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Resumen

La soja es el principal cultivo de oleaginosas de Argentina y el complejo de
chinches es una de las plagas més importantes ya que causan disminucién en el
rendimiento y afectan la calidad de la semilla al reducir la viabilidad y el vigor. La Unica
estrategia de control es el uso de insecticidas, lo que genera la aparicion de resistencia y
sistemas cada vez méas insumo-dependiente. En este trabajo de tesis se estudié la
interaccion soja — Nezara viridula con el objeto de dilucidar los mecanismos que le
permiten a la chinche alimentarse de soja en pleno llenado sin afectar su supervivencia.
Para ello se estudio el impacto del dafio de chinches sobre las enzimas lipoxigenasas,
enzimas cruciales para la sintesis de &cido jasmonico y sobre la produccion de defensas
directas, especificamente inhibidores de proteasas que funcionan como elementos
disuasivos contra herbivoros. Se sembraron a campo distintos genotipos (un genotipo de
referencia y tres genotipos mutantes lox) que fueron cultivados hasta R6, momento en el
cual se aplicaron los tratamientos de herbivoria, dafio mecanico y hormonas. Los
resultados permitieron dilucidar que, cuando un insecto se alimenta por Unica vez de un
grano de soja en pleno llenado, se desencadena una serie de reacciones que provocan un
aumento de las enzimas lipoxigenasas y, a su vez, un aumento en la produccién de los
inhibidores de proteasas. Por otro lado, el uso de mutantes lox permitio reconocer a la
enzima LOX1 como la méas importante respecto a la respuesta antiherbivoