del area foliar verde ajustados con ecuaciones lineales o bilineales,
dependiendo el caso, mediante el programa GraphPad (Motulsky y Christopulos, 2003).
Para realizar un ajuste lineal se utilizo la ecuacién:

AFVRi= a + bxx (Ecuacién 3.5)
donde: AFVR; es el valor de area foliar verde relativa de la hoja i (cm? hoja), a es el valor
de AFVR al dia de inicio de la medicién que coincide con el valor maximo, b es la tasa
relativa de senescencia foliar (% d), y x son los dias desde inicio de la medicion (a partir
de hoja completamente expandida)

Para los ajustes bilineales se consider la siguiente ecuacion:

AFVRi= a + b«x (Si X <€)+ b = ¢ (X > €) + d = (x-C) (si x >C) (Ecuacion 3.6)
donde: AFVR; es el valor de area foliar verde relativa de la hoja i (cm? hoja), a es el valor
de AFVR al dia de inicio de la medicion que coincide con el valor maximo, b es la primer

tasa relativa de senescencia foliar (% d, Tasa de senescencia 1), ¢ es el dia desde inicio de
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la medicion hasta el dia en que la tasa de senescencia foliar cambia, d es la segunda tasa
relativa de senescencia foliar (% d, Tasa de senescencia I1), y x son los dias desde inicio
de la medicion (a partir de hoja completamente expandida).

Los valores de AFVR; estimados a través de las Ecuaciones 3.5 a 3.6 fueron analizados
como valores relativos, los cuales variaron entre 0 y 1, representando el valor 1 el valor
maximo.

En base a estos ajustes se calculd la duracion del area foliar verde relativa como la
integral bajo la curva de la evolucion del &rea foliar verde de la hoja en funcién del tiempo.

Evolucion del indice de verdor y area bajo la curva: De la misma manera se procedio

con los datos de SPAD, donde la evolucion en funcion del tiempo del indice de verdor
SPAD relativo al maximo se ajust6 a una funcion bilineal similar a la planteada para AFVR;
en la Ecuacion 3.6:
SPADi=a + b=x (Si X <C)+ b = ¢ (X > ) + d = (x-C) (Si X >C) (Ecuacion 3.7)

donde: SPAD; es el valor relativo de SPAD de la hoja i, a es el valor de SPAD al dia de
inicio de la medicion, b es la primer tasa de caida de los valores de SPAD (SPAD d, Tasa
de caida de los valores de SPAD 1), c es el dia desde inicio de la medicion en el que la tasa
de caida de los valores de SPAD cambia, d es la segunda tasa de caida de los valores de
SPAD(SPAD d, Tasa de caida de los valores de SPAD I1), y x son los dias desde inicio de
la medicidn a partir de hoja totalmente expandida. Los valores relativos de SPAD obtenidos
fueron analizados como valores relativos los cuales variaron entre 0 y 1, representando el
valor 1 el valor méximo.

A través de este ajuste se calcul6 el area bajo la curva de la evolucion del SPAD en

funcién de los dias.
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Datos del rendimiento en grano v componentes numéricos: Se realizd un andlisis del

rendimiento en granos discriminando entre vastago principal y macollos.

Para el andlisis de los componentes principales y sub-componentes que conforman el
rendimiento se utilizo los valores de planta entera, o segregados entre el vastago principal y
los macollos, relativizando los resultados de los eventos transgénicos respecto a su control
(PIF).

Anélisis estadistico: Para el analisis de los datos se utilizd el programa InfoStat

Profesional v.1.1 (Di Renzo et al., 2011), el cual permitié realizar la prueba de diferencias
estadisticas entre los tratamientos mediante andlisis de varianza (ANVA). Las medias de
los tratamientos se compararon con el test LSD (Least significant difference) de Fisher con
un nivel de significacion de 0,05.
3.3  Resultados
3.3.1 Fenologiay aparicion de hojas

En cada uno de los afios, los genotipos (PIF, TR1 y TR4) presentaron similar fenologia
cuando fueron comparados para las distintas condiciones hidricas (Regado, Anegado y
Déficit hidrico). Por lo que el factor genotipo, la condicion hidrica y su combinacion no
modificaron la duracion del ciclo ontogénico (p > 0,05) (Cuadro 3.3). La duracion de la
fase de emergencia a floracion (Em - Fl; °Cd) de los genotipos, en todos los tratamientos,
fue 1610, 1379 y 1640°Cd para los experimentos del 2015, 2016 y el 2018,
respectivamente. Esta respuesta se reflejo en el namero final de hojas (NFH) del vastago
principal, el cual fue similar en todos los genotipos y tratamientos para cada afio (p >0,05;
Cuadro 3.3). La tasa de aparicion de hojas (TAH) se diferencidé de manera significativa en

dos de los tres afios (p < 0,01, 2016 y 2018) y en el experimento 2015 también se



66

observaron diferencias entre tratamientos (p < 0,01). La misma repuesta se observo para el
filocrono en todos los casos. En ningln caso se observo interaccion entre los genotipos y
los tratamientos (p > 0,05).

Cuadro 3.3. Tasa de aparicion de hojas en el vastago principal (TAH; hojas pl™* °Cd* x 1000), filocrono (Fil; °Cd
hojal) y nimero final de hojas en el vastago principal (NFH; hoja pl™) para las distintas condiciones hidricas y
genotipos en los experimentos 2015, 2016 y 2018. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05) por el Test LSD de Fischer.

2015 2016 2018
Condicién Genotipo . . .
hidrica (CH) ©) TAH Fil NFH TAH Fil NFH TAH Fil NFH
PIF 8,9bcd 112 ghed 11,58 8,2ab 121,5% 10,02 7,48c 134 4abcd 10,02
Regado TR1 9,42 106,2° 11,52 8,5% 117,1%® 9,5% 7,6% 131,3bcd 10,02
TR4 9,0% 111,6¢ 10,52 8,0° 124,92 9,5% 8,12 123,8¢ 10,02
PIF 8,6% 116,62 11,08 8,62 115,70 10,02 7,00¢ 142,92 10,02
Anegado TR1 8,9 112,0¢ 11,02 8,1 122,7%® 9,0 7,10 141,130c 10,02
TR4 8,5¢ 117,68 11,02 8,62 115,8° 9,5% 7,98 125,74 10,02
PIF 8,4¢ 119,02 11,08 8,5 116,92 10,02 7,48c 136 0abcd 10,02
Déficit hidrico TR1 9,5b 110,6¢ 11,52 8,42 119,5% 9,0 6,7¢ 148,52 9,52
TR4 8,64 115 8ac 11,02 8,42 119,0%® 10,02 7,82 127,0¢ 10,02
G *x *x ns ns ns ns * * ns
CH *x *x ns ns ns ns ns ns ns
GxCH ns ns ns ns ns ns ns ns ns

ns=diferencias no significativas; ns p > 0,05; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

3.3.2 Duracion del area foliar verde relativa e indice de verdor relativo
La dindmica del area foliar verde de las hojas medidas en el vastago principal de las

plantas de los trigos transgénicos Psark::IPT siguid la misma respuestas al PIF en cada
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condicion hidrica, de manera similar ocurrio con los valores de SPAD sin mostrar
diferencias relevantes entre genotipos. Para una mejor interpretacion de los resultados se
analizaron los valores relativos de cada hoja tanto de area foliar como de SPAD a su valor
méaximo, correspondiente al inicio de la medicion.

La duracion del area foliar verde relativa, analizada en las tres hojas superiores del
vastago principal, hoja bandera (HB) y las dos ubicadas inmediatamente por debajo (HB-1
y HB-2), no present6 diferencias significativas entre genotipos en ninguna de las hojas (p >
0,05), excepto en el caso de TR4 en el experimento del 2016 en HB en condicién con riego
que fue menor. Estos resultados fueron consistentes en ambos afios de experimentos. Entre
tratamientos si hubo diferencias significativas en todos los afios de experimentacion para
todas las hojas (Cuadro 3.4). En todos los genotipos y para todas las posiciones de hoja, el
area bajo la curva se redujo un 57% en el 2016 y 46% en el 2018 cuando las plantas fueron
sometidas a una condicion hidrica de anegamiento, mientras que en una condicion de
déficit hidrico la disminucion del area bajo la curva fue del 16 y 29% para el afio 2016 y
2018, respectivamente, cuando se compararon los valores respecto del control.

Cuadro 3.4. Duracion del area foliar verde relativa de la hoja bandera (HB) y de las dos hojas por
debajo de la misma (HB-1 y HB-2) para las distintas condiciones hidricas y genotipos en los
experimentos 2016 y 2018. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05) por el Test LSD de Fischer.

Duracion del area foliar verde relativa de la hoja (dia)

2016 2018
Condicion hidrica Genotipo
HB  HB-1 HB-2 HB  HB-1 HB-2
(CH) ©)
PIF 55228 5552 3562 31,13 3332 2652
Regado TR1 5322 4652 382% 333% 290% 2552
TR4 18,1°  423% 3562 384% 205" 245°2
PIF 20,0¢ 21,8 162% 23,0 115°¢ 120°
Anegado TR1 225% 228b 1902 2259 123° 12,0°

TR4 162¢ 174°¢ 142°% 26,024 115¢ 115P



PIF 35,9¢ 402 3402 332 187b¢ 102°P
Déficit hidrico  TR1 37,6%¢ 343%Cc 2452 31,6 %cd 200b¢ 117°P

TR4 453 4348 3432 32,3%c 172¢ 102P
G ns ns ns ns ns ns
CH *%k *% *% *% *% **
GxCH ns ns ns ns ns ns

ns=diferencias no significativas; ns p> 0,05; *p<0,05; **p<0,01; *** p < 0,001
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Para la integral del valor de SPAD relativo, al igual que lo ocurrido con el area bajo la

curva del area foliar verde, no se observaron diferencias entre genotipos para ninguna de las

distintas hojas dentro de cada tratamiento (p > 0,05), s6lo hubo dos excepciones: la HB en

el 2015 y la HB-2 en el experimento 2016, que presentaron diferencias estadisticamente

significativas. En el primer caso, dentro del tratamiento de anegamiento el TR4 se

diferencid con un area bajo la curva de SPAD respecto a PIF , y dentro del tratamiento con

déficit hidrico el PIF fue el que se diferencid por su mayor valor. La segunda excepcion fue

dada porque en el tratamiento con déficit hidrico el TR4 se diferencié de TR1 dada su

mayor area bajo la curva de SPAD. Si se observaron diferencias significativas entre

tratamientos, siendo el tratamiento anegado el que presentd los menores valores del area

bajo la curva de la duracidon del area foliar (p < 0,01; Cuadro 3.5).
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Cuadro 3. 5. Area bajo la curva de SPAD relativo de la hoja bandera (HB) y de las dos hojas por debajo de la
misma (HB-1 y HB-2) para las distintas condiciones hidricas y genotipos en los experimentos 2015, 2016 y 2018.
Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) por el Test
LSD de Fischer.)

Area bajo la curva de SPAD relativo (dia)

2015 2016 2018
%ﬂ;"c'onh'd“ca Ge?g;'po HB  HB1 HB2 HB  HB-1 HB2 HB  HB1 HB-2

PIF  438% 4152 342° 49,6% 4502 365 3792 375 32,7
Control TRL  447% 46,32 421° 49,43 45523 328 32,1% 31,7 281

TR4 4622 4427 434°% 51,08 4322 49,0° 31,8% 30,7% 266
PIF 31,3 2730 157°¢ 23,1¢  198P  17,4% 215 149°¢ 132¢
Anegado TR1 172¢% 181" 12,7°¢ 17,8¢ 1559 11,94 27,78 180P 142¢
TR4 16,79 16,3¢ 16,3 216¢ 191° 19,1 31,6% 223 190

PIF 400%® 2285 152°¢ 46,7% 435% 396 33,7% 308% 150¢

Déficit hidrico TR1 231°% 170 173° 3828 321% 223b 33,42  272%c 2090
TR4  172° 130°¢ 124° 483 4402 425° 37,1 219% 151¢

G ns ns ns ns ns ns ns ns ns

CH *%* *%* *%* *%* **k%* ** ** ** **

GxCH ns ns *x ns ns ns ns ns ns

ns=diferencias no significativas; ns p > 0,05; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

3.3.3 Biomasa aérea total y radical al momento del inicio y fin del estrés hidrico
Previo al estrés, la cual era una condicion de crecimiento potencial para todas las
plantas, no se observaron en general diferencias estadisticamente significativas en la
biomasa aérea entrelos genotipos en ningln experimento. La misma respuesta se obtuvo
con la biomasa radical, por lo que todos los genotipos presentaron un sistema radical

homogéneo entre si al momento de inicio de encafiazon (p > 0,05; Figura 3.3).
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Figura 3.3. Peso seco por planta de biomasa aérea (panel superior) y radical (panel inferior) en el
estadio de segundo nudo visible (inicio de encafiazon) previo al estrés hidrico para los genotipos
PIF, TR1y TR4 en 2015, 2016 y 2018. En el afio 2018 no se realizd6 muestro de biomasa radical.
Letras diferentes sobre las barras indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05). Las
barras verticales indican los errores estandar.

La aplicacion de los tratamientos de estrés hidrico redujo significativamente la biomasa
aérea de las plantas respecto de aquellas que estuvieron en condiciones potenciales de
crecimiento (p < 0,05; Figura 3.4). El periodo de estrés durd 38, 48 y 35 dias para el 2015,
2016 y 2018, respectivamente (Cuadro 3.1), generando una pérdida de biomasa aérea
marcada especialmente en el experimento del 2015 y de similar magnitud tanto en el

anegamiento como con el déficit hidrico. En el afio 2016 el impacto de ambos estreses fue
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distinto ya que el déficit hidrico disminuy6 en mayor medida la biomasa aérea que el
tratamiento de anegamiento (p < 0,05). Por su parte, el experimento del 2018 no manifesto

grandes cambios en la biomasa ante un estrés hidrico (Figura 3.4).
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Figura 3.4. Peso seco de biomasa aérea y radical por planta a los diez dias de ocurrida la antesis
para PIF, TR1 y TR4 en los distintos tratamientos (Regado, Anegado y Déficit hidrico) para los
experimentos 2015, 2016 y 2018 (no se realizd muestro de biomasa radical en el 2018). Letras
diferentes sobre las barras indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05). Las barras
verticales indican los errores estandar.

El anélisis de la biomasa aérea a nivel genotipo durante los tres afios de experimentacién
mostré que una vez finalizado el estrés (10 dias de ocurrida la antesis) no se observaron
diferencias entre la biomasa aérea de las plantas de PIF, TR1 y TR4 cuando estuvieron
dentro de una misma condicion hidrica (p > 0,05; Figura 3.4). Sin embargo, se observaron
diferencias cuando se compar6 en paralelo la respuesta del mismo genotipo en las tres
condiciones hidricas. En el tratamiento de anegamiento la biomasa fue reducida 32% en el
TR4, 42% en TR1 y 53% en el PIF en el experimento del 2015, aunque estas diferencias no
fueron estadisticamente significativas. En el experimento del 2016 el genotipo TR4 no

cambid su biomasa aérea como consecuencia de los tratamientos anegados y déficit hidrico
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y si disminuyé un 20% para el PIF y el TR1, mientras que en el afio 2018 la biomasa aérea
se redujo s6lo un 8% en el genotipo TR4, pero dicha reduccién fue de un 20% y un 27%
para PIF y TR1, respectivamente (p > 0,05; Figura 3.4).

La biomasa radical también se redujo a causa de ambos estreses. EI anegamiento tuvo un
efecto més marcado en la disminucion de la biomasa radical que el déficit hidrico cuando
se compard respecto al tratamiento control en ambos experimentos (particularmente en
2016). La biomasa radical entre genotipos no mostrd diferencias dentro de un mismo
tratamiento y experimento. A pesar de ello, las reducciones de la biomasa radical tendieron
a ser distintas (p > 0,05). EI TR4 en el experimento de anegamiento del 2015 redujo un
76% su biomasa radical, mientras que en el PIF y TR1 dicha reduccion fue de un 81%
comparada con el tratamiento control. En el afio 2016 la reduccién de la biomasa radical
fue de 75%, 69% y 72% para PIF, TR1 y TR4, respectivamente en una condicién de
anegamiento respecto del control. Cuando el estrés hidrico estuvo dado por un déficit, la
pérdida de biomasa radical respecto del tratamiento control fue de 34% para TR1, 43% para
TR4 y 45% para PIF en el afio 2015, y de 27% para TR4, 29% para TR1y 40% para PIF en
el afio 2016.

Con la finalidad de analizar la magnitud de las reducciones en la biomasa aérea y radical
por planta, se realiz6 la diferencia de la biomasa acumulada al momento de inicio y
finalizacién de los tratamientos de condicion hidrica que generaban estrés por exceso o por
déficit. Se observaron reducciones en la biomasa aérea por planta, pero sin llegar a
presentarse valores negativos, es decir la pérdida de biomasa aérea no llegd a disminuir por
debajo del valor inicial del tratamiento (Figura 3.5). Sin embargo, la biomasa radical

presentd reducciones con valores negativos ante un estrés por anegamiento en todos los
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genotipos evaluados. Por otro lado, ante un déficit hidrico si bien hubo reducciones en la
biomasa radical estas no llegaron a tener valores negativos debido a que la magnitud de la

reduccion fue menor que la observada en la situacién de anegamiento (Figura 3.5).
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Figura 3.5. Diferencia entre la biomasa aérea y radical por planta entre los diez dias de ocurrida la
antesis (fin del estrés) y el estadio de segundo nudo visible (inicio de encafiazon, previo al estrés
hidrico) para PIF, TR1 y TR4 en los distintos tratamientos (Regado, Anegado y Déficit hidrico)
para los experimentos 2015, 2016 y 2018 (no se realiz6 muestro de biomasa radical en el 2018).
Letras diferentes sobre las barras indican diferencias significativas (p < 0,05). Las barras verticales
indican los errores estandar.

Los resultados de la relacion biomasa raiz: tallo a los 10 dias de ocurrida la antesis (fin
del estrés), en ambos afios de experimentacion (2015 y 2016), mostraron que con el estrés
hidrico hubo una disminucion en la proporcion de biomasa radical mas marcada que en la
de biomasa aérea. El anegamiento fue la situacion donde la disminucion de la particion
radical: aérea fue de mayor magnitud y significativa (p < 0,01; Cuadro 3.6). La
comparacion entre genotipos no mostro diferencias estadisticamente significativas dentro

de cada tratamiento. Solo el TR1 tuvo una mayor relacion biomasa radical: aérea en la
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condicion potencial (Regado) en el 2016, cuyo patron no se mantuvo en el resto de los

tratamientos.

Cuadro 3.6. Relacioén biomasa radical: aérea a los 10 dias de ocurrida la antesis (fin del
estrés) para las distintas condiciones hidricas y genotipos en los experimentos 2015 y 2016.
Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas (p

< 0,05) por el Test LSD de Fischer.

Relacidon biomasa radical: aérea

Condicién hidrica (CH) Genotipo (G) 2015 2016
PIF 0,092 0,10°
Control TR1 0,072 0,18¢
TR4 0,08 2 0,12°
PIF 0,03°P 0,03°¢
Anegado TR1 0,02° 0,04°¢
TR4 0,04 P 0,04 ¢
PIF 0,09 2 0,07 ¢
Déficit hidrico TR1 0,092 0,11°
TR4 0,07 2 0,10°
G ns ns
CH *% *%
GxCH ns ns

ns=diferencias no significativas; ns p > 0,05; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

Como complemento al anlisis de la biomasa radical, se caracterizd el didmetro y la

longitud total de raices por planta en todas las condiciones hidricas de los experimentos en

los que se hizo muestreo de raices (experimentos 2015 y 2016). El diametro promedio para

todas las combinaciones de genotipo y condicion hidrica fue al momento de inicio de

encafiazon de 0,2 mm sin presentar diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05)

entre los genotipos evaluados. Tampoco se observaron diferencias significativas entre

genotipos en la longitud de raices por planta (m pl?) al momento previo de iniciar los

tratamientos de estrés hidrico, en concordancia con el resultado obtenido con el peso de la

biomasa radical. La longitud radical se vio afectada al finalizar los tratamientos hidricos
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impuestos (p < 0,05), donde el anegamiento generd una reduccion de la longitud radical
mas marcada que el déficit hidrico (Figura 3.6).

Esta reduccion en la longitud radical por el estrés hidrico respecto al control (Regado)
fue del 75% en anegamiento y del 35% en déficit hidrico en el experimento del 2015. En el
experimento del 2016, la reduccion en la longitud radical fue del 60% y 50% para
anegamiento y déficit hidrico, respectivamente. Sin embargo, no se generaron cambios el

didmetro promedio de las raices, manteniéndose en 0,2 mm (p > 0,05).
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Figura 3.6. Longitud radical por planta en el estadio de segundo nudo visible (previo al estrés
hidrico; columnas blancas, Inicio) y a los diez dias de ocurrida la antesis (fin del estrés hidrico;
columnas negras, Final) para PIF, TR1 y TR4 en los distintos tratamientos (Regado, Anegado y
Déficit hidrico) para los experimentos 2015y 2016. Letras diferentes sobre las barras indican
diferencias significativas (p < 0,05). Las barras verticales indican los errores estandar.

3.3.4 Biomasa aéreay particion a cosecha

El estrés hidrico, ya sea por anegamiento o por déficit hidrico, disminuyd de manera
significativa la biomasa aérea total a madurez de las plantas respecto a la situacion control
en todos los experimentos, sin que se observaran diferencias significativas entre los

genotipos (Cuadro 3.7).
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Cuadro 3.7. Biomasa aérea total (g pl™) e indice de cosecha para las distintas condiciones hidricas
y genotipos en los experimentos 2015, 2016 y 2018 al final del ciclo del cultivo. Letras diferentes
en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) por el Test LSD
de Fischer.

Condicion hidrica (CH) Genotipo Biomasa aé_rea total indice de cosecha
©) (9pl?)
2015 2016 2018 2015 2016 2018
Control PIF 12,10* 12,14* 10,56*° 051% 048% 044°
TR1 11,15* 11,72* 10,41°® 053 0512 039
TR4 1250* 9,82 944 051* 043" 040%®
Anegado PIF 550" 4,83« 7,30 028¢ 0,159 038"
TR1 430°¢ 516°¢ 7,43% 028°¢ 0,189 0,30°
TR4 655° 515°¢ 810" 026°¢ 018¢ 0,33«
Déficit hidrico PIF 558 3859 6,39¢ 0,38° 0,30¢ 0,38"
TR1 564" 4,09« 7,64 046¢ 030° 038"
TR4 449°¢ 385% 6,76% 0,38° 020°¢ 0,36
G ns ns ns ns * *
CH *%* *%* *%* *%* *%* **
GxCH * * ns ns ns ns

ns=diferencias no significativas; ns p> 0,05; *p<0,05; **p<0,01; *** p < 0,001

Tanto en los tratamientos de anegamiento como de déficit hidrico la biomasa aérea fue
reducida en ca. 50%, no observandose diferencias significativas entre los genotipos en
ninguno de los tres afios experimentales evaluados. Con excepcion del afio 2018 en el que
no se registro interaccion GXCH, en los dos afios anteriores se observd para la biomasa
aérea interaccion GXCH dado que el evento TR4 que disminuy6 significativamente la
biomasa en la condicién control y el evento TR1 en la condicién con déficit hidrico. Los
tratamientos de anegamiento y déficit hidrico disminuyeron, a su vez, la particion de

biomasa hacia los granos. EI IC en las condiciones de anegamiento fue afectado
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negativamente en mayor magnitud que el déficit hidrico para el afio 2015 y 2016 (p < 0,01;
Cuadro 3.7). Las diferencias en IC entre genotipos no fueron consistentes entre afos
(Cuadro 3.7).
3.3.5 Rendimiento y sus componentes numeéricos

Los tratamientos de exceso y de estrés hidrico redujeron el rendimiento respecto del
tratamiento control un 65%, en promedio de los tres afios experimentales (Figura 3.7). A su
vez, ambas condiciones de estrés redujeron el rendimiento de los estratos de véastagos
principales y de macollos, aunque el estrato mas afectado en términos absolutos y
proporcionales fue el estrato de macollos. La reduccion del rendimiento de cada estrato en
promedio fue de 45% para el véstago principal y del 72% para los macollos para los
tratamientos de estrés hidrico respecto del control. En relacién a la respuesta de los
genotipos, en todos experimentos el rendimiento del cultivar PIF y el de los transgénicos
Psark:IPT (evento TR1 y evento TR4) estuvo afectado significativamente por el evento de
estrés por anegamiento o por déficit hidrico (p < 0,001), pero con distinta magnitud entre
genotipos. En el tratamiento Regado, el rendimiento por planta (g pl™t) de PIF y TR1 no
presento diferencias significativas entre si en los diferentes afios de experimento (p > 0,05;
Figura 3.7). Sin embargo, el genotipo TR4 mostrd para la condicion control una
penalizacién en el rendimiento en dos (2016 y 2018) de los tres afios analizados cuando se
comparé con PIFy TR1 (Figura 3.8).

En el tratamiento de anegamiento, donde el impacto negativo de la reduccion en el
rendimiento fue mayor que en déficit hidrico, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas (p > 0,05) en el rendimiento por planta entre los distintos genotipos en los

diferentes afios. Sin embargo, se observo una leve tendencia a una menor penalizacién en el
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genotipo TR4 en relacion con el TR1y el PIF cuando se compar6 con el tratamiento control
(Figura 3.7).

Cuando los genotipos fueron sometidos a déficit hidrico ninguno de los eventos
transgénicos TR1 y TR4 mostraron ventajas respecto del PIF. Mas adn, el genotipo TR4

fue el que mostrd la mayor penalizacion ante la restriccion hidrica (Figura 3.7).
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Figura 3.7. Rendimiento en granos por planta (g pl?) para PIF, TR1 y TR4 en los distintos
tratamientos (Regado, Anegado y Déficit hidrico) para los experimentos 2015, 2016 y 2018. Barras
llenas indican el rendimiento del vastago principal (VP) y las barras vacias al de macollos (Mac).
Letras diferentes sobre las barras indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05). Las
barras verticales indican los errores estdndar.

La respuesta de los distintos genotipos en relacion con la contribucion de los estratos de
vastago principal y macollos mostré que, entre afios experimentales y entre genotipos, en el
caso del tratamiento Anegado, los genotipos TR1 y TR4 tendieron a sostener un mayor

aporte de macollos respecto del PIF (las diferencias s6lo fueron significativas en el afio
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2015). En el tratamiento Déficit hidrico no se observé una consistencia en el aporte de cada
uno de los estratos en los genotipos transgénicos cuando se compararon con el PIF (Figura
3.7).
3.3.5.1 Respuesta de las plantas en el numero y peso de los granos

Considerando los dos principales componentes del rendimiento (i.e. nimero de granos
plty peso de los granos), las variaciones en el rendimiento fueron explicadas por los

cambios en el nimero de granos pl* (Figura 3.8).
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Figura 3.8. Relacion entre el rendimiento relativo de granos y peso relativo de mil granos (a) y
namero relativo de granos por planta (b) para TR1 y TR4 respecto a PIF en la condicion hidrica
Regado (Reg), Anegado (Aneg) y Déficit hidrico (DH) para todos los afios de experimentos (2015,
2016 y 2018) en conjunto.

La exposicion de las plantas a los estreses por exceso y por deficiencia hidrica mostro
similar tendencia en el nimero de granos por planta que la observada para rendimiento.
Asi, el numero de granos por planta cuando los genotipos fueron sometidos a estreses se
redujo significativamente respecto del PIF (Figura 3.8 b).

El analisis de la respuesta de los transgénicos respecto al PIF (control) mostrd que el
cambio en el nimero de granos por planta de los genotipos dentro de una misma condicion

hidrica no fue consistente en los tres afios de experimentos (Figura 3.9).
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Figura 3.9. Cambios en el nimero de granos y peso de mil granos por planta para TR1 y TR4
respecto de PIF para la condicion hidrica Regado, Anegado y Déficit hidrico para todos los afios de
experimentos (2015, 2016 y 2018). Las columnas representan los valores absolutos (media + error
estandar), los valores sobre cada columna indican el porcentaje respecto a la condicién control (PIF)
y las letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

En la condicién potencial (Regado) el TR1 redujo entre 3 'y 9% el nimero de granos por
planta respecto de PIF en los tres experimentos. En el caso de TR4 en la misma condicion
vario su respuesta entre los afios, con un aumento del 2% en el 2015 y caidas del 9 y 22%
en el 2016 y 2018 respectivamente.

Cuando transcurrid un estrés hidrico, ya sea por exceso o por defecto, las respuestas de
los transgénicos respecto de PIF variaron entre afios. Cuando los materiales fueron
expuestos a un déficit hidrico se observo un comportamiento similar entre los genotipos
TR, donde ambos transgénicos sostuvieron el nimero de granos por planta por encima del

PIF. Estas diferencias fueron para TR1 con un 21% en el 2015 y 33% en el 2018 y para

TR4 con 9y 18% en el 2015 y 2018 respectivamente (Figura 3.9). Con anegamiento las
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variaciones en el nimero de granos por planta variaron respecto a PIF entre -23% y 8% en
TR1 dependiendo del afio y entre -27% a 12% para TR4 (Figura 3.9).

En cuanto al peso de los granos, en la condicion control los transgénicos mostraron leves
incrementos comparado con el PIF en dos de los afios evaluados (4% TR1y 1% TR4 para
el experimento del 2015 y 2016, respectivamente), pero en el afio 2018 el peso fue reducido
respecto del PIF. Ante un anegamiento, los genotipos transgénicos aumentaron el peso de
los granos en la mayoria de los afios respecto del PIF. EI TR1 aument6 un 15y 7% respecto
de PIF, mientras que el TR4 increment6 el peso de los granos 37% y 28% en los afios 2016
y 2018 (Figura 3.10).
3.3.5.2 Variaciones en los sub-componentes que conforman el nimero de granos por
planta: nimero de espigas por planta y nimero de granos por espiga

La desagregacion del namero de granos por plantas en sus dos componentes (granos por
espiga y espigas por planta) mostrd respuestas variables dependiendo del tratamiento y el
genotipo.

Los cambios relativos del nimero de espigas de las plantas transgénicas Psark::IPT
respecto al PIF mostraron en general valores positivos (Figura 3.11), en condiciones
potenciales. Bajo la condicion de anegamiento la respuesta del TR1 en el numero de
espigas por planta fue positiva en dos de los experimentos (2016 y 2018), con 14% de
aumento respecto del PIF. Bajo la condicion de déficit hidrico el genotipo TR1 mostrd un
aumento consistente en el nimero de espigas por planta, siendo un 13% en el experimento
2015y 2016 y de un 18% en el 2018 (Figura 3.11).

El TR4 presentd un mayor valor del nimero de espigas por planta en la condicion

Regado cuando se lo compar6 con el PIF con un 38% y 12% mas en los experimentos 2015
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y 2016, respectivamente. Ante un exceso hidrico, las variaciones relativas de este genotipo
fueron muy pocas cuando se los comparé con el PIF ya que s6lo en el ultimo afio
(experimento 2018) el incremento fue de 10%. A diferencia de lo observado en el exceso
hidrico, ante un déficit hidrico el genotipo TR4 tuvo un marcado aumento en el numero de
espigas en los tres afios de experimentos (33%, 20% y 18% en los experimentos 2015, 2016

y 2018; respectivamente) (Figura 3.11).
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Figura 3.10. Cambio del nimero de espigas por planta (paneles superiores) y nimero de granos por
espiga (paneles inferiores) para TR1 y TR4 respecto de PIF dentro de la condicién hidrica Regado,
Anegado y Déficit hidrico para todos los afios de experimentos (2015, 2016 y 2018). Las columnas
representan los valores absolutos (media + error estandar), los valores sobre cada columna indican
el porcentaje respecto a la condicion control (PIF) y las letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05).

Contrariamente a lo ocurrido con el nimero de espigas, el nimero de granos por espiga
respondio negativamente en la mayoria de los ambientes. EI TR1 no mostré variaciones
respecto al PIF ante exposiciones a estreses hidricos ya sea por exceso 0 por defecto; sin
embargo, en la condicion control el nimero de granos por espiga fue reducido en ca. 20%
respecto del PIF. En la condicion de anegamiento el TR1 mostro una clara reduccion en los

tres afios experimentales de entre 7 a 31% cuando fue comparado con el PIF (Figura 3.11).
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Similar tendencia mostr6 el genotipo TR4 bajo la condicién de anegamiento. Ambos
genotipos transgénicos si bien no registraron un patrén consistente bajo la condicion de
déficit hidrico, en general (como promedio) mostraron reducciones respecto del PIF,
especialmente el genotipo TR4 (Figura 3.11).

3.4 Discusion

En este capitulo se evalu6 el comportamiento fenotipico de plantas de trigo transgénico
Psark::IPT y se compararon con su control (cv. ProINTA Federal, PIF). Los resultados
demostraron quelas plantas que contenian el transgen Psark::IPT en su genoma presentaron
un comportamiento fenoldgico similar al PIF sin mostrar anomalias en su fenotipo
independientemente de la condicion ambiental. Como estrategia para evaluar si el transgén
Psark::IPT en plantas de trigo genera una tolerancia al estrés hidrico, se las expuso a
condiciones hidricas contrastantes y su respuesta fue explicada a través del rendimiento en
granos y biomasa total. Dichas respuestas se discuten en los siguientes parrafos.

El estrés hidrico generado tanto por exceso como por déficit aplicados durante el
“periodo critico de generacion de rendimiento” en la plantas transgénicas Psark::IPT y el
PIF tuvo un efecto negativo y significativo en el rendimiento en todos los experimentos
produciendo una reduccion en promedio de ca. 65% del rendimiento en grano respecto a
una condicion potencial. En la bibliografia se describen reducciones entre 38-92% en el
rendimiento como consecuencia de anegamientos aplicados durante el periodo critico
(Belford, 1981; Hossain et al., 2011;Yavas et al., 2012; San Celedonio et al., 2014; Marti et
al., 2015) y penalizaciones entre 11-51% debido a déficit hidricos durante el mismo periodo
(Gupta et al., 2001; Majid et al., 2007; Jatoi et al., 2011). Los resultados de la presente tesis

muestran reducciones en rendimiento ain mayores que las descriptas en la literatura, sobre
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todo comparado con el tratamiento de déficit hidrico. El estrés hidrico afecté de manera
diferente la contribucion de los distintos estratos al rendimiento causando una reduccion en
el rendimiento de un 45% en el véastago principal y un 72% en los macollos. Estos
resultados estan en linea con otras evidencias de la literatura que demuestran que el estrato
mas sensible a los estreses tanto por déficit como por exceso de agua son los macollos. de
San Celedonio et al. (2014) mostraron que con un evento de anegamiento en el periodo
critico el rendimiento se redujo un 64% en el vastago principal y un 82% en los macollos .

Bajo condiciones potenciales, el rendimiento para PIF y el TR1 fue similar, en cambio el
TR4 mostr6é una penalizacion en este atributo en dos de los tres experimentos realizados.
Similares respuestas se observaron cuando el tratamiento impuesto fue un déficit hidrico.
Cuando la condicion de estrés era por anegamiento, el TR4 fue el genotipo que tuvo una
leve tendencia positiva a mantener el rendimiento respecto a PIF y TR1. En ningun caso se
observé que las plantas transgénicas Psark::IPT tuvieran un rendimiento en grano
estadisticamente diferente respecto del genotipo control (PIF) lo que contrasta con lo
descripto en la bibliografia (Rivero et al., 2007; Rivero et al., 2009; Peleg et al., 2011; Qin
et al.,, 2011; Oneto et al.,, 2016). En este sentido, evidencias en genotipos de arroz
conteniendo el transgén Psark::IPT en su genoma mostraron una ventaja significativa en el
rendimiento en grano por planta respecto a su control ante un déficit hidrico impuesto entre
6 y 10 dias alrededor de floracion (Peleg et al., 2011). En maiz, plantas que contenian el
transgén Psark::IPT mostraron una ventaja sobre el control cuando fueron sometidas a
déficit hidrico durante 20 dias alrededor de la floracién (Oneto et al., 2016).

Al igual que lo mostrado en numerosas evidencias de la bibliografia para trigo, el

componente principal que determind las pérdidas de rendimiento por estrés hidrico en los
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trigos transgénicos Psark::IPT fue el nimero de granos (Robertson et al. 2009; Ji et
al.,2010; de San Celedonio et al. 2014; Farooq et al., 2014; Marti et al., 2015). Sin
embargo, y a pesar de no observarse diferencias significativas en el rendimiento, los
genotipos transgénicos demostraron una mayor capacidad en tolerar el estrés por déficit o
por exceso hidrico en el atributo numero de granos, aunque en cada tipo de estrés no hubo
consistencia en cual fue el evento transgénico que resultd mas favorable. En este sentido,
cuando la condicién hidrica era desfavorable dada por anegamiento, en general el evento
transgénico TR4 mostré una leve tendencia a mantener el nimero de granos, mientras que
el evento transgénico TR1 a disminuirlos respecto al genotipo control. En cambio, cuando
estuvieron expuestos a un déficit hidrico ambos eventos transgenicos tendieron a
incrementar el nimero de granos respecto al PIF siendo en TR1 el efecto de mayor
magnitud (ca. 21-33%) que en TR4 (ca. 9%-18%). A pesar de que se observO un
incremento del nimero de granos en las plantas de los eventos transgénicos comparado a su
control ante un déficit hidrico, esta ventaja fue contrabalanceada por un menor peso de
granos promedio respecto a PIF. En la condicion hidrica potencial y en el anegamiento
ambos eventos transgénicos generaron un peso promedio igual o mayor comparado al PIF.
En el caso del anegamiento, el peso de los granos tuvo incrementos que fueron observados
tanto por el evento TR1 (ca. 11%) y el TR4 (ca. 38%) respecto a PIF. Estas respuestas
muestran controversias con la literatura donde se indica que ante un déficit o un exceso
hidrico hay una penalizacion en el peso de los granos (Belford et al., 1981; Ji et al., 2010;
San Celedonio et al. 2014). Sin bien la disminucion del peso de los granos ante un déficit

hidrico en los eventos transgénicos va en contexto con la literatura, cuando se trata de un
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exceso hidrico la respuesta fue inversa, observandose incrementos en el peso de los granos
para uno de los eventos transgénicos (TR4).

Las respuestas en nimero y peso de los granos indicarian que hay un efecto de
compensacion entre ambos atributos que hace que no se observen diferencias en el
rendimiento final cuando se lo compara con el rendimiento del PIF. Distintos trabajos en la
bibliografia han informado que el peso de los granos tiene una relacion negativa con el
namero de los granos (Miralles y Slafer, 1995; Slafer et al., 1996). Esta respuesta es posible
dado que muchos germoplasmas de trigo tienen un control genético independiente para el
ndimero de granos y peso de estos, lo que permite que se pueda aumentar el nimero de
granos, pero no sostener el peso de estos y viceversa (Farooger al., 2014).

Un aspecto que puede estar relacionado a la compensacion entre el nimero y peso de
granos en los trigos transgénicos es el incremento del nivel de citoquininas en las plantas
dado por el gen ipt (controlado por el promotor SARK que es inducible por estrés hidrico),
ya que se ha demostrado que esta hormona controla las relaciones entre la fuente y los
destinos de las plantas (Roitsch y Ehneb, 2000). En trigo, la fuente esta dada por el
suministro de asimilados provenientes de la fotosintesis actual y por la actividad enzimatica
relacionada con la translocacion de fotoasimilados hacia los granos (Grashoff y d’ Antuono,
1997; Slafer et al., 2003; Serrago et al., 2011). Por el otro lado, los destinos estan
determinados por el nimero y tamafio de granos que finalmente conforman el rendimiento.
Se podria sugerir que el aumento en el peso de los granos de los trigos transgénicos en
anegamiento podria estar atribuido al aumento de los niveles de citoquininas que este
generO en respuesta al estrés, dado que estos genotipos no muestran diferencias en la

capacidad fotosintética respecto al genotipo control (datos no mostrados). En este sentido,
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una mayor disponibilidad de recursos para las flores previo a antesis puede dar como
resultado un aumento en el peso final de los granos (Calderini y Reynolds, 2000), dado que
el peso de los carpelos en antesis tiene una relacion directa con el tamafio final que
presentardn los granos al condicionar su tamafio potencial (Calderini et al., 1999). Si bien
en varios trabajos realizados en trigo sobre el impacto de las modificaciones en la relacién
fuente: destino indican que la planta de trigo presenta limitacion por destino (Jenner, 1979;
Borras et al., 2004) o co-limitacion fuente: destino (Acreche et al., 2009; Zhang et al.,
2010). Estos trabajos han sido tradicionalmente realizados bajo condiciones potenciales, es
decir en plantas creciendo sin limitaciones hidrico-nutricionales, y focalizandose su analisis
en granos provenientes de espigas del vastago principal. Sin embargo, en el marco de esta
tesis el trigo transgénico esta expuesto a condiciones de estrés y no se estd discriminando
por estrato a los valores de nimero de granos y peso.

Evidencias en arroz transgénicos Psark:IPT mostraron que incrementos en el nivel de
citoguininas, pudieron mantener la funcionalidad sobre todo de la hoja bandera a través de
una regulacion del metabolismo del carbono y el nitr6geno. Esto permitié mantener la
actividad fotosintética y la asimilacion de nitratos durante el déficit hidrico. Las plantas de
arroz transgénico Psark:IPT en condiciones de estrés hidrico no difirieron en el nimero de
macollos, altura de la planta y momento de floracion, s6lo en una mayor biomasa seca a
cosecha por lo que la diferencia en el rendimiento de granos estuvo atribuido a los cambios
en la relacién fuente: destino(Peleg et al., 2011; Reguera et al., 2013). Los resultados de la
presente tesis demostraron que los trigos transgénicos Psark::IPT, a pesar que la biomasa
generada a cosecha no determiné diferencias estadisticamente significativas con el PIF,

tendieron a mantener la biomasa aérea comparado al genotipo control cuando pasaron de
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una condicién hidrica de riego a una de estrés hidrico. Aunque no observaron retrasos en la
senescencia en los trigos transgénicos Psark::IPT comparada a PIF se podria sugerir otro
mecanismo involucrado como por ejemplo una mejora en la actividad fotosintética por
unidad de area de hoja ante condiciones de estrés. Los que han estudiado los mecanismos
fisiologicos en plantas transgénicas Psark:IPT muestran una fuerte correlacion del transgén
con mejoras en la actividad fotosintética y en la eficiencia de uso del agua, en base a ello se
podria especular que los trigos transgénicos mantienen mejor estos mecanismos fisioldgicos
respecto al genotipo control (Rivero et al., 2007; 2009; Peleg et al., 2011; Reguera et al.,
2013; Oneto et al., 2016), pero ello no se evidencio plenamente en los presentes resultados.

Otro efecto de compensacion ocurrié con el nimero de espigas y el nimero de granos
por espiga como respuesta de las plantas Psark::IPT para todas las condiciones hidricas de
todos los experimentos realizados. Los trigos transgénicos establecieron en todas las
condiciones un mayor numero de espigas por planta en relacion con el PIF, debido
posiblemente a una mayor expresion de citoquininas que promovieron un mayor macollaje
o0 redujeron la tasa de mortandad de los macollos iniciados (Langer et al., 1973; Sharif y
Dale et al., 1980; Suge y Iwamura, 1993). Evidencias en arroz demostraron que el niUmero
de espigas aumento por el incremento de los niveles de citoquininas (Lin et al., 2002). Sin
embargo, el nimero de granos establecidos por espiga fue menor al PIF en ambas
condiciones de estrés hidrico. Estos resultados coinciden con la bibliografia, donde el
namero de grano por espiga también explica una proporcion importante de la variacién en
el nimero de grano por planta en condiciones de anegamiento (Cannell et al. 1984; de San
Celedonio et al., 2014). Los estreses por anegamiento como por déficit hidrico provocan

reducciones en la fertilidad de las espiguillas, en forma analoga a los observado en los
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trigos transgénicos Psark::IPT en los cuales hubo un menor establecimiento de granos por
espiga (Ji et al., 2010;San Celedonio et al., 2014). Esto puede ser como consecuencia del
estrés hidrico, el cual genera una mala formacién y desarrollo de los granos por la
esterilidad del polen y embrionaria y en algunos casos causando el aborto de las flores
(Barnabés et al., 2008; Farooq et al., 2014; Folsom et al., 2014; Begcy y Walia, 2015). El
efecto de una mayor reduccion del nimero de granos por espiga en los trigos transgénico
puede ser debido a que se afectd la particion de los recursos hacia la espiga durante la
ultima etapa de la encafiazén o por un desajuste hormonal. Se ha demostrado en trigo que el
aborto floral es consecuencia del incremento en la acumulacion de acido abscisico (ABA)
en el ovario y anteras de las flores provocando una reduccion en el nimero de flores fértiles
lo que se traduce en un menor nimero de granos por espiga (Westgate et al., 1996). En
plantas de maiz transgénicas Psark::IPT que incrementaron su rendimiento se observé que
presentaban niveles de ABA reducido por el incremento del nivel de citoguininas que
genera la sobreexpresion de el gen ipt. En base a esto se indica que la reduccién del ABA
en los 6rganos reproductivos puede ser atribuible al aumento del namero de flores y
reduccion del aborto de granos por espiga (Oneto et al., 2016). Sin embargo en las plantas
de trigo Psark::IPT, utilizadas en esta tesis no se observo un incremento o sostenimiento de
granos por espiga respecto a las plantas control por lo que se puede especular que: (i) las
ventajas que genera el gen ipt sobre la disminucion del contenido de ABA en los 6rganos
florales no estaria ocurriendo por la ubicacion de la espiga dentro de la planta, y/o (ii) que
los niveles de citoquininas que presentan los trigos transgénicos Psark::IPT en la espiga no
pueden contrarrestar los efectos del ABA. En tabaco y arroz transgénico Psark::IPT se ha

mostrado claras evidencias que el nivel de expresion del transgén difiere en los distintos



91

organos de la planta y se ha mantenido alta su expresion en los tejidos senescentes 0 mas
basales (cercanos a la raiz) y disminuido en los que crecen activamente como hojas nueva y
yemas apicales (Mok y Mok, 2001; Sakakibara, 2006; Rivero et al., 2007; 2009; Peleg et
al., 2011)

Hasta aqui se ha demostrado que los trigos transgénicos Psark:IPT en relacion al PIF
(genotipo control) no manifestaron efectos contraproducentes atribuibles al transgén
Psark:IPT. Se pudo observar que los distintos eventos transgénicos (TR1 y TR4)
manifestaron respuestas muy variables entre si, lo cual es esperable porque son lineas
independientes de transformacion, pero también manifestaron variabilidad en su
comportamiento en cada experimento y entre las plantas del mismo evento en si. La
variacion entre las lineas transformadas podria deberse a los efectos de posicién de las
inserciones Psark:IPT, dado que la ubicacion gendémica indeterminada puede estar
causando variaciones en la expresion génica (Xu, 2010). Estas variaciones pueden ser
independientes de cada planta a como responde al ambiente (inclusive dentro del mismo
evento transgénico) generando posibles silenciamientos en la transcripcion del transgén
dado por el alto ndmero de inserciones dentro del genoma. La posibilidad del
silenciamiento génico generado por la presencia de un alto nimero de mensajeros ha sido
sefialada por varios autores (Van der Krol et al., 1990; Hobbs et al., 1993; Kohli et al.,
2003; Baulcombe, 2004) y es rutinariamente observada en especies poliploides como el
trigo y también en eventos transgénicos generado por biolistica (Bhalla, 2006). Asimismo,
la variacion observada entre los eventos también podria deberse a que ambos disponen de
diferente nimero de inserciones del trasngén: el evento TR1 contiene dos inserciones y el

evento TR4 contiene diez sitios de insercion del transgén (A. Beznec, comunicacion
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personal, <beznec.ailin@inta.gob.ar>). Es importante mencionar que se desconoce cuantas
de esas inserciones son transcripcionalmente activas. Sumado a ello, el gen ipt estd
controlado por un promotor que es inducible al estrés hidrico por lo que las respuestas estan
dadas por interaccion con el ambiente. Una seleccion de plantas con la mejor performance
posiblemente podria estar eliminando parte de estas variaciones y mantener genotipos mas

estables.
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CAPITULO 4

RENDIMIENTO DE PLANTAS TRANSGENICAS  Psark::IPT  EN

CONDICIONES HIDRICAS RESTRICTIVAS BAJO CONDICIONES DE CAMPO

4.1  Introduccién

Los cultivos en general, y los invernales en particular, estan expuestos bajo condiciones
de campo y en los sistemas de produccion de secano a periodos de estrés hidrico tanto por
déficit como por exceso en diferentes momentos del ciclo, originados por la magnitud y
distribucion de las precipitaciones, afectando negativamente el rendimiento (Magrin, 1990;
Savin et al., 1995; Abbate et al, 2001;Brisson et al., 2001; Collaku y Harrison, 2002;
Andrade y Satorre, 2015). A lo largo de la historia se han desarrollado distintas estrategias
para reducir las pérdidas de rendimientos de los cultivos y generar una mejor adaptacion
ante estos eventos de estreses abioticos (Catetivelli et al., 2008), por ejemplo ajustar la
fenologia del cultivo como estrategia para escapar a la ocurrencia de estrés por deficiencia
hidrica (Slafer et al., 2003). Méas recientemente se ha utilizado como opcion la transgénesis
la cual provee una respuesta prometedora para mitigar los efectos negativos del estrés
hidrico. Para generar lineas transgénicas en trigo la via mas exitosa ha sido el método
biolistico a traves del cual se realiza la insercion de ADN dentro del genoma de la célula
vegetal (Vasil et al., 1992; Vasil et al.,1993; Semanas et al.,1993; Nehra et al., 1994; Zhou
et al., 1995; Alpeter et al., 1996; Ortiz et al., 1996; Takumi et al., 1996; Barro et al., 1998;

Yao et al., 2006; Kovalchuk et al., 2009; Ismagul et al., 2014; Zhang et al.,2014). Si bien el
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método biolistico es una herramienta Util para la incorporacion del ADN foraneo, su
aplicacion puede resultar en la insercion de mdaltiples copias de manera indiscriminada no
siendo este aspecto deseable (Sparks y Jones, 2004). Un alto nimero de inserciones es
comun en cereales con esta técnica pero ello puede conducir al silenciamiento transgénico,
la expresion transgénica aberrante en las generaciones posteriores e incluso la pérdida de
los transgenes (Van der Krol et al., 1990; Hobbs et al., 1993; Srivastava et al., 1996; Stoger
et al., 1998; Kohli et al., 1999; Pellegrineschi et al., 2002; Kohli et al., 2003; Baulcombe,
2004; Sparks y Jones, 2004; Agrawal et al., 2005; Jones, 2015). Las plantas transgénicas
con insertos de copia Unica o con bajo nimero de copias se ven menos afectadas por estos
problemas, y por lo tanto son deseables para estudios gendémicos funcionales o para la
produccion de plantas libres de marcadores después de la segregacion genética (Jones,
2005, 2015). Los trigos transgeénicos Psark::IPT han sido obtenidos por el método biolistico
y se conoce a través del patron diferencial de bandas obtenido en un analisis de
Southernblot que los eventos TR1 y TR4 poseen dos y diez inserciones del transgén
Psark::IPT, respectivamente. Estos valores se han mantenido constantes en las Gltimas tres
generaciones estudiadas en la presente tesis (A. Beznec, comunicacion personal,
<beznec.ailin@inta.gob.ar>).

En el caso del evento TR1, este mantiene la expresion del transgén de manera constante
ya sea en condiciones de riego normal como con déficit hidrico. Una situacién distinta se
observo con el evento TR4, en el cual el transgén solo es inducido por estrés hidrico. Esto
podria deberse a la posicion de integracion del transgén que influencid la expresion, tal
como fue descrito en otros trabajos (Kumar y Fladung, 2001; Kohli et al., 2003). Aunque su

expresion pareciera corresponder a la de un gen transcripto bajo el control de un promotor
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constitutivo, no hay efectos deletéreos producidos por la sobrexpresion de citoquininas en
parametros como el tiempo de floracion y la arquitectura de la planta (Hewelt et al., 1994;
Peleg y Blumwald, 2011; Beznec, 2017). De todas maneras, en la bibliografia se han
observado cambios moleculares, morfologicos o fisiologicos producidos por minimas
modificaciones en los niveles de expresion generados por la insercion de transgénes en
rutas metabdlicas (Maloney et al., 2015), factores de transcripcion (Hsieh et al., 2002;
Dubouzet et al., 2003; Oh et al., 2005) o enzimas que limitan la produccion de hormonas
(Rupp et al., 1999; Gupta y Rashotte, 2012).

Otro punto importante a tener en cuenta es el ambiente donde son ejecutados los
experimentos para caracterizar el comportamiento de las plantas. La mayoria de los trabajos
en los que se han evaluado plantas transgénicas, incluyendo aquellas transformadas con el
transgén Psark::IPT, se desarrollaron en condiciones controladas sobre todo cuando se trata
de caracterizar un gen especifico asociado a un caracter fisioldgico (Earl, 2003; Rivero et
al., 2007; Rivero et al., 2009; Peleg et al., 2011; Qin et al., 2011; Passioura 2012; Beznec et
al., 2014; Oneto et al., 2016). Los ambientes controlados, ya sea invernaculos o camara de
cria, permiten monitorear la intensidad, frecuencia y uniformidad de los factores
ambientales (luz, temperatura, humedad relativa del aire, humedad del suelo, disponibilidad
de nutrientes). Si bien el ambiente controlado tiene estas ventajas, cabe mencionar que en
condiciones a campo los experimentos presentan una caracterizacion fenotipica mas
cercana a la realidad, en cuanto al ecosistema donde crece el cultivo y la interaccién con los
factores ambientales. Por otra parte, en condiciones controladas, donde se utilizan plantas
individuales, las respuestas de los tratamientos pueden no representar lo que ocurre cuando

se trabaja a nivel de canopeo (Cox y Cochrab, 1946; Pedré et al., 2012). La dificultad de
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traducir los beneficios observados en ambientes controlados hacia condiciones de campo ha
sido la principal dificultad para el éxito a nivel productivo de plantas transgénicas
tolerantes al estrés hidrico (Passioura, 2012), més alla de las regulaciones de la actividad.
Un claro ejemplo en este sentido se observo con el algoddn transgénico Psark::IPT, el cual
mostrd ventajas ante un déficit hidrico, comparado a su control en condiciones controladas
de invernaculo, aunque dichas ventajas no continuaron cuando se lo llevo a condiciones de
campo (Zhu et al., 2018). En base a estos estudios, a las distintas caracteristicas
moleculares de ambos eventos transgénicos Psark::IPT y a la variabilidad en la
performance entre las plantas dentro del mismo evento observado en el andlisis del
Capitulo 3 de la presente tesis, en este capitulo se realizé un screening para evaluar la
performance de un promedio de 22 plantas de cada uno de los eventos transgénicos TR1 y
TRA4. A partir de la seleccién de plantas de mejor performance basada en la respuesta del
rendimiento en granos de cada evento como resultado del screening, el objetivo del
presente capitulo fue la evaluacion de la produccién de biomasa aérea y el rendimiento y
sus componentes numeéricos en plantas de trigo transformadas con el transgén Psark::IPT
las que fueron comparadas con plantas control frente a restricciones hidricas durante el
periodo critico del cultivo en situacidén de campo (Objetivo particular 1y I11).
4.2 Materiales y métodos
4.2.1 Condiciones generales, disefio experimental y tratamientos

Los experimentos que aborda este capitulo son los detallados en el Capitulo 2 referidos a
la condicién de campo. En resumen, se realizd un experimento en el afio 2017 en la
localidad de Bordenave y durante el 2018 se llevaron adelante experimentos a campo en

Bordenave y en FAUBA. Los experimentos de Bordenave se sembraron el 18 de julio en el
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2017 y el 12 de julio en el 2018, y el experimento de FAUBA se sembr¢ el 16 de julio del
2018. El primer experimento (Bordenave 2017) se llevo a cabo a los fines de realizar un
screening de la performance de lineas independientes dentro de cada evento transgénico y
plantas segregantes no transgénicas (SNT). En base a la respuesta obtenida en este
experimento se seleccionaron dos lineas de cada uno de los eventos TR1 y TR4, asi como
de las plantas SNT, tomando el criterio de las respuestas de los eventos en rendimiento ante
las condiciones de baja oferta hidrica. Las semillas de estas lineas fueron sembradas en
parcelas a campo en FAUBA y en la localidad de Bordenave en el afio 2018 para
determinar biomasa aérea, rendimiento y componentes numéricos por unidad de area.
4.2.2 Mediciones y analisis
4.2.2.1 Mediciones realizadas

En todos los experimentos una vez que el cultivo llegd a madurez de cosecha, se
cosecharon las plantas correspondientes a una superficie de 0,1 m? y fueron llevadas a
estufa a 60 °C hasta peso constante. Se determind el peso seco de la planta entera (sélo en
los experimentos de parcelas de FAUBA y Bordenave del afio 2018), nimero de plantas y
namero de espigas. Luego se separo las espigas del resto de la biomasa y se trillaron para
obtener el rendimiento, peso y nimero de granos. El IC se obtuvo como resultado de la
relacién entre el rendimiento de grano y la biomasa total aérea. Para determinar el valor del
peso de mil granos, numero de granos por unidad de area y nimero de granos por espiga se
utilizo6 el peso seco individual del grano obtenido a través del peso de dos sub-muestras de
100 granos.

4.2.2.2 Andlisis estadistico de los datos
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Para el analisis de los datos se utilizé el programa de InfoStat Profesional v.1.1 (Di
Renzo et al., 2011), el cual permitid realizar la prueba de diferencias estadisticas entre los
tratamientos mediante el analisis de varianzas (ANVA). Las medias de los tratamientos se
compararon con la Test LSD (Least significant difference) de Fisher con un nivel de
significacion de 0,05.

4.3  Resultados
4.3.1 Evaluacion de lineas independientes de plantas de trigo Psark::IPT a campo en
condiciones de secano.

Todos los genotipos mostraron un comportamiento fenotipico similar dentro de cada
experimento con similar fenologia. El rendimiento con las lineas TR1, TR4 y SNT
evaluadas en Bordenave en 2017 mostro diferencias entre genotipos (Figura 4.1). De dicho
ensayo se identificaron para cada evento las dos lineas con mayor rendimiento, para ser
luego utilizadas en los experimentos a realizar en parcelas a campo. Para el evento TR1 las
lineas que se seleccionaron fueron la 11-TR1 y la 13-TR1 por ser las que mostraron un
mejor comportamiento a campo. La 11-TR1 tendi6 a un mayor rendimiento por unidad de
area comparado al resto, y en el caso de la 13-TR1 ademas del rendimiento, se tuvo en
cuenta la estabilidad en rendimiento entre las repeticiones (considerando las barras de error,

Figura 4.1. a).
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Figura 4.1. Rendimiento (g m?) a campo de dos lineas independientes de plantas Psark::IPT para
los eventos a) TR1, b) TR4, ¢) PIF, d) segregantes no transgénica (SNT) y e) Box-plot del
rendimiento (g m) para los genotipos (PIF, SNT, TR1, TR4) En las figuras a, b y d las barras
rayadas representan a las lineas que fueron seleccionadas para la proxima generacion para los
experimentos a campo. Letras diferentes sobre las barras indican diferencias significativas (p<0,05)
por el test LSD de Fischer. Las barras verticales indican los errores estdndar. Barra llena representa
el PIF (c). En la figura e (Box Plot) las lineas horizontales representan la mediana y el punto la
media.

Para el evento TR4 la variacion en la respuesta del rendimiento por unidad de area fue

mas variable que la observada en TR1 (Figura 4.1. e€). En este evento transgénico se
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seleccionaron las lineas 2-TR4 y 12-TR4 con los mismos criterios de seleccion que en TR1
(Figura 4.1. b). En el caso de las lineas segregantes no transgénicas se seleccionaron las 34-
SNT y 35-SNT que mostraron una respuesta cercana a la del cultivar PIF (Figura 4.1. cy
d).

En resumen, las lineas con mejor performance en rendimiento por unidad de &rea que
quedaron seleccionadas fueron 11-TR1 y 13-TR1 que representan al evento TR1, 2-TR4 y
12-TR4 que representan al evento TR4, dos lineas segregantes no transgénicas 34-SNT y
35-SNT que junto con el PIF conforman los testigos controles. Estas lineas constituyen el
factor genotipo de los experimentos en parcelas que se describen a continuacion,
observandose en algunos casos la respuesta de cada linea por separado y en otros casos
generalizando por grupo de genotipos (TR1, TR4 y SNT).

4.3.2 Respuesta de los genotipos transgénicos a campo en condiciones hidricas
contrastantes
4.3.2.1 Rendimiento y particién de biomasa

El andlisis estadistico de los resultados de rendimiento en granos por unidad de area
obtenidos de los experimentos de FAUBA y Bordenave 2018 determind que el efecto de la
condicion hidrica y el factor genotipo no presentaron diferencias estadisticamente
significativas (p > 0,05; Cuadro 4.1). En el caso de Bordenave las precipitaciones ocurridas
durante el ciclo del cultivo no permitieron obtener una condicién de secano que se
diferencie de la de riego (las precipitaciones importantes ocurridas en las primeras etapas
del cultivo permitieron una recarga de los perfiles para las etapas mas avanzadas del ciclo,
impidiendo tener condiciones de restriccion hidrica relevantes a lo largo del ciclo del

cultivo).
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Si bien a través del ANVA se determind que no hubo diferencias estadisticamente
significativas entre los genotipos, del analisis del test de medias surgioé que el PIF bajo la
condicion de secano disminuyd un 10% el rendimiento en granos en el experimento de
FAUBA (Cuadro 4.1). Esta diferencia fue estadisticamente significativa respecto de los
eventos transgénicos tanto TR1 como de TR4 (con excepcion de la linea 11-TR1) en la
misma condicion hidrica.

El evento TR1 en términos generales mantuvo el rendimiento en grano cuando paso6 de
una condicion con riego a una de secano. De este modo la linea 11-TR1 gener6é un
rendimiento similar en ambas condiciones hidricas y en ambos sitios (FAUBA y
Bordenave), mientras que la linea 13-TR1 incrementd ligeramente (5%) el rendimiento
cuando estuvo expuesta a una condicion de secano en el experimento de FAUBA y un 16%
en el experimento de Bordenave. Es importante recordar como fue descripto anteriormente
que las condiciones de secano en ambas localidades fueron sustancialmente diferentes en el
afio de estudio como consecuencia de las precipitaciones ocurridas.

En el caso del evento TR4, este mostr6 un mejor comportamiento en la respuesta del
rendimiento en granos en el experimento de FAUBA, con un aumento del 18% tanto con la
linea 2-TR4 y 12-TR4 cuando pasé de riego a la condicion de secano. No asi en el
experimento de Bordenave, en el cual disminuy6 un 6% el rendimiento en ambas lineas
cuando estuvo en la condicion restrictiva (Cuadro. 4.1).

La respuesta de cada una de las segregantes no transgénicas (SNT) fue antagonica,
donde la linea 34- SNT aumentd el rendimiento y la 35- SNT lo disminuy6 cuando pasaron
de una condicién con riego a una condicion de secano tanto en FAUBA como en

Bordenave (Cuadro. 4.1). La linea 34-SNT aumento el rendimiento en un 11% en ambos
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experimentos, en cambio la linea 35-SNT disminuyd un 12% y 3% en el experimento de
FAUBA y en el experimento de Bordenave, respectivamente.

Cuando el andlisis se centrd en la condicion de secano (con las salvedades que esta
condicion no fue tan restrictiva como se habia planeado originalmente), en FAUBA ambas
lineas TR1 y TR4 seleccionadas rindieron entre un 11 y 15% mas respecto de las lineas
SNT (Cuadro 4.1). Sin embargo, esa tendencia no se observo en Bordenave y sélo la linea
12-TR4 mostrd una ventaja en el rendimiento (ca. 8%) con respecto al resto de las lineas

transgénicas y la SNT (Cuadro 4.1).
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Cuadro 4.1. Rendimiento (g m?), biomasa aérea (g m?) e indice de cosecha del experimento de FAUBA y
Bordenave durante el afio 2018 para las distintas condiciones hidricas y genotipos. Letras diferentes en la misma
columna indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) por el Test LSD de Fischer.

FAUBA Bordenave
Condicion Genotipo  Rendimiento indice de Biomasa aérea  Rendimiento Indice de B]omasa
hidrica (CH)  (G) (g m?) cosecha  (gm?) (g m?) cosecha ?grﬁ]a}z)
Regado PIF 513,7 % 0,40° 1178,4 ¢ - - -
11-TR1 513,60 0,43 1155,3 ¢ 751,32 0,47 @ 1662,7 @
13-TR1 500,57 * 0,47 % 1096,8 ¢ 722,62 0,43 % 1609,6 ?
02-TR4 497,13 % 0,43 %® 1131,1 3¢ 682,82 0,37° 1808,5 @
12-TR4 489,87° 0,43 % 1124,1 3¢ 792,92 0,472 1652,0 @
34-SNT 507,9 @ 0,47 %® 1049,4 bc 694,92 0,47 @ 1466,4 @
35-SNT 585,12 0,43 % 1296,6 2 736,32 0,472 1593,3 @
Secano PIF 461,3° 0,502 993,7°¢ - - -
11-TR1 530,2 2 0,47 %® 1153,2 3¢ 636,22 0,40 % 1514,1 @
13-TR1 581,2 % 0,47 % 1231,3%® 760,12 0,43 % 1671,6 2
02-TR4 593,42 0,502 1268,1% 644,82 0,40 % 1569,2 @
12-TR4 575,7 % 0,502 1196,23¢ 807,42 0,40 1834,0 @
34-SNT 520,3 2 0,502 1122,0 ¢ 781,4% 0,47 @ 1734,2 @
35-SNT 517,6%¢ 0,502 1005,1°¢ 711,72 0,472 1569,1 @
G ns ns ns ns * ns
CH ns * ns ns ns ns
GxCH ns ns ns ns ns ns

ns=diferencias no significativas; ns p> 0,05; *p<0,05; **p<0,01; *** p < 0,001
En cuanto a la particion de la biomasa aérea a granos, se observo que la condicién
hidrica tuvo un efecto estadisticamente significativo en el experimento de FAUBA, ya que
en la condicion de secano en promedio el IC fue mayor que en riego (0,44 vs 0,48). En
Bordenave, a diferencia que en FAUBA, no se observaron diferencias significativas entre
ambas condiciones hidricas, aunque si se observaron diferencias entre genotipos, pero sin

un patron definido ya que mientras la linea 02-TR4 mostrd el menor valor de IC en la
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condicion regado, en la condicion de secano ambas lineas TR4 y la linea 11-TR1 mostraron
el menor valor (Cuadro 4.1)

La biomasa aérea por unidad de area si bien no manifestd en su respuesta efectos
directos de los tratamientos, ya sea por condicion hidrica o por el factor genotipo, esta se
modificd dependiendo de la combinacion del genotipo, condicion hidrica y el lugar donde
se ejecuto el tratamiento (Cuadro 4.1). Se observé que el PIF disminuyd un 16% la biomasa
aérea en el experimento de FAUBA cuando estuvo en una condicion de secano,
diferencidndose de manera estadisticamente significativa de los eventos transgénicos,
puntualmente de las lineas 13-TR1 y 2-TR4 (Cuadro 4.1). En FAUBA en la condicion de
secano el PIF y la 35-SNT mostraron biomasas aéreas significativamente menores que el
resto de los genotipos, a diferencia de lo que ocurrié en la condicion regado donde no se
observd ninguna diferencia significativa entre las lineas. En el caso de Bordenave no se
registraron diferencias significativas en la biomasa entre los genotipos entre ninguna de las
lineas dentro de cada condicion hidrica (Cuadro 4.1).

Cuando el rendimiento se contrastd con la biomasa aérea y el IC, los cambios en el
rendimiento fueron principalmente explicados por las variaciones en la biomasa aérea (r? =

0,88; Figura 4.2.a), sin que observara ninguna asociacion con el IC (p > 0,05; Figura 4.2.b).
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Figura 4.2. Relacion del rendimiento (g m) con (a) la biomasa aérea total (g m?) y (b) el indice de
cosecha para TR1 (11-TR1, 13-TR1), TR4 (2-TR4, 12-TR4), SNT (34-SNT, 35-SNT) y PIF en la
condicion hidrica con riego (subindice “R”) y en secano (subindice “S”) para los experimentos
realizados a campo en Bordenave y en FAUBA en el afio 2018.

Cuando se compar6 el cambio relativo del rendimiento en granos por unidad de area de
cada genotipo en relacién con el rendimiento promedio general dentro de cada tratamiento
(es decir el promedio de todos los genotipos dentro de cada condicién hidrica) se evidencid
que los materiales transgénicos en la condicion de secano en general registraron respuestas
positivas que llegaron a valores de ca. 10% respecto de la media (Figura 4.3). Por ejemplo,
las lineas 13-TR1 y 12-TR4 mostraron, tanto en el experimento de FAUBA como en el de
Bordenave, un cambio relativo positivo en promedio de ca. 7% y 6% respectivamente
respecto del resto de los genotipos que crecieron en secano. Estas mismas lineas también
manifestaron un cambio positivo dentro de la condicion de riego en el experimento de
Bordenave siendo dicho cambio de ca. 2% y 12% para las lineas 13-TR1 y 12-TR4,

respectivamente (Figura 4.3).
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Figura 4.3. Cambio relativo del rendimiento de cada genotipo respecto del rendimiento promedio
general del tratamiento dentro de cada condicion hidrica (Regado y Secano) para PIF, 11-TR1, 13-
TR1, 2-TR4, 12-TR4, 34-SNT, y 35-SNT.

4.3.2.2 Componentes numéricos del rendimiento
El peso promedio de los granos (P1000) y el nimero de granos m2 (NG) no se vieron
modificados de manera estadisticamente significativa entre la condicion hidrica con riego y

en secano (p > 0,05; Cuadro 4.2).
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Cuadro 4.2. Peso de mil granos (P1000, g), nimero de granos (NG m2), nimero de espigas (m?) y nimero de
granos por espiga (NG espigas™?) del experimento de FAUBA y Bordenave para las distintas condiciones hidricas
y genotipos. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05)

por el Test LSD de Fischer.

FAUBA Bordenave

Cﬂ?gr'ig;n Genotipo  P1000 NG Espigas NG P1000 NG Espigas es’:i(a a
(CH) (©) (@) (m?) (m?)  espiga® (m?) (m?) 1
Regado PIF 31,5°¢ 16272,0%c 495 cde 22,88 - - - -

11-TR1 33,4%Cc 15485,23¢ 585 abc 21,8 &¢ 345 21828,02% 720 P 30,78

13-TR1 33,43c 14975,3 3¢ 55( bcd 22,2 352 20674,83% 713 P 28,72

02-TR4 34,4%® 144406 % 607 * 21,3%cd 3359 2039252 773 acd 26,38

12-TR4 35,7%  13753,7% 580 ¢ 20,0 ¢ 346° 2291922 883° 26,3¢

34-SNT 35,1%  13570,7P 550 P 21,1%cd 350 19846,32  74(Q cd 27,38

35-SNT 34,3% 17049,7% 670° 21,1%cd 3833 1921592 667 29,42
Secano PIF 350% 13232,3P 473 ¢® 20,3 bed - - - -

11-TR1 33,4%c 15834,4% 583 ac 21,1%cd 355  17869,8% 653¢ 27,44

13-TR1 358% 16278,3P 570 ¢ 19,6 ¢ 34,3 2220583 817 ¢ 27,42

02-TR4 36,02 16530,42 597 ¢ 20,0 < 36,04 18009,12 690 2758

12-TR4 345%®  16687,2° 553 bed 20,9%cd 345 234321% 850 2758

34-SNT 354% 14838,0%° 543,3b«d 20,3 36,7 2134562 890°? 24,28

35-SNT 35,0%  14754,0%° 436,7° 20,8 bed 38,82 18429,0% 630¢ 2952
G ns ns * ns kel ns kel ns
CH ns ns ns ns ns ns ns ns
GxCH ns ns * ns * ns ns ns

ns=diferencias no significativas; ns p> 0,05; *p<0,05; **p<0,01; *** p < 0,001

Tampoco se observaron diferencias estadisticamente significativas en el nimero de
granos generado por los distintos genotipos (ni entre las lineas dentro de cada uno de ellos)
sea en FAUBA 0 en Bordenave (p > 0,05; Cuadro 4.2). Tal como se indica en la Figura 4.4,
las variaciones en el rendimiento fueron explicadas por cambios en el nimero de granos por

unidad de area (r?> = 0,92; p < 0,001) y no por los cambios en el peso promedio de los
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granos (p > 0,05). De este modo, las variaciones detalladas en el rendimiento entre
genotipos anteriormente se aplican a los cambios observados en el nimero de granos.

A diferencia del numero de granos, el peso de los granos mostro diferencias
estadisticamente significativas para el factor genotipo en el experimento de Bordenave. Sin
embargo, también en dicho experimento se observo una interaccion GxCH ya que el patrén
de cambio en el P1000 fue diferente entre los genotipos en la condicion de riego respecto

de la de secano (Cuadro 4.2).

FAUBA
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Figura 4.4. Relacién del rendimiento (g m) con (a) el nimero de granos (m2) y (b) el peso de
granos (g) para TR1 (11-TR1, 13-TR1), TR4 (2-TR4, 12-TR4), SNT (34-SNT, 35-SNT) y PIF en la
condicion hidrica con riego (subindice “R”) y en secano (subindice “S”) para los experimentos
realizados a campo en Bordenave y en FAUBA en el afio 2018.

El nimero de espigas por unidad de area en los experimentos 2018 de FAUBA y
Bordenave no fue afectado por la condicién hidrica, lo que determind que la respuesta tanto
con riego y en secano fuera similar (p > 0,05; Cuadro 4.2). No obstante, se observaron
diferencias estadisticamente significativas con el factor genotipo, la cual fue consistente en
ambos experimentos (p < 0,05 en FAUBA y p < 0,01 en Bordenave; Cuadro 4.2); sin
embargo, el patrén no fue uniforme en cuanto al comportamiento de los genotipos. Por
ejemplo, en FAUBA la linea 35-SNT fue la que mostré el mayor valor de nimero de

espigas en el tratamiento regado mientra que en el tratamiento de secano fue la que registro
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el menor valor. En la misma localidad (FAUBA) los genotipos TR1 y TR4 mantuvieron un
namero similar de espigas en el tratamiento de secano comparado con el tratamiento regado
(Cuadro 4.2). En Bordenave no se observo interaccion GxCH aunque el patron de
establecimiento de espigas no fue consistente entre genotipos. En el tratamiento regado el
genotipo 12-TR4 fue el que registré el mayor valor de espigas por unidad de area mientras
que en secano dicha linea junto con el 13-TR1 y 34-SNT fueron las que mostraron los
mayores valores ( Cuadro 4.2).

Con respecto al nimero de granos por espiga, este atributo no manifestd diferencias
estadisticamente significativas entre la condicion hidrica ni tampoco entre genotipos tanto
en el experimento de Bordenave. Sin embargo se observo una interaccion GXCH en el caso
de la FAUBA (Cuadro 4.2).

Por otro lado, cuando se relacion6 el nimero de granos por unidad de area con ambos
sub-componentes (niumero de espigas y nimero de granos por espigas) se observé una
asociacion mas robusta y positiva con el nimero de espigas (r> = 0,65; p < 0,001; Figura

4.5.a) que con el numero de granos por espiga (Figura 4.5 b).
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Figura 4.5. Relacion entre el nimero de granos (m2) con (a) el nimero de espigas (m?) y (b) el
nimero de granos por espiga y relacion (c) entre el namero de granos por espigas y el nimero de
espigas (m?) para TR1 (11-TR1, 13-TR1), TR4 (2-TR4, 12-TR4), SNT (34-SNT, 35-SNT) y PIF en
la condicion hidrica con riego (subindice “R”) y en secano (subindice “S”) para los experimentos
realizados a campo en Bordenave y en FAUBA en el afio 2018.

El nimero de granos por espiga mostré una asociacion negativa con el nimero de
espigas por unidad de area cuando se consideraron los datos correspondiente al
experimento de Bordenave, ajustandose a una misma regresion lineal tanto para la
condicion hidrica como para los genotipos (r> = 0,38; p < 0,001, Bordenave; Figura 4.6.c).
Sin embargo, en el experimento de FAUBA no se observ6 ninguna asociacion entre ambos
componentes.

4.4 Discusién
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En este capitulo se abordé el analisis de la primera aproximacion del comportamiento
agronomico del trigo transgénico Psark::IPT en condiciones de campo y a escala de cultivo.
Si bien numerosos trabajos han documentado respuestas fisioldgicas y morfoldgicas de
plantas transgénicas Psark::IPT de otras especies, tanto monocotiledoneas como
dicotileddneas, estos han sido conducidos en la mayoria en macetas bajo condiciones
controladas y a nivel de planta individual (Rivero et al., 2007, 2010; Peleg et al., 2011;
Kuppu et al., 2013; Reguera et al., 2013; Oneto et al., 2016). En el capitulo 3 de esta tesis
se demostro, en condiciones controladas, una importante interaccion genotipo x ambiente lo
que determindé una falta de consistencia en el comportamiento de ambos eventos
transgénicos en el rendimiento y sus componentes. De este modo, las potenciales ventajas
observadas en un ambiente no perduraban en otro ambiente al que fueron expuestos los
genotipos.

Los resultados de los experimentos conducidos a campo en el marco de esta tesis
mostraron, consistentemente con lo descripto en el capitulo anterior, que las plantas de trigo
transgénico Psark::IPT en general tuvieron un comportamiento estadisticamente similar al
control sin manifestar penalizaciones en el rendimiento de granos tanto en la condicion
hidrica con riego como de secano (Cuadro 4.1). La condicion ambiental no permitié
generar grandes diferencias en la condicion hidrica del suelo (condicion con riego vs.
condicion de secano) debido a que las precipitaciones no fueron extremadamente diferentes
entre ambos tratamientos durante la estacion de crecimiento del cultivo en ambos sitios de
experimentos (FAUBA y Bordenave). A pesar de ello, se observd que el trigo transgénico
tendid a obtener valores de rendimiento por encima del trigo no transgénico cuando

exploraron condiciones de secano. Dentro de esta condicion hidrica el rendimiento en grano
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del trigo que contenia el transgén Psark::IPT en el experimento de FAUBA fue superior ca.
23% respecto a PIF siendo una diferencia estadisticamente significativa, y también fue
superior ca.13% con respecto a las segregantes no transgénicas (SNT) aunque en este caso
sin diferenciarse estadisticamente. En el experimento de Bordenave tanto los eventos
transgénicos como las SNT no manifestaron diferencias estadisticas creciendo en secano,
aungue como fue detallado anteriormente no se manifesto una situacion hidrica limitante a
pesar de estar en condicion de secano; s6lo el TR4 tendié a establecer un mayor
rendimiento (ca. 12%) comparado al genotipo control (SNT) y a el TR1 dentro de dicha
condicion hidrica. En todos los casos el nimero de granos fue el componente de
rendimiento que explicd las variaciones en rendimiento (r> = 0,92) sin observarse cambios
por el peso de los mismo (Figura 4.4). La diferencia en los resultados entre los sitios
experimentales evaluados en este Capitulo (FAUBA y Bordenave) podrian estar vinculados
a la magnitud y al momento en que se produjo la restriccion hidrica en ambos sitios.

En este sentido, algunas evidencias de la literatura mostraron respuestas diferentes en
experimentos que se realizaron a campo con algodon transgénico Psark::IPT en dos sitios
diferentes (Zhu et al., 2018). Los resultados de Zhu et al. (2018) evidenciaron resultados
contrastantes en rendimiento dentro de la condicién hidrica de secano, ya que en uno de los
sitios no se detectaron diferencias en este atributo entre las plantas de algodon transgénico
Psark:IPT y las plantas control, y en el otro sitio obtuvieron como resultado que el algodén
transgénico Psark::IPT super0 a las plantas control (ca. 44% mas de semillas, diferencia
estadisticamente significativa). Los autores determinaron que las diferencias en sus
resultados estaban vinculadas con el momento en que ocurria el estrés dentro del ciclo

ontogénico del algodon transgénico Psark::IP y sobre todo que la intensidad del déficit
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hidrico era importante para que se observaran las ventajas del transgén Psark::IPT sobre el
rendimiento de semillas (Zhu et al., 2018). Otro trabajo a campo donde se utilizaron plantas
de mani con el transgén Psark::IPT en dos afios consecutivos para un mismo sitio, mostro
en la condicion de déficit hidrico una ventaja en el rendimiento en plantas transgénicas
respecto a las plantas control. El incremento del rendimiento en las plantas transgénicas
Psark::IPT entre los afios varid entre 51% y 65%. En este sentido, se sabe que la expresion
de gen ipt, bajo el control de un promotor inducible por déficit de agua (SARK), confiere
una mayor tolerancia al déficit hidrico en plantas de tabaco transgénicas obteniéndose
resultados similares en arroz, mani y algodon (Peleg etal., 2011; Quin et al., 2011; Kuppu et
al., 2013). Esto podria estar explicando algunas respuestas en el trigo transgénico
Psark::IPT cuando se compara con plantas de trigo no transgénicas en una condicion de
secano, ya que la condicion hidrica a la cual fueron sometidas las plantas no llega a ser de
tal magnitud que permita la induccion del transgén Psark::IPT y por lo tanto no se detecten
las diferencias entre ambos tratamientos. Cuando se comparé el cambio relativo del
rendimiento en granos por unidad de area de cada genotipo en relacion con el rendimiento
promedio general dentro de cada tratamiento, el trigo transgénico Psark::IPT mostro
valores positivos ca. 10% por encima del promedio. Similares respuestas se mostraron con
el maiz transgénico MON87460xNK603, donde el rendimiento de estas plantas
transgénicas fue mayor ca. 5-10% mas que las plantas control (Castiglioni et al., 2008).
Recientemente, se ha publicado un trabajo que compila una amplia red de ensayos a campo
comparando trigos transgénicos transformados con el gen HaHB4 con el objetivo de
mejorar la tolerancia al déficit hidrico, demostrando una mejora del rendimiento de granos

en un 6% a favor de los trigos transformados respecto de los testigos (Gonzélez et al.,
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2019). En los mencionados casos, se observa una relacion directa entre la demanda del
ambiente y la respuesta diferencial de los eventos transgénicos. En este sentido se observa
que cuanto mas restrictiva es la condicion de cultivo, mayor diferencia se registra entre los
eventos y el correspondiente control.

Tal como fue descripto anteriormente, el rendimiento estuvo explicado por los cambios
en el nimero de granos por unidad de area (r> = 0,65), y las variaciones de este Gltimo
estuvieron asociadas al nimero de espigas por unidad de area (r>= 0,65). La literatura
indica que el niumero de granos por unidad de area puede estar relacionado con el nimero
de granos por espigas y el nUmero de espigas por unidad de area (De Vita et al., 2007;
Elhani et al., 2007), a diferencia de los datos de esta tesis donde las variaciones en el
namero de granos por unidad de area no se asociaron con los cambios en el nimero de
granos por espiga. Se ha demostrado que las citoquininas se producen en el sistema radical
actuando en varios procesos fisioldgicos, como el desarrollo de la semilla y el crecimiento
de yemas axilares (Tamas, 1995). En este sentido, distintos estudios vinculados a la
regulacién hormonal en gramineas informan que el crecimiento de vastagos secundarios
(macollos) esta dado por la activacion de yemas laterales a través de las citoquininas
(Langer et al., 1973; Sharif y Dale et al., 1980; Suge y Iwamura, 1993). Estas evidencias no
excluyen la posibilidad de que el aumento en el nUmero de espigas por unidad de area en
los trigos transgénicos sea atribuible al posible incremento del nivel de citoquininas dentro
de la planta provocado por la expresién del gen ipt. En experimentos a campo con arroz se
evalué el efecto del incremento del nivel de citoquininas aplicadas de manera exdgena para

evaluar su efecto en el crecimiento y el rendimiento obteniendo como resultado un
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incremento significativo del nimero de macollos, un mayor nimero de paniculas y por
ende un mayor rendimiento (Zahir, et al., 2001).

El nimero de granos por espigas no tuvo diferencias en ninguna condicion hidrica ni
tampoco entre las plantas transgénicas y las plantas control posiblemente asociado a que la
condicion de secano no logré generar un estrés por déficit hidrico que llegue a reducir el
namero de espiguillas féertiles por espiga (o el nimero de granos por espiguilla) como se ha
demostrado ampliamente en la literatura (Oosterhuis y Cartwright, 1983; Frank y Black
1987; McMaster et al., 1994; Elhani et al.,, 2007; Agami et al., 2018; Vahamidis et
al.,2019).

Desde el punto de vista de los componentes fisiologicos, los cambios en el rendimiento
fueron explicados por las variaciones en la biomasa aérea (r> = 0,88), sin que observara
ninguna asociacion con el IC (Figura 4.3). Sin embargo, no se registraron diferencias
significativas en ambos componentes fisioldgicos del rendimiento cuando se compararon
las plantas transgénicas con los controles. En la Unica condicion donde se observaron
cambios en el IC fue Bordenave dentro de la condicién de secano, el cual estuvo dado por
un menor IC en las plantas transgénicas respeto al control. A pesar de que las plantas
transgénicas tuvieron un IC mas bajo respecto a las plantas no transgénicas (0,40 vs 0,47),
ello no se tradujo en un menor rendimiento en grano. Esta respuesta fue distinta en maiz
transgénico Psark::IPT expuesto a déficit hidrico, el cual tuvo una respuesta
significativamente mas alta en IC respecto a plantas no transgénicas dentro de esa
condicion hidrica (Oneto et al., 2016). También fue distinto a lo informado para trigos
transgénicos cultivados a campo que utilizan otros genes con las mismas estrategias de

generar tolerancia a déficit hidrico donde trigos transgénicos DREB1A mantuvieron un IC
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similar a las plantas no transgénicas con incrementos significativos en la biomasa aérea y
reducciones en el rendimiento (Pierre et al., 2012). En otro ejemplo, donde se evaluaron
trigos transgénicos HaHB4 también se mantuvo el IC similar entre plantas transgénica y
control, pero las transgénicas generaron una mayor biomasa aérea y un mayor rendimiento
(Gonzélez et al., 2019).

En trabajos previos donde se ha utilizado para inducir la transcripcion del transgén ipt el
promotor SAG12 en el lugar del promotor SARK, las plantas transgénicas con el transgén
Psac12::IPT no mostraron diferencias significativas en rendimiento ni en sus componentes
como numero y peso de granos cuando se compararon con plantas no transgénicas
(Sykorova et al. 2008). En forma analoga, otros estudios con plantas transgénicas
Psac12::IPT en yuca y petunia tampoco informaron una mejora significativa en los
rendimientos (Ma et al., 2008; Zhang et al., 2010). Estas evidencias demuestran efectos
contradictorios en cuanto a las ventajas de la introgresion del transgén IPT y ademas que
distintos promotores del transgén (SAG o SARK) pueden determinar respuestas diferentes
en las plantas donde fueron introgresados. En esta tesis, la introduccion del promotor
transgénico Psark Si bien no muestra una respuesta consistentemente positiva en
condiciones de secano respecto del control, tampoco presenta una penalizacion en
condiciones de alta oferta de recursos. Estos resultados fueron analogos a los encontrados
en maiz donde no se observé una tendencia consistente de las ventajas de la introgresion
del transgén en eventos transgénicos en los diferentes ambientes (Oneto et al., 2016),
similar a lo que ocurrié con los eventos transgénicos Psark::IPT en trigo utilizados en esta
tesis. De este modo, las plantas de trigo transgénicas Psark::IPT podrian presentar algunas

ventajas en condiciones de estrés hidricos (dependiendo del ambiente) sin mostrar efectos
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contraproducentes cuando se las expone a condiciones de alta oferta de recursos (Rivero et
al., 2007).

Otro aspecto relevante es la variabilidad entre las plantas pertenecientes a un mismo
evento transgenico donde, por ejemplo, las diferencias en rendimiento estuvieron dadas por
la linea sobre todo 13-TR1 del evento TR1 y la linea 12-TR4 del evento TR4, demostrando
que hubo variabilidad en las diferentes lineas conteniendo el mismo transgen Psark::IPT.
Estas evidencias sugieren que existe una importante interaccién entre el fondo génico y el
transgén. Dicha interaccion puede estar asociada a la presencia de otros alelos, al nimero
de copias del transgén, y a la influencia de la epigenética (condiciones en las que se
formaron las semillas en la planta madre y que pueden influir sobre la performance de la
descendencia). Este Gltimo aspecto se aborda en el capitulo siguiente.

45  Conclusién

Los experimentos a campo permitieron tener las primeras aproximaciones en el
comportamiento agrondémico de trigo transgénico Psark::IPT que, tal como fue demostrado
en los resultados, se comportaron de manera similar a las plantas de trigo no transgénicas
con los mismos rasgos fenotipicos. Los trigos transgénicos en términos generales no
mostraron penalizaciones en el rendimiento en condiciones potenciales y dependiendo del
ambiente en que fueron evaluados evidenciaron ventajas de hasta un 10% del rendimiento

superior respecto a la media general del experimento.
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CAPITULO 5

RESPUESTA AL AMBIENTE MATERNO EN LAS PLANTAS TRANSGENICAS

Psark:IPT Y EN SUS CONTROLES NO TRANSGENICOS

5.1 Introduccion

El estrés por déficit hidrico es uno de los principales estreses abioticos que afecta la
produccién de trigo (Triticum aestivum L.). Dichos estreses generan cambios en una amplia
gama de procesos fisiologicos y bioguimicos, incluyendo la disminucion de agua en la
planta, inhibicién de procesos fotosintéticos, dafio inducido por el estrés oxidativo y asi
sucesivamente hasta generar un retraso en el crecimiento y reduccion del rendimiento del
cultivo (Perdomo et al., 2015; Saeidi y Abdoli, 2015; Daryanto et al., 2017)

Ante un determinado nivel de déficit hidrico las plantas tienen la capacidad de sobrevivir
y crecer con bajo suministro de agua desarrollando determinados mecanismos a nivel
morfoldgico, fisiologico y molecular (Farooq et al., 2009; Passioura y Angus; 2010).
Incluso tienen la posibilidad de modular la respuesta cuando se enfrenta a cambios en el
ambiente (Hirayama et al., 2010), lo que les permite generar una variacion fenotipica que
module la adaptabilidad de un cultivo a cambios medioambientales de corto y largo plazo,
y también ser trasmitida a su descendencia. Esta variacion fenotipica puede estar dada por
cambios epigenéticos, donde un mismo genotipo puede mostrar fenotipos alternativos a

través de cambios en la regulacién de la expresion génica, sin observar modificaciones en
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la secuencia de nucleotidos y controlar la regulacion de la expresion génica (Richards,
2006). Por lo tanto, cambios en las condiciones ambientales pueden inducir cambios
significativos en las marcas epigenéticas que pueden desempefiar un papel importante en
las respuestas plasticas al ambiente (Mirouze y Paskowsko, 2011; Richards et al., 2011), y
que han sido particularmente estudiadas en la respuesta de las plantas al estrés ambiental
(Bruce et al., 2007). Esto puede ser de especial relevancia en poblaciones con escasa
variabilidad genotipica.

Se ha demostrado que una exposicion previa a un estrés podria mejorar la tolerancia a
estreses posteriores en las generaciones subsiguientes produciendo en las plantas de la
nueva generacion una “memoria de estrés” (Bruce et al., 2007; Chinnusamy y Zhu, 2009;
Slaughter et al., 2012; Pastor et al., 2013). Estas respuestas pueden estar dadas a corto plazo
por sefiales quimicas disparadas por el estrés o a largo plazo a través de modificaciones
epigenéticas como la metilacion del ADN y/ o modificaciones en las histonas que son los
mecanismos potenciales para la memoria transgeneracional (Chinnusamy y Zhu, 2009;
Hauser et al., 2011; Sani et al., 2013; Migicovsky et al., 2014).

Cada vez hay maés evidencias que indican que los mecanismos epigenéticos contribuyen
al estrés y a la memoria en las plantas, por lo que se puede especular que muchas respuestas
de estrés transgeneracional observadas podrian deberse a mecanismos epigenéticos (Kumar
et al., 2016). El interés en estudiar los efectos de episodios de estrés abidtico ocurridos en
las generaciones anteriores o en el estado previo a la etapa reproductiva (es decir en la etapa
vegetativa) cada vez es mayor, debido que esto tiene una relevancia importante en la
fisiologia de estrés vegetal (Chen y Arora, 2013; Backhaus et al., 2014; Banik et al., 2016;

Abid et al., 2018). Algunas evidencias han indicado que una exposicion previa a diferentes
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tipos de estrés podria modificar la respuesta posterior y eventualmente preparar a las
plantas para una respuesta mas rapida o mas activa al estrés futuro (Walter el al., 2011; Li
et al., 2014; Ramirez et al., 2015). En trigo se demostrd que las plantas que estuvieron
expuestas a déficit hidrico durante la etapa vegetativa de crecimiento mejoraron la
tolerancia a bajas temperaturas en el estado de vaina engrosada (Li et al., 2015) y al estrés
por déficit hidrico o altas temperaturas durante la etapa de llenado de los granos (Wang et
al., 2014 a, b). Asimismo, se observé que la descendencia de plantas de trigo que estuvieron
estresadas por déficit hidrico mejoro la tolerancia al estrés por alta temperatura después de
la antesis a través de una mejora en la fotosintesis y en la capacidad antioxidante inducida
(Zhang et al., 2016). En cebada también se estudio el efecto transgeneracional de plantas
que estuvieron expuestas a un déficit hidrico en la etapa de hoja bandera. En este caso se
observaron alteraciones en la morfologia y en la topologia de las plantas de la progenie que
estuvo con déficit hidrico comparado a la progenie que crecié en condiciones Optimas
(Nosalewicz et al., 2016). Otro caso es en arroz, donde la progenie de plantas con estrés
hidrico podria inducir la acumulacion de prolina a través de la expresion regulada de genes
que codifican para la sintesis de prolina en paralelo con una mayor desmetilacion del ADN
cuando la progenie esta expuesta también a un déficit hidrico (Zhang et al., 2013).

En trabajos en los que se evalu6 la heredabilidad de los efectos de estrés hidricos por
déficit a través de varias generaciones en trigo, las plantas pertenecientes a la progenie de
ambiente materno con déficit hidrico cuando estuvieron expuestas a un mismo estrés
manifestaron un aumento en el ajuste del potencial osmético interno (Wang et al., 2018).
Esto les permitié mantener un mayor contenido de agua en la planta, contribuir a una menor

inhibicidn de la fotosintesis y una mayor capacidad de eliminacién de radicales libres. No



121

hubo diferencias significativas en respuesta a la tolerancia al déficit hidrico entre las
generaciones por lo que no se observd un incremento de la tolerancia a medida que
avanzaron las mismas (Wang et al., 2018). Tampoco se observé efectos negativos en los
procesos fisioldgicos y en rendimiento en granos de la progenie que no se expuso a déficit
hidrico (Wang et al., 2018).

El objetivo de este capitulo fue evaluar si las plantas que portan el transgén Psark::IPT y
las plantas control no transgénicas presentan alguna herencia transgeneracional de
adaptacion ambiental, en relacion al objetivo particular I11.

5.2 Materiales y métodos
5.2.1 Condiciones generales, disefio experimental y tratamientos

Los experimentos que se llevaron a cabo para responder al objetivo del presente capitulo
se ejecutaron en condiciones controladas generando una estructura de microcultivo. Las
condiciones generales, disefio experimental y tratamientos fueron descriptos en el Capitulo
2 de la tesis (Estructura experimental) en la seccion 2.3.1.2 “Experimentos a nivel
microcultivo”.

En resumen, se realizaron tres experimentos donde se combinaron tres factores: i) el
factor genotipo (PIF, TR1y TR4), ii) la condicion hidrica (Regado y Déficit hidrico) v iii)
ambiente materno (con riego-Rm y con déficit hidrico-DHm). Para el factor ambiente
materno se utilizaron semillas de los genotipos PIF, TR1 y TR4 recolectadas de los
experimentos denominados “nivel planta individual” (en el Capitulo 2 seccion 2.3.1.1 y
descriptos los resultados en el Capitulo 3) discriminando por el ambiente materno en que se
originaron. Los experimentos fueron conducidos en contenedores de 1m? generando una

estructura de microcultivo con una densidad de 200 plantas m™. La fecha de siembra para
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los tres afios de experimentos fue el 24 de mayo y el disefio experimental fue de parcelas
sub-divididas completamente aleatorizadas con tres repeticiones donde la parcela principal
se asigno a la condicion hidrica, la sub-parcela el genotipo y la sub-sub-parcela el ambiente
materno donde se originaron. Un experimento fue conducido en el afio 2016 donde sélo se
sembrd el genotipo PIF y los otros dos experimentos fueron llevado a cabo en los afios
2017 y 2018 en los cuales se sembraron, junto con el PIF, los genotipos transgénicos
Psar::IPT (TR1y TR4).

5.2.2 Medicionesy analisis

5.2.2.1 Mediciones realizadas

Area_foliar verde: Se midi6 el éarea foliar de las primeras cuatro hojas (hojas

preformadas en el embridn) de plantulas originadas de semillas que provenian de ambiente
materno con riego (Rm, considerado como control) y de ambiente materno con déficit
hidrico (DHm). Asimismo, avanzado el ciclo en las mismas plantas se midi6 el area foliar
de la hoja bandera (HB) y las inmediatamente por debajo, las cuales se identificaron con el
namero de ubicacion dentro del vastago principal teniendo como referencia la HB como la
hoja cero y la 1 la siguiente por debajo (HB-1), y asi consecutivamente. En los
experimentos de los afios 2016 y 2017 se midieron las primeras cuatro hojas. En el
experimento del afio 2017 ademas, se midi6 la HB y las cuatro hojas por debajo (HB-1,
HB-2, HB-3 y HB-4), lo mismo para el experimento del 2018 con excepcion de la hoja HB-
3 y HB-4. La medicion del area foliar se realizé en el momento en que la hoja estaba
totalmente expandida utilizando la misma metodologia que se utiliz6 el capitulo 3,

mediante el uso de la ecuacion 3.5.
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Rendimiento y componentes numéricos: se procedié con el mismo protocolo que se

utilizé en el Capitulo 4. Para el analisis de los cambios en la respuesta de los distintos
atributos por efecto del ambiente materno, se realiz6 el célculo de la media general de todo
el experimento para cada uno de los parametros analizados sin discriminar por factores
(tanto en el experimento del afio 2017 como del afio 2018). En base a este dato se relativizé
el valor de cada de cada genotipo dentro de cada condicién hidrica y ambiente materno.
Estos valores varian entre 0 y 2, donde 1 es el valor de la media general del experimento.
5.2.2.2 Analisis estadistico de los datos

Para el andlisis de datos se utiliz6 el programa de InfoStat Profesional v.1.1 (Di Renzo et
al., 2011), el cual permitié realizar la prueba de diferencias estadisticas entre los
tratamientos mediante el anélisis de varianzas (ANVA) con un disefio de parcelas sub-
divididas. Las medias de los tratamientos se compararon con el test LSD (Least significant
difference) de Fisher con un nivel de significacién de 0,05.
5.3  Resultados
5.3.1.1 Area foliar al inicio de macollaje y en hoja bandera completamente expandida para

distintos estratos foliares

En el experimento 2016 se observé que el PIF no mostré diferencias en la primera hoja
entre los ambientes maternos con riego (Rm) y con déficit hidrico (DHm). En el resto de las
hojas de las plantas que se generaron de las semillas que estuvieron en un ambiente
materno restrictivo (DHm) mostraron una tendencia en promedio ca. 8% mas de area foliar

total por hoja.
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Figura 5.1. Area foliar verde total (cm?) de la primera hoja (Nro.1) a la cuarta (Nro.4) del vastago
principal de plantas correspondientes a la progenie de los genotipos PIF, TR1 y TR4 que se
originaron en un ambiente materno con riego (R) y con déficit hidrico (DH) en el periodo critico.
Letras diferentes sobre las barras indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) para
cada hoja en particular (letras minusculas) y para el area foliar total (letras mayusculas).

En el experimento del afio 2017, la respuesta en el area foliar total de la primera hoja fue
igual al experimento del afio 2016. La primera hoja del PIF registré la misma area foliar
cuando la planta provenia de progenie de plantas que estuvieron expuestas a un DHm como
en condiciones potenciales. Similar respuesta se observo en los eventos transgénicos, TR1y
TR4 (Figura 5.1).

En el resto de las hojas (hojas Nro. 2, 3y 4) en el afio 2017 se obtuvo el mismo resultado
que en el experimento del 2016 ya que el area foliar fue mayor en las hojas de plantas

originadas de semillas con DHm en el ambiente materno. La segunda hoja gener6 un area
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foliar mayor del 3%, 20% y 7% en PIF, TR1 y TR4, respectivamente. En la tercera hoja el
PIF y el TR4 fue de un 4% mayor y en el TR1 de un 9%. Para el caso de la cuarta hoja
todos los genotipos incrementaron en un 9% el area foliar (Figura 5.1).

En resumen, a partir de la segunda hoja hasta la cuarta hoja se observé un area foliar
que tendié a ser mayor en la progenie de plantas que estuvieron expuestas a un DHm en el
periodo critico del cultivo (ambiente materno con DH).

En el experimento del afio 2017 se midio hasta la cuarta hoja por debajo de laHB y en el
experimento 2018 hasta la segunda. Es importante aclarar que el tratamiento impuesto de
DH para estos experimentos se inicié aproximadamente a partir de la expansion total de la
HB-3 es decir en las Gltimas cuatro hojas expandidas (incluyendo la HB), por lo que las
hojas que se expandieron totalmente dentro del estrés fueron la HB, HB-1 y HB-2 (Figura
5.2).

En el experimento 2017, el PIF de ambiente materno con DHm tuvo un éarea foliar
ca.16% mayor en las hojas HB-1y HB-2 y ca. 40% mayor en la HB-4 en el tratamiento con
DH comparado con el regado. En el caso de la HB-3 no se observo diferencias en el area
foliar entre ambas condiciones hidricas. El evento TR1 de ambiente materno con DHm
mostré un incremento del 5% en el area foliar de la HB en cambio disminuyd un 3% en
HB-1, HB-2 y HB-3 tanto en el tratamiento con DH como con riego (Figura 5.2).

En el caso del evento TR4, este no mostré incrementos en el area foliar como los
genotipos anteriores. Mas aun, el area foliar disminuy6 ca. 24% en las progenies de
ambiente materno con DHm respecto a las de ambiente materno con Rm en los estratos de
hojas HB, HB-2, HB-3 y HB-4 independientemente del tratamiento de condicidn hidrica

(Figura 5.2).
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Figura 5.2. Area foliar verde en el vastago principal de la hoja bandera (HB) al momento de
expansion total y las siguientes hojas por debajo de la misma (la HB-1 es la primera por debajo de
la HB y asi sucesivamente) de plantas correspondientes a la progenie de los genotipos PIF, TR1y
TR4 que se originaron en un ambiente materno con riego (Rm) y con déficit hidrico (DHm) en el
periodo critico. Letras diferentes sobre las barras indican diferencias estadisticamente significativas
(p < 0,05) para cada hoja en particular (letras mindsculas) y para el area foliar total (letras
mayusculas) teniendo en cuenta las dos condiciones hidricas (Regado y Déficit hidrico) en cada

ano.

En el experimento del 2018, el PIF de ambiente materno con DHm sélo gener6 un

aumento del area foliar del 24% en las hojas HB-1 y HB-2 dentro del tratamiento con riego.

En forma similar, el TR1 tuvo un incremento del 13% en el area foliar en la HB-2 de la

progenie de ambiente materno con DHm respecto con Rm. En cambio, el TR4 incremento

el area foliar en un 13% en todas las hojas (HB, HB-1 y HB-2) cuando estuvieron dentro

del tratamiento con riego. Cuanto el cultivo crecié con DH todas las hojas disminuyeron el
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area foliar en ca. 22% cuando se comparé plantas provenientes del ambiente materno con
DHm respecto al con Rm.
5.3.1.2 Biomasa aérea, rendimiento y componentes numéricos

De los resultados obtenidos del experimento del afio 2016, donde sélo se utilizo el
genotipo PIF, se observd que el rendimiento en granos (g m™) estuvo afectado
significativamente por la condicion hidrica ya que se redujo en ca. 43% ante un DH
respecto a la condicion con riego (Cuadro 5.1, p < 0,05).

Dentro de cada tratamiento cuando se evalud la respuesta del genotipo que diferia en el
ambiente materno en el cual que se generaron las semillas se observé que en la condicién
hidrica con riego, el rendimiento del PIF de ambiente materno con DHm disminuy6 un
16% cuando se compard con el proveniente de ambiente materno con riego (Rm). Por el
contrario, cuando las plantas crecieron en una condicidn hidrica restrictiva las plantas
provenientes de ambientes maternos con DHm incrementaron un 4% el rendimiento cuando
se compard con el regado (Rm). Sin embargo, dentro de cada condicién hidrica no se

observaron diferencias significativas (p > 0,05, Cuadro 5.1).
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Cuadro 5.1. Rendimiento (g m), biomasa aérea (g m?), indice de cosecha (IC), nimero de granos
(m), y peso de mil granos (g) para las distintas condiciones hidricas actuales, genotipos y ambiente
materno en el experimento 2016. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05) por el Test LSD de Fischer.

2016
Condicion Genotipo Ambiente Rendimiento Biomasa IC  Numero de Peso de
hidrica (CH) (G) materno (gm?) aerea granos mil
(AM) (gm?) (m?) granos
(9)
Regado PIF Rm 365,72 798,3* 0,46% 9439 @ 39,7
DHm 308,? 695,02 0,442 7290 ® 42,7 a
Déficit Rm b b a b b
hidrico PIF 188,3 477,0° 0,40 5281 35,3
DHm 196,3° 4753 0,41° 5273° 37,3%
CH *k*k *k*k ns *k*x ns
CHxAM ns ns ns ns ns

ns=diferencias no significativas; ns p > 0,05; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

Los cambios en el rendimiento estuvieron explicados por las variaciones en la biomasa
aérea (r>= 0,97, p < 0,001) donde el DH redujo el 37% de la biomasa comparado a la
situacion control. Dentro de la condicidn hidrica con riego la biomasa se redujo un 12% en
la progenie de ambiente materno con DHm, aunque dichas diferencias no fueron
significativas (p>0,05), mientras que en la condicion con DH los cambios fueron menores
al 1% no habiendo diferencias significativas (p > 0,05; Cuadro 5.1). Dentro de cada
condicidn hidrica a las que fueron expuestas las plantas el IC no mostré un efecto materno
significativo (p > 0,05; Cuadro 5.1).

El anélisis de los componentes numericos del rendimiento mostré que el numero de
granos por unidad de area fue el que explico las mayores variaciones en el rendimiento, con

cambios significativos asociados a la condicion hidrica (p < 0,05, Cuadro 5.1). EI nimero
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de granos se redujo un 37% en la condicion hidrica de DH comparado con la de riego
(Cuadro 5.1, p < 0,05). La comparacion de este atributo dentro de cada condicion hidrica
asociada al ambiente materno mostr6 una tendencia similar a la observada en el
rendimiento, ya que en el ambiente materno con DHm en las plantas de la progenie
creciendo en condicion hidrica con riego el nimero de granos disminuyd un 23%
comparado con el origen de las semillas bajo riego, mientras que en la condicion regado no
se registraron cambios relativos importantes. De cualquier manera, al igual que lo
observado en el rendimiento, no se registraron diferencias significativas dentro de cada
condicion de ambiente materno (p > 0,05, Cuadro 5.1). En cuanto al peso de los granos, el
PIF de ambiente materno con DHm tendid a incrementar el peso de los granos ca. 6% tanto
con DH como con riego, no registrdndose cambios significativos entre ambas condiciones
hidricas, asi como tampoco entre los ambientes maternos dentro de cada condicion hidrica
(Cuadro 5.1).

En los resultados de los experimentos de los afios 2017 y 2018 se incorporo al analisis a
los eventos transgénicos (Cuadro 5.2 y 5.3). La condicion con DH respecto a la condicion
de riego redujo significativamente el rendimiento ca. 60% y 53% en 2017 y 2018,
respectivamente (Cuadro 5.2 y 5.3; p > 0,05). ElI ambiente materno también generd una
disminucion en el promedio de los genotipos en ambas condiciones hidricas siendo
estadisticamente significativo sélo en el afio 2018. En términos generales, en todos los
genotipos dentro de la condicién hidrica con riego (con excepcién el TR1 en la condicion
regado en 2018), las plantas provenientes de semillas de ambiente materno con DHm
redujeron el rendimiento en un 11% en el experimento del 2017 y un 19% (p < 0,01) en el

2018. Dentro de la condicion con DH en cambio, las plantas provenientes de semillas de
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ambiente materno con DHm aumentaron el rendimiento en un 10% (p > 0,05) en el

experimento del 2017 (con excepcion del TRI en DH en 2017). Contrariamente a lo

ocurrido en este experimento, en el experimento del afio 2018 en la misma condicion

hidrica (DH) el ambiente materno con DHm disminuy6 en un 24% (p < 0,01) el

rendimiento de los genotipos (Cuadros 5.2 y 5.3).

Cuadro 5.2. Rendimiento (g m?), biomasa aérea (g m2), indice de cosecha (IC), nimero de granos (m?), y
peso de mil granos (g) para las distintas condiciones hidricas, genotipos y ambiente materno en el
experimento 2017. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas

(p <0,05) por el Test LSD de Fischer.

2017
Condicioén Genotipo Ambiente Rendimiento Biomasa IC NlUmero de Peso  de
hidrica(CH) (G) materno (g m?) aérea granos mil granos
(AM) (g m?) (m?) (9)
Regado PIF Rm 252,72 498,9 0,502 6647 2 38,3 3¢
DHm 240,92 493,6 0,47%® 6102 39,52
TR1 Rm 206,3° 461,2 ¢ 0,42 ac 5290 b¢ 39,0%
DHm 178,2° 383,7 ¢ 0,47%® 4907 © 36,4 b«
TR4 Rm 237,12 560,4 ¢ 0,37 5593 b¢ 36,7
DHm 205,5° 539,52 0,43 3¢ 67832 34,91
Déficit hidrico  PIF Rm 129,6 « 387,24 0,33°¢ 3753 % 34,51
DHm 140,5°¢ 417,4 0,37 ¢ 39261 35,8 «
TR1 Rm 107,9¢ 3176 0,33°¢ 2913°¢ 36,9
DHm 41,3°¢ 238,0 9" 0,17¢ 1293 f 31,0¢
TR4 Rm 51,2¢ 273,90 0,201 14477 35,21
DH 59,1¢ 188,1" 0,33¢ 1607° 36,9
CH **k*k *kx *%* **k* ns
G **k* *%* * **k* **
GxCH * Fkk ns fola ns
AM ns ** ns ns *
GXAM **k*k * * ** **k*
CHxAM ns ns ns ns ns
GxCHxAM ns ns * * *

ns=diferencias no significativas; ns p > 0,05; * p <0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001
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Con respecto a la biomasa aérea, se observd en ambos experimentos, tanto en el
experimento del afio 2017 como en el del afio 2018, que cuando los cultivos fueron
expuestos a una condicion hidrica restrictiva se produjo una reduccion en la biomasa aérea
de ca. 38% respecto al control siendo esta reduccion estadisticamente significativa en
ambos experimentos (Cuadro 5.2 y 5.3; p > 0,05).

El efecto que tuvo la condicién del ambiente materno sobre la biomasa aérea fue similar
al observado para el rendimiento siendo significativo (p < 0,05) en ambos afios
experimentales. Ademas, los cambios en el rendimiento fueron explicados por variaciones
en la biomasa aérea (r>= 0,90, p < 0,05) mas que por cambios en el IC (r>= 0,30, p > 0,05).
Con excepcion del PIF en 2017 creciendo en DH y el TR1 creciendo en una condicion
regada en 2018, la biomasa aérea se redujo en ambos afios y en ambas condiciones hidricas
cuando las semillas de las plantas maternas estuvieron expuestas a una condicion hidrica
desfavorable (Cuadros 5.2 y 5.3). Sin embargo, al igual que lo observado en el rendimiento,

las diferencias no fueron siempre significativas.
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Cuadro 5.3. Rendimiento (g m?), biomasa aérea (g m2), indice de cosecha (IC), nimero de granos (m?), y
peso de mil granos (g) para las distintas condiciones hidricas, genotipos y ambiente materno en el
experimento 2018. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas

(p <0,05) por el Test LSD de Fischer.

2018
Condicion Genotipo Ambiente Rendimiento Biomasa IC NlUmero de Peso  de
hidrica (CH) (G) materno (gm?) aérea granos mil granos
(AM) (@m?) (m?) (9

Regado PIF Rm 596,3° 1344,7% 0,432 13966 @ 42,7%

DHm 432,1¢ 1075,0°¢ 0,40 % 10553 ¢ 40,92

TR1 Rm 394,2°¢ 890,6 ¢ 0,432 9210 ¢ 42,8%

DHm 511,6° 1220,0° 0,40 11861° 43,12

TR4 Rm 419,1°¢ 1051,1% 0,40 9467 « 442

DHm 399,4°¢ 989,6 ¢ 0,40 9277 ¢ 43,12

Déficit hidrico  PIF Rm 229,9°¢ 7322 f 0,30°¢ 5096 4492

DHm 218,5°¢f 634,21 0,37 4833 1 452%

TR1 Rm 295.7 ¢ 944,3 d 0,30¢ 7295 ¢ 40,7 o

DHm 173,9¢ 595,79 0,30¢ 37789 46,2 5

TR4 Rm 210,0 ¢ 617,41 0,33 4602 45,6 4

DHm 1665 f 560,39 0,30¢ 4005 ¢ 41,64

CH **k* *kx ** **kx ns

G **k*k ** ns **k* ns
GXCH * *%* ns ** *
AM ** ** ns ** ns
GxAM * * ns * ns
CHxAM ns wx ns * ns
GXCHXAM **k* *kx ns **kx ns

ns=diferencias no significativas; ns p > 0,05; * p <0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

Al analizar el 1C, este atributo fue afectado por el tratamiento de DH dado que se redujo

ca. 34% en el experimento del afio 2017 y 22% en el experimento del afio 2018 con

diferencias estadisticamente significativas en ambos afios (p < 0,05). Sin embargo, cuando

se evaluo el ambiente materno este no mostrd diferencias significativas en ninguno de los

dos afos para este atributo (p > 0,05 Cuadros 5.2y 5.3).
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En cuanto a los componentes del rendimiento, se observo al igual que en el 2016, que el
namero de granos fue el componente que mejor explicé las variaciones en el rendimiento.
El nimero de granos disminuyd un 56% (p < 0,05) en ambos afios cuando las plantas
crecieron bajo DH comparadas con el control (Cuadro 5.2 y 5.3; p > 0,05). El ambiente
materno en este caso también fue similar al descripto para el rendimiento ya que el niUmero
de granos se redujo en un rango de 15% a 25% en el tratamiento con DH cuando el
ambiente materno habia tenido un DHm sin mostrar diferencias en el tratamiento con riego.

El peso de los granos, el otro componente principal del rendimiento, no se vio afectado
por la condicion ambiental en el experimento del afio 2017 y en el experimento del afio
2018 en la condicion DH.
5.3.1.3 Cambios en la biomasa aérea, rendimiento y componentes numéricos respecto a la

media general del experimento

A los efectos de visualizar méas claramente las respuestas del efecto materno para los
diferentes componentes del rendimiento, los datos se calcularon respecto de la media
general de cada experimento. Esta aproximacion permitio incluir en la misma figura todos
los datos de los diferentes experimentos. En todos los experimentos realizados los
genotipos que estuvieron dentro del tratamiento con riego incrementaron en algunos casos
hasta un ca. 50% la biomasa aérea respecto a la media general del experimento tanto de
ambiente materno con DHm como con riego. Por el contrario, cuando el tratamiento de
condicion hidrica fue con restriccién, la biomasa del cultivo disminuy6 alrededor de un ca.
25% tanto para el ambiente materno con riego como con DHm (Figura 5.3 a). La respuesta
de cada uno de los genotipos dentro de cada afio no fue consistente, pero si lo fue en

general la respuesta que tuvieron en base al ambiente materno al que pertenecen. Los
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genotipos de ambiente materno con DHm generaron menor biomasa aérea que los
genotipos de ambiente materno con Rm (Figura 5.3 ¢, d, e). A pesar de ello, como se
menciono anteriormente los que estuvieron en el tratamiento con riego se mantuvieron por
encima de la media general del experimento y los del tratamiento con DH por debajo.
Similar comportamiento a la biomasa aérea tuvo el IC donde los genotipos creciendo
bajo la situacion con riego estuvieron por encima de la media general y los que estuvieron
expuestos a un DH levemente por debajo (Figura 5.3 b, f, g, h). En el experimento del afio
2017 hubo una respuesta diferencial entre los eventos transgénicos ya que el TR1 de
ambiente materno con DH redujo en un ca. 50% el IC ante un DH, en cambio el TR4 lo

incremento (Figura 5.3 g).
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Figura 5.3. Respuesta de la biomasa aérea (a) y del indice de cosecha (b) de la progenie
proveniente de ambiente materno con riego y ambiente materno con déficit hidrico cuando
estuvieron en una situacion con riego (R) y con déficit hidrico (DH) (panel izquierdo) y separando
la respuesta de estos atributos para cada afio de experimento 2016 (c, f), 2017 (d, g) y 2018 (e, h). A
fin de poder comparar la respuesta de los genotipos con distinto ambiente materno, el valor de cada
atributo se relativizé al promedio del correspondiente genotipo en todos los escenarios (i.e. dos
condiciones hidricas con dos ambientes maternos contrastantes por condicion hidrica). Cada punto
(promedio de 3 repeticiones con su correspondiente error estandar) corresponde a PIF (triangulos),
TR1 (circulos) y TR4 (cuadrados) con riego (simbolos llenos) o déficit hidrico (simbolos mitad
vacios) durante 2016 y 2017 (simbolos negros) o 2018 (simbolos grises).

El rendimiento en granos si bien respondié en forma similar a la biomasa aérea, este
atributo fue més sensible con reducciones e incrementos mas marcados ante condiciones
hidricas contrastantes. Independientemente del ambiente materno del que provinieron las
plantas, ante una condicion hidrica con riego los genotipos incrementaron el rendimiento
hasta mas del 50% de la media general del rendimiento, mientras que ante un DH perdieron
hasta el ca. 50% del rendimiento respecto de la media. En el caso puntual de TR1y TR4 del
experimento del 2017 ambos perdieron ca. 75% creciendo en la situacion de DH cuando

provienen de ambiente materno con DH y riego, respectivamente (Figura 5.4 a, d, e, f).
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Dentro de la condicion hidrica con riego, el PIF redujo su rendimiento cuando provenia
de un ambiente materno con DHm en los tres afios de experimento, mientras que ambos
eventos transgénicos tuvieron respuestas contrastantes entre afios para la misma condicion
hidrica. EI TR1 en el experimento del afio 2017 tuvo la misma respuesta que PIF, pero en el
TRA4 la respuesta fue inversa ya que increment6 el rendimiento alrededor de un ca. 25%
cuando las plantas provinieron de ambiente materno con DHm y creciendo en condicién de
riego. Por el contrario, para el experimento del 2018, el PIF y el TR4 disminuyeron el
rendimiento en el ambiente materno con DHm respecto con riego pero el TR1 lo
incremento alrededor de un 30% cuando ambos crecieron en una condicion sin restriccion
hidrica (Figura 5.4. a, d, e, f). En el tratamiento con DH, el PIF no mostro diferencias entre
los ambientes maternos de condicion hidrica contrastante al igual que el TR4. Distinta fue
la respuesta del TR1, el cual presenté una caida marcada del rendimiento cuando la
descendencia provino de un ambiente materno con DHm (Figura 5.4. a, d, €, f).

El nimero de granos mostré la misma tendencia que el rendimiento cuando fueron
comparados los valores respecto a la media general de cada experimento. Por otro lado, el
peso de grano no se vio modificado en sus valores ante cambios en la condicién hidrica y
ambiente materno contrastante manteniéndose siempre dentro de la media general (Figura

54.b,g h i cjkl).
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Figura 5.4. Respuesta del rendimiento (a), nimero de granos (b) y peso de grano promedio de
progenies de ambiente materno con riego y ambiente materno con déficit hidrico cuando estuvieron
en una situacién con riego (R) y con déficit hidrico (DH) (panel izquierdo) y separando la respuesta
de estos atributos para cada afio de experimento 2016 (d, g, j), 2017 (e, h, k) y 2018 (f, i, I). A fin de
poder comparar la respuesta de los genotipos con distinto ambiente materno, el valor de cada
atributo se relativizd al promedio del correspondiente genotipo en todos los escenarios (i.e. dos
condiciones hidricas con dos ambientes maternos contrastantes por condicion hidrica). Cada punto
(promedio de 3 repeticiones con su correspondiente error estandar) corresponde a PIF (triangulos),
TR1 (circulos) y TR4 (cuadrados) con riego (R, simbolos llenos) o déficit hidrico (DH, simbolos
mitad vacios) durante 2016 y 2017 (simbolos negros) o 2018 (simbolos grises).

En base a la respuesta de los componentes principales del rendimiento, se analizé la
respuesta de los sub-componentes como el nimero de espigas y el nUmero de granos por

espiga. En el caso del nimero de espigas por unidad de area, todos los genotipos en todos
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los afios se mantuvieron alrededor de la media general sin diferenciarse demasiado entre las
condiciones hidricas con y sin estrés hidrico dado por el déficit. Este atributo en todos los
casos, a diferencia de los atributos descriptos anteriormente, se incrementd ligeramente
cuando el ambiente materno era con DHm. S6lo hubo dos excepciones, una en el
experimento del afio 2017 con el TR1, que cuando el cultivo crecio en la condicion de riego
incremento casi un 50% el nimero de espigas con ambiente materno con riego y disminuyé
un ca. 25% cuando el ambiente materno era con DHmm. La otra excepcion fue en el
experimento del 2018 en el tratamiento con DH, donde también el TR1 disminuy6 ca. 30%
el nimero de espigas por m? al provenir de ambiente materno con DHm (Figura 5.5. a, ¢, d,
e).

El nimero de granos por espiga estuvo por encima de la media general cuando el
tratamiento fue con riego y por debajo cuando fue con DH. Este atributo mostrd un efecto
de compensacion con respecto al nimero de espigas dado que cuando se incrementd el

nimero de estas, el nimero de granos por espiga disminuyd y asi viceversa (Figura 5.5. b,

f, g, h).



2.0

1.5

1.0

0.5

Nro de espigas relativo

0.0

2.0

1.5

Ambiente materno con riego

NG por espigas relativo

1.0

0.57

N
o

-
o
I

NUmero de espigas relativo
o i
13 o
A

o
S}

2.0

1.0

NG por espigas relativo

139

2016

2017

2018

1.5

0.0

0.0

8. 2016| W PIF Y HeiF e %%
A PIF A PIF %
. 2017| @ TR1 @ TR1
WM trR:s [0 TRs 0.51 8 R__ _DH
HHH A PiE A PIF [ A PIF A PIF
2018 © TR1 @ TR1 @ TR1-O- TR
O tra [ TR4 M TRrR4 [0 TR4

0.5 1.0

1.5

2.0

Ambiente materno con déficit hidrico

0.0

T T
Riego Déficit hidrico

T T
Riego Déficit hidrico

Ambiente materno

T
Riego Déficit hidrico

Figura 5.5 Respuesta del nimero de espigas (a), nimero de granos por espigas (b) de la progenie
de ambiente materno con riego y ambiente materno con déficit hidrico cuando estuvieron en una
situacion con riego (R) y con déficit hidrico (DH) (panel izquierdo) y separando la respuesta de
estos atributos para cada afio de experimento 2016 (c, f), 2017 (d, g) y 2018 (e, h). A fin de poder
comparar la respuesta de los genotipos con distinto ambiente materno, el valor de cada atributo se
relativizo al promedio del correspondiente genotipo en todos los escenarios (i.e. dos condiciones
hidricas con dos ambientes maternos contrastantes por condicion hidrica). Cada punto (promedio de
3 repeticiones con su correspondiente error estandar) corresponde a PIF (tridngulos), TR1 (circulos)
y TR4 (cuadrados) con riego (R, simbolos llenos) o déficit hidrico (DH, simbolos mitad vacios)
durante 2016 y 2017 (simbolos negros) o 2018 (simbolos grises).

5.4

Discusién

Los experimentos del presente Capitulo fueron disefiados para evaluar si las plantas que

portan el transgén Psark::IPT y las plantas control no transgénicas presentaban alguna

herencia transgeneracional de adaptacion ambiental cuando fueron expuestas a condiciones

de oferta hidrica contrastantes. En general, la condicion hidrica en las que crecieron las

plantas (déficit hidrico y riego) determiné las mayores diferencias entre los genotipos. De

este modo, en promedio los genotipos que crecieron en una condicion de déficit hidrico,

independientemente de la condicién materna, redujeron el rendimiento ca. 57% vy la
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biomasa ca. 38%. Cuando se observd la respuesta del ambiente materno sobre el
rendimiento, en términos generales (con la excepcion del afio 2016) las plantas
provenientes de ambientes maternos con DHm mostraron reducciones en rendimiento (en
promedio 15%), respecto de aquellas provenientes de ambientes maternos regados, cuando
crecieron en una condicion hidrica desfavorable. Cuando las plantas crecieron en
condiciones favorables, la penalizacion en aquellas plantas provenientes de semillas
expuestas de ambiente materno con déficit hidrico fue en promedio sustancialmente menor
(i.e. 7%). En resumen, plantas provenientes de semillas expuestas a una mejor condicion
materna se comportaron méas favorablemente cuando crecieron en ambientes de déficit
hidrico (DHm). En linea con estos resultados, algunas evidencias de la literatura muestran
que las progenies de plantas de trigo expuestas a un déficit hidrico en la etapa vegetativa
(séptima hoja y novena hoja) y siete dias después de antesis redujeron el rendimiento ca.
9% ante un estrés hidrico cuando se compar6 con una situacion control (sin déficit) (Wang
et al., 2016). En el mismo sentido, Wang et al (2018) en un experimento en microcultivo
donde se utilizaron semillas provenientes de plantas que estuvieron expuestas a siete dias
de déficit hidrico alrededor de antesis, cuando su progenie estuvo expuesta a similar estrés
hidrico que las semillas provenientes de la planta madre, el rendimiento fue reducido ca.
11% cuando fue comparado con semillas provenientes de la planta madre sin estrés. Otras
evidencias en cebada mostraron que la progenie de plantas con estrés generado por un
déficit hidrico de 14 dias a partir de hoja bandera redujo el rendimiento en un ca. 12%
respecto del control (i.e. semillas provenientes de plantas sin déficit hidrico) cuando
crecieron en condiciones de déficit hidrico alrededor de floracion (i.e. aparicion de aristas).

Sin embargo, a diferencia de lo que en promedio fue observado en la presente tesis, otros
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trabajos demostraron efectos positivos en el rendimiento en la progenie de plantas cuyas
semillas provinieron de plantas sometidas a estrés alrededor de antesis. En este sentido,
Zhang et al. (2016) describieron un incremento del 10% en rendimiento en la progenie de
plantas de trigo que tuvieron un déficit hidrico inmediatamente luego de antesis (durante 7
dias), cuando la misma progenie crecié bajo las mismas condiciones. Esta controversia
entre las evidencias en la literatura son también observadas entre el experimento del afio
2016 con los experimentos del afio 2017 y 2018, que probablemente tenga que ver con la
distintas combinaciones de factores ambientales y mecanismos estimulados dentro de la
planta que les permite detectar y responder al entorno de forma tal que condiciona al
desarrollo de su progenie (Trewavas, 2003; Trewavas, 2005; Sadras, 2007; Chinnusamy y
Zhu, 2009; Valverde, 2011).

En relacion con los componentes numéricos, el nimero de granos siguié la misma
tendencia que el rendimiento mostrando entonces el mismo patrén de respuesta en todos los
experimentos. Por otro lado, las variaciones registradas en el peso de los granos en todos
los experimentos fueron muy pequefias comparadas a las modificaciones en numero de
grano. Esto va en linea con lo que se ve en la literatura donde en todas las fuentes de
variacion ambiental y genotipica, el rendimiento estd totalmente condicionado por
variaciones en el nimero de granos mas que por variaciones en el peso de granos ante un
estrés ambiental (Siddique et al., 1989; Annicchiarico y Pecetti, 2003, del Moral et al.,
2003; Lopez-Bellido et al., 2005; Giunta et al., 2007; Acreche et al. al., 2008; Cossani et
al., 2009; Cossani et al., 2011, Sadras et al., 2012).

Considerando los subcomponentes del nimero de granos, el nimero de espigas mostro

una respuesta conservativa ya que el ambiente materno no produjo modificaciones
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relevantes en este atributo. El trabajo reportado por Zhang et al (2016) muestra que el
namero de espigas por planta se increment6 levemente en la progenie de plantas sometidas
a estrés hidrico cuando crecieron bajo la misma condicion, mostrando compensaciones en
el nimero de granos por espiga el cual se redujo. Sin embargo, otras evidencias demuestran
que las reducciones en el rendimiento se asociaron con disminuciones similares en el
namero de espigas por planta ya que cuando la progenie crecié bajo condiciones restrictivas
de agua, el numero de espigas presentd variaciones similares (ca. 11%) respecto de los
cambios en el rendimiento, sin que se observaran cambios de relevancia en el nimero de
granos por espiga (Wang et al., 2018).

En relacién con los efectos sobre el peso de los granos, hay varias evidencias en la
bibliografia que muestran que el tamafio de la semilla puede estar afectado por la condicién
ambiental, donde ambientes restrictivos generan granos de menor tamafio, pudiendo afectar
el tamafio de las hojas preformadas (Jones, 1994; Yang y Zhang, 2010). Debido a que en la
etapa embrional se generan distintos érganos dentro de los cuales se encuentran los
primeros primordios de hojas (hojas preformadas), en los granos de menor tamafio, con un
embrion mas pequefio, es posible que las hojas preformadas en el embridn presenten un
tamafio menor (menor IAF) (AddaeyPearson,1992; Robert y Stogarda, 2004; Singh y
Singh, 2003; Mohsen et al., 2011, Altenbach, 2012). En este capitulo se evalto el area
foliar de las primeras cuatro hojas como parametro para determinar diferencias entre
semillas de ambiente materno con déficit hidrico con semillas de ambiente materno en
condiciones potenciales. En base al resultado se determind que la primera hoja no
presentaba diferencias entre ambiente maternos contrastantes y a partir de la segunda hoja

hasta la cuarta hoja se observé un area foliar con una tendencia a ser mayor en la progenie
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de plantas que estuvieron expuestas a un déficit hidrico en el periodo critico del cultivo. Asi
los resultados obtenidos en este capitulo no muestran una reduccion en el tamafio de las
hojas preformadas en el embrién que se desarroll6 en ambientes de condicion hidrica
restrictivas por lo que la capacidad de intercepcién de radiacion en las primeras etapas del
cultivo en plantas proveniente de progenie sometidas a condiciones de estrés hidrico no
deberia verse afectada ya que no se detectaron diferencias en el tamafio del &rea foliar de
estas hojas.
55  Conclusion

Los eventos transgénicos tanto TR1 y TR4 junto con el PIF se comportaron de manera
similar en la respuesta de herencia transgeneracional, en la cual no mostraron una
adaptabilidad inducida por déficit hidrico en el ambiente materno que le permita a la
progenie tener ventajas en una condicion restrictiva como era esperable. En términos
generales las progenies provenientes de condiciones sin restricciones hidricas mostraron
una mejor performance en su rendimiento cuando fueron sembradas tanto en condiciones
de riego como en condiciones con deficiencias hidricas. Consistentemente con los
resultados descriptos a lo largo de esta tesis las variaciones en los rendimientos fueron

asociadas a cambios en el nimero de granos mas que a variaciones en el peso de estos.
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CAPITULO 6

DISCUSION GENERAL

En este capitulo se realiza la discusion de los principales resultados obtenidos a partir de
la investigacion realizada en esta tesis en el contexto de la problematica abordada. Esto
permitira poner de manifiesto la relevancia de los hallazgos como aporte al estado actual
del conocimiento sobre el tema y las consideraciones acerca de las posibles aplicaciones.
6.1  Introduccion

Como fue descripto en los capitulos anteriores, y a manera de resumen, el estrés hidrico
tanto por excesos como por déficit hidricos reduce el rendimiento del cultivo de trigo
(Triticum aestivum L.). Si bien el rendimiento estd definido por el nimero de granos y el
peso de los granos, el nimero de granos por unidad de area es el componente de
rendimiento que mejor explica los cambios en el rendimiento (Fischer, 1985; Slafer y
Andrade, 1993; Slafer et al., 1994; Miralles et al., 1998; Miralles y Slafer, 1999; Borras et
al., 2004; Shearman et al., 2005; Sanchez-Garcia et al., 2013). Cualquier estrés hidrico que
ocurra durante el periodo critico para la definicion del rendimiento reducira la tasa de
crecimiento de las espigas y su peso final, y por lo tanto redundara en un menor nimero de
granos por espiga y un menor rendimiento (Setter et al., 1999; Hoffman et al., 2008, Araki
et al.,, 2012; de San Celedonio et al., 2014). Ademas, dichos estreses producen un
incremento en la senescencia foliar, la cual esta regulada por la expresion coordinada de

genes especificos, que reduce la capacidad de intercepcion de radiacién (Buchanan-
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Wollaston, 1997; Chandlee, 2001; Yoshida, 2003; Lim, et al. 2007; Farooq et al., 2009;
Mittler y Blumwald, 2010). La transgénesis es una de las opciones que se esta utilizando
ultimamente para mejorar la tolerancia de las plantas a condiciones ambientales
desfavorable y que provee una respuesta prometedora para mitigar los efectos negativos del
estrés hidrico.

Para generar lineas transgénicas en trigo una de las vias utilizada ha sido el método
biolistico a través del cual se realiza la insercion de ADN foréneo dentro del genoma de la
celula vegetal (Vasil et al., 1992; Vasil et al.,1993; Semanas et al.,1993; Nehra et al., 1994;
Zhou et al.,1995; Alpeter et al., 1996; Ortiz et al., 1996; Takumi et al., 1996; Barro et al.,
1998; Yao et al., 2006; Kovalchuk et al., 2009; Ismagul et al., 2014; Zhang et al.,2014). Si
bien el método biolistico es una herramienta Gtil para la incorporacién del ADN foraneo, su
aplicacion puede resultar en la insercién de maltiples copias de manera indiscriminada no
siendo este aspecto deseable (Sparks y Jones, 2004) ya que pueden conducir al
silenciamiento génico de los transgenes, a la expresion aberrante de los transgenes en las
generaciones posteriores e incluso a la pérdida de los mismos (Van der Krol et al., 1990;
Hobbs et al., 1993; Srivastava et al., 1996; Stoger et al., 1998; Kohli et al., 1999;
Pellegrineschi et al., 2002; Kohli et al., 2003; Baulcombe, 2004; Sparks y Jones, 2004;
Agrawal et al., 2005; Jones, 2015). Las plantas transgénicas con insertos de copia unica o
de bajo nimero de copias se ven menos afectadas por estos problemas, y por lo tanto son
deseables para estudios gendmicos funcionales (Jones, 2005; 2015). En la presente tesis se
realizo la transgénesis de trigo usando el constructo Psark::IPT el cual estaba formado con
el gen que codifica para la enzima adenosina fosfato isopenteniltransferasa (IPT) aislado de

Agrobacterium tumefaciens bajo el control transcripcional del promotor especifico asociado
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a la senescencia (SAGs) denominado Receptor proteina-Kinasa Asociado a la Senescencia
(SARK, Hajouj et al., 2000) con evidencias en monocotileddneas y dicotiledéneas (Rivero
et al., 2007; Rivero et al., 2009; Peleg et al., 2011; Qin et al., 2011; Oneto et al., 2016). La
enzima codificada por el gen ipt tiene como funcion catalizar el paso limitante en la ruta de
biosintesis de citoquininas (Akiyoshi et al., 1984; Barry et al., 1984). Por ello, la
sobreexpresion de este gen provoca un aumento de los niveles endogenos de citoquininas
respecto a las plantas control, reduciendo la senescencia foliar e induciendo la tolerancia a
estreses que aceleran la senescencia (Howell et al., 2003).

Por otra parte, los estudios ecofisioldgicos a nivel de planta individual pueden generar
respuestas a los tratamientos que no necesariamente representan lo que ocurre cuando se
trabaja a nivel de canopeo (Cox y Cochrab, 1946; Pedrd et al., 2012). La dificultad de
traducir los beneficios observados en ambientes controlados hacia condiciones de campo ha
sido la principal dificultad para el éxito a nivel productivo de plantas transgénicas
tolerantes al estrés hidrico (Passioura, 2012). Las plantas tienen la posibilidad de modular
la respuesta cuando frente a cambios ambientales (Hirayama et al., 2010) generan
variaciones fenotipicas que modulan la adaptabilidad de un cultivo a cambios
medioambientales de corto y largo plazo, que pueden ser trasmitidas a su descendencia.
Esta variacion fenotipica puede estar dada por la variacion epigenética, donde el mismo
genotipo puede mostrar fenotipos alternativos sin modificar la secuencia de nucleétidos y
controlar la regulacion de la expresion génica (Richards, 2006). Por lo tanto, cambios en las
condiciones ambientales pueden inducir cambios significativos en las marcas epigenéticas

que pueden desempefiar un papel importante en las respuestas plasticas al ambiente
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(Mirouze y Paskowsko, 2011; Richards et al., 2011), y que han sido particularmente
estudiadas en la respuesta de las plantas al estrés ambiental (Bruce et al., 2007).

En contexto a la problematica abordada, esta tesis tuvo como objetivo general
“caracterizar el comportamiento ecofisiolégico de trigos transgénicos transformados con

la secuencia del transgén IPT bajo la regulacion del promotor SARK. ”

6.2  Avances en el conocimiento a partir de la presente tesis

Para lograr el objetivo principal de la presente tesis y poder abordar la problematica

presentada se siguieron tres objetivos especificos. El primer objetivo fue “Caracterizar el

rendimiento y sus atributos fisiologicos (biomasa, indice de cosecha, peso y nimero de
granos, etc.) en plantas de trigo transformadas con el transgén Psark::IPT y compararlas
con plantas control frente a restricciones y excesos hidricos durante el periodo critico del
cultivo”. En primer término se evaluaron las plantas transgénicas a una escala de planta
individual (Capitulo 3) y luego se pasé a una escala de cultivo (Capitulo 4). Los resultados
del Capitulo 3 mostraron que los trigos transgénicos no presentaron diferencias en la
fenologia respecto al genotipo control (PIF), indicando que la transgénesis no afectd ni
interactué con ninguno de los genes de adaptacion que controlan la fenologia del cultivo
(i.e. fotoperiodo -Ppd-, Vernalizacion -Vrn- y earliness per se -Eps-), presentando un
fenotipo similar. Bajo la situacion control (sin restricciones) los genotipos transgenicos no
evidenciaron penalizacion en el rendimiento ni en sus componentes numericos (nimero de
granos por planta, peso del grano) y fisiologicos (biomasa total, indice de cosecha). Sin

embargo, y a diferencia de lo esperado inicialmente a partir de las evidencias de Belznec
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(2018), cuando los genotipos transgénicos se expusieron a una condicion de estrés hidrico,
en términos generales, no mostraron diferencias significativas en rendimiento respecto del
genotipo control, aunque tuvieron una leve tendencia a mantener la biomasa aérea bajo
situaciones de estrés. En las condiciones evaluadas en esta tesis no se observaron cambios
en el area foliar verde y tampoco se observaron retrasos en la senescencia en las plantas
transgénicas respecto del control, a pesar de que el analisis molecular realizado permitio
constatar que todas las plantas transgénicas mantenian la expresion del transgén ante el
estrés hidrico. Del mismo modo, no se observaron diferencias en el contenido de nitrogeno
foliar (cuantificado a través del indice de verdor SPAD). Estos resultados contrastan con
otras evidencias de la literatura en especies tales como tabaco, arroz y maiz en las que se ha
demostrado que plantas que expresan el transgén Psark::IPT muestran un efecto
significativo en el retraso de la senescencia, lo que se traduce en un mayor area foliar verde
en el tiempo (Rivero et al., 2007; 2009; Peleg et al., 2011; Reguera et al., 2013; Oneto et
al., 2016).

En cuanto al rendimiento en granos hubo respuestas disimiles entre los eventos
transgénicos Psark::!IPT ya que mientras el evento TR1 no mostré diferencias
estadisticamente significativas en rendimiento en granos respecto del genotipo control tanto
en la condicion hidrica controlada como en las condiciones hidricas desfavorables, el TR4
registré una penalizacion en el rendimiento tanto en el control como en déficit hidrico sin
mostrar diferencias estadisticamente significativas en la condicién con exceso hidrico. Tal
como fue indicado anteriormente, estos resultados contrastan con las evidencias reportadas
en arroz y maiz donde las plantas transgénicas Psark::IPT mostraron ventajas significativas

en el rendimiento en granos respecto a las plantas control (Peleg, 2011; Oneto et al., 2016).
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Algunas hipotesis asociadas a la falta de respuesta observadas en el marco de esta tesis en
los eventos transgénicos son discutidas en esta seccion.

Los resultados del Capitulo 4, cuando los materiales se condujeron en condiciones de
campo, mostraron resultados consistentes con lo descripto en el capitulo anterior (Capitulo
3), ya que las plantas de trigo transgénico Psark::IPT en general tuvieron un
comportamiento estadisticamente similar al control sin manifestar diferencias significativas
en la biomasa aérea ni penalizaciones en el rendimiento tanto en la condicion hidrica con
riego como de secano. Sin embargo, bajo estas condiciones de campo el trigo transgénico
tendié a obtener valores de rendimiento por encima del trigo no transgénico cuando
exploraron condiciones restrictivas, siendo estas diferencias estadisticamente significativas
respecto al genotipo control s6lo en uno de los sitios. Cabe sefialar que los resultados en
condiciones de campo si bien se llevaron a cabo con los mismos genotipos, estos
experimentos fueron conducidos con una seleccién de plantas en base a la mejor
performance de rendimiento dentro de cada evento transgénico, a los efectos de seleccionar
los materiales que mejor comportamiento tuvieron en condicion de secano (ver Capitulo 4).

En base a los resultados obtenidos, no se rechaza la primera hipotesis planteada: “En

condiciones potenciales (sin restricciones hidricas ni nutricionales) los genotipos de trigo
que expresan la secuencia Psark::IPT no penalizan en la produccion de biomasa ni en el
rendimiento alcanzado cuando son comparados con el control no transgénico”. Las
respuestas obtenidas dentro de la situacion control en la produccién de biomasa aérea y
rendimiento permite aceptar la primera hipétesis planteada. En cambio los resultados llevan

a rechazar la segunda hipotesis planteada: “Genotipos de trigo que expresan la secuencia

Psark::IPT expuestos a estreses abioticos (i.e restricciones y excesos hidricos) penalizan en
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menor medida el rendimiento respecto del control no transgénico debido a un retraso en la
senescencia foliar, permitiendo una mayor produccion de biomasa y por ende un mayor
rendimiento” dado que las plantas de trigo transgénicos no mostraron retrasos en la
senescencia y por ende este proceso fisiolégico no permite inferir que condiciond la

produccion de la biomasa aérea y el rendimiento. También se rechaza la tercer hipétesis

planteada: “Plantas de trigo que expresan la secuencia Psark::IPT presentan durante y
después del periodo de imposicion del estrés mayor contenido de nitrégeno foliar
(cuantificado mediante el verdor SPAD) en comparacion con plantas control” dado que las
mediciones de SPAD no dieron evidencias de que el contenido de N foliar sea diferente
entre las plantas de Psark::IPT con las plantas control.

A pesar de no observarse diferencias significativas en el rendimiento, los genotipos
transgénicos demostraron una mayor capacidad en tolerar el estrés por déficit o por exceso
en el atributo nimero de granos, aungue en cada tipo de estrés no hubo consistencia en cual
fue el evento transgénico (TR1 o TR4) que resultd mas favorable. Por otro lado, las
respuestas favorables en el numero de granos fueron compensadas por reducciones en el
peso de los granos, lo que determind que en numerosas oportunidades no se observaran
diferencias en el rendimiento como fue indicado anteriormente. La compensacion entre los
componentes numéricos del rendimiento es una problematica comun en el cultivo de trigo y
explica por qué no es posible escalar a nivel de cultivo cambios particulares que se
observan en un organo especifico (Slafer, 2003). Estos resultados permiten rechazar la

cuarta hipotesis: “Restricciones y excesos hidricos reducen el rendimiento en menor

magnitud en las plantas de trigo que expresan la secuencia Psark::IPT, respecto de las

plantas control, debido a una menor reduccién en el nimero de granos por planta y por
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unidad de &rea. No se esperan cambios en el peso de los granos” dado que ante excesos
hidricos los trigos transgénicos mostraron incrementos en el peso de los granos.

EL segundo objetivo de la tesis fue: “Analizar la particion entre la biomasa aérea y

radical en plantas transformadas con el transgén Psark::IPT (y su comparacion con los
controles) en respuesta a restricciones y exceso hidricos en el periodo critico”. En este
sentido, los resultados de la tesis mostraron que el estrés hidrico, ya sea por déficit como
por exceso, produjo una disminucion en la proporcion de biomasa radical mas marcada que
en la de biomasa aérea; sin embargo, el anegamiento fue la situacién donde la disminucién
de la particion radical:aérea fue de mayor magnitud y significativa, en linea con lo
observado por de San Celedonio et al. (2017, 2018). Debido a que la comparacion entre
genotipos no mostro diferencias estadisticamente significativas dentro de cada tratamiento,

se rechaza la quinta hipdtesis “Las plantas de trigo que expresan la secuencia Psprk::1PT

presentan una mayor particion a raices tanto en términos absolutos como relativos
respecto de las plantas control cuando son expuestas a condiciones hidricas estresantes”.
El tercer objetivo y ultimo abordado en la tesis fue: “Evaluar si las plantas que portan
el transgén Psark::IPT y las plantas control no transgénicas presentan alguna herencia
transgeneracional de adaptacion ambiental”’. En este aspecto los resultados mostraron que
en términos generales, y a diferencia de lo que indica la literatura, la progenie que provino
de semillas donde las plantas maternas tuvieron una mejor condicion hidrica mostraron una
mejor performance en cualquiera de los ambientes en los que se desarrollaron. Por el
contrario, las plantas provenientes de semillas de progenie que fueron sometidas a estrés
hidrico penalizaron el rendimiento en la mayoria de los ambientes. Si bien estas evidencias

no estan en linea con algunos trabajos publicados en la literatura donde las plantas que
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fueron sometidas a estrés hidrico en la planta madre se comportaron mejor en ambientes
restrictivos (tal lo discutido en el Capitulo 5), es posible afirmar que se observd
adaptabilidad inducida por el ambiente. Asi, estas evidencias permiten no rechazar la ultima

y sexta hipdtesis planteada: “Las plantas de trigo que expresan la secuencia Psark::IPT

presentan herencia transgeneracional de adaptacion ambiental, lo que le da una
performance distinta dependiendo del estimulo ambiental en las que se origind las
semillas”.

6.3  Efectos mas relevantes del transgén Psark::IPT en el genoma de trigo

En la Figura 6.1 se presenta un modelo conceptual donde se resumen los cambios en el
rendimiento en grano y sus componentes numéricos y fisioldgicos de los eventos
transgénicos respecto al genotipo control ante condiciones hidricas contrastantes y diferente
ambiente materno.

Los trigos transgénicos no manifestaron efectos contraproducentes atribuibles al
transgén Psark:IPT ya que se comportaron de manera fenotipicamente similar a su genotipo
control en la condicion sin restriccion. Sin embargo, como fue descripto anteriormente, no
hubo un efecto claro en las ventajas de la introgresion del transgén tanto en condiciones
restrictivas como en condiciones controladas ya que a nivel de planta no se observaron
ventajas, pero a nivel de microcultivo se observé un mayor rendimiento por unidad de area
en condiciones de campo cuando la condicién hidrica fue de secano (Figura 6.1). La falta
de respuesta en el rendimiento en condiciones controladas desde el punto de vista de los
componentes del rendimiento esta asociadas a compensaciones entre los componentes

numéricos (i.e. peso y numero de grano) (Figura 6.1).
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Figura 6.1. Esquema simplificado de la respuesta en el rendimiento y componentes numéricos y
fisiologicos de los eventos transgénicos respecto al genotipo control a diferente disponibilidad
hidrica en condiciones controladas (nivel planta individual), a campo (microcrocultivo) y distinto

ambiente materno (microcultivo).
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Por otrol lado, un aspecto importante que puede explicar la falta de consistencia entre las
respuestas observadas en condiciones controladas y a campo podria estar vinculada con el
namero de copias que tenian cada uno de los eventos ya que el nimero de copias insertas
en el TR1 fue de dos y de diez copias en el TR4. Cuando se evalud el comportamiento a
nivel de planta individual (Capitulo 3) los eventos transgénicos no mostraron consistencias
en las respuestas de cada atributo analizado en cada tipo de estrés hidrico. Esta variacion en
las respuestas observadas en los eventos podria deberse a los efectos de posicidn de las
inserciones Psark::IPT, dado que la ubicacién gendmica indeterminada puede estar
causando variaciones en la expresion génica (Xu, 2010). Este punto en particular, y luego
de observar la variabilidad en las respuestas en condiciones controladas, llevé a evaluar la
variabilidad que existia entre las plantas que contenian un mismo evento transgénico
(Capitulo 4). Lo que se observd es una variabilidad importante en la respuesta entre las
plantas de un mismo evento transgénico, lo cual puede ser a raiz de que se esté generando
una regulacion diferencial de las copias del transgén gue tiene insertas en el genoma. Cabe
mencionar en este punto que algunos trabajos reportan casos donde diferentes individuos
provenientes de un mismo evento transgénico muestran entre si variaciones no esperadas o
no asociadas a la expresion del transgen incorporado (Koller et al., 2018). Este fendbmeno
ha sido relacionado con la posible ocurrencia de variaciones somaclonales ocurridas
durante el proceso de regeneracién in vitro de las plantas transgénicas. Si bien en el
contexto de esta tesis no se ha investigado la ocurrencia de variaciones somaclonales sobre
el genoma de las plantas estudiadas, podria ser un punto para considerar en futuras

evaluaciones.
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A partir de estas evidencias y a la luz de la variabilidad observada, para llevar adelante
los ensayos a campo descriptos en el Capitulo 4 se realizé previamente un screening para la
seleccion de dos plantas dentro la poblacién correspondiente a cada evento transgénico que
tuvieron la mejor performance para el rendimiento en grano en condiciones de campo. Esto
permitié obtener a partir de esta seleccion una mejor respuesta a campo, mostrando los
trigos transgénicos una diferencia significativa respecto a su genotipo control, tal como se
demostrd en los resultados del Capitulo 4 y como se detalla en la Figura 6.1. Esto pudo
estar dado por la presién de seleccion que se generd a pesar de que solo fue una generacion.
Valga mencionar que la variabilidad en la magnitud de las respuestas entre plantas de un
mismo evento se siguid observando, pero con resultados positivos a favor del trigo
transgénico.

Los trigos que contenian el transgén Psark::IPT no manifestaron un retraso en la
senescencia a pesar de que el analisis molecular detectd que estaban expresando el
transgén. Estas evidencias se contraponen con otros trabajos publicados sobre plantas
transgénicas que contenian el transgén Psark::IPT, las que demostraron una alta correlacion
entre la expresion del transgén, altos niveles de citoquininas y retrasos en la senescencia
foliar con mejoras en la actividad fotosintética (Rivero et al., 2007; 2009; Peleg et al., 2011,
Reguera et al., 2013; Oneto et al., 2016).

A pesar de que no se observaron respuestas diferenciales en el rendimiento entre los
materiales, con excepcién de los experimentos a campo, en general el transgén indujo a
establecer un mayor nimero de espigas por plantas (Capitulo 3, Figura 6.1) y por unidad de
area (Capitulo 4, Figura 6.1) comparado al genotipo control debido posiblemente al mayor

nivel de citoguininas que promovi6é un mayor macollaje o redujo la tasa de mortandad de
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los macollos iniciados (Langer et al., 1973; Sharif y Dale et al., 1980; Suge y lwamura,
1993). Evidencias en arroz demostraron que el nimero de espigas aumentd por el
incremento de los niveles de citoquininas (Lin et al., 2002). Sin embargo, estas espigas en
los trigos transgénicos demostraron un menor establecimiento de granos por espiga por lo
que existié un efecto de compensacion entre ambos atributos (Figura 6.1), razon por la cual
no se evidencio una respuesta diferencial en el nimero de granos por unidad de area. El
namero de granos y el peso de los granos, tal como se detall6 anteriormente, también
tuvieron un efecto de compensacién en plantas de trigos transgénicos: en anegamiento el
peso de granos se incrementd y el numero disminuyd, en cambio en déficit hidrico
disminuyd el peso de los granos, pero se incrementé el nimero.

Gran proporcion de los estudios de plantas transgénicas donde se han observados
ventajas agrondémicas ante el genotipo control bajo condiciones ambientales controladas,
indican que cuando las plantas transgénicas son llevadas al campo no logran sostener esas
ventajas (Passioura, 2012). Sin embargo con los trigos transgénicos Psark::IPT ocurrié los
contrario, se observé una ventaja ain mayor y significativa en el rendimiento en grano
respecto al genotipo control en los ensayos a campo, pero es posible que dicha respuesta
haya sido asociada a una reduccién en la variabilidad de las plantas seleccionadas antes de
ser sembradas a campo, promoviendo una seleccion mas estricta de los materiales que
mostraron un mejor comportamiento.

En cuanto a la herencia transgeneracional, si bien el transgén no manifestd ninguna
diferencia con el genotipo control, los resultados mostraron que la progenie que provino de
semillas donde las plantas maternas tuvieron una mejor condicion hidrica presentaron una

mejor performance en cualquiera de los ambientes en los que se desarrollaron (Figura 6.1).
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Contrariamente, plantas provenientes de semillas de progenie que fueron sometidas a estrés
hidrico penalizaron el rendimiento en la mayoria de los ambientes (Figura 6.1). Estos
resultados demuestran que se observo adaptabilidad inducida por el ambiente, aunque no en

el sentido que la literatura frecuentemente reporta.

6.4  Implicancias para investigaciones futuras

A partir de esta tesis se observo que el transgén Psark::IPT es posible candidato para
generar tolerancia al estrés hidrico en el genoma de trigo sin mostrar desventajas al
genotipo control. Seria de interés continuar nuevas lineas de estudio con la introgresion del
transgén en genotipos de elite (i.e. genética mas actual con mayor potencial de rendimiento
que el cultivar Pro INTA Federal). Sin embargo, para que estas respuestas sean consistentes
en el tiempo y entre ambientes es deseable reducir la incertidumbre de las respuestas
obtenidas ya que los resultados logrados en esta tesis demuestran una falta de consistencia
en las respuestas del transgén a ambientes restrictivos.

Las desventajas dadas por la inestabilidad que tienen los eventos transgénicos deberian
ser mejoradas en investigaciones futuras por lo que seria deseable: (i) obtener eventos con
una copia Unica, los cuales esta ampliamente documentado que son genotipos mas estables
(Ismagul et al., 2018), (ii) tener la certeza que esa copia Unica esté en homocigosis y (iii)
establecer con certeza el sitio donde estd inserto el transgén a los efectos de evitar (o
caracterizar) posibles silenciamientos, y (iv) realizar retocruzamiento entre el genotipo
control y los eventos transgénicos para limpiar la variabilidad somaclonal.

Por otro lado, repuestas que completarian a las observadas en el Capitulo 3 a nivel

fisiolégico seria estudiar (i) el nivel de citoguininas que esta generando el transgeén, (ii) la
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actividad fotosintética, y (iii) nivel de conductancia estomatica que tienen los trigos

transgénicos para evaluar la eficiencia de uso del agua.
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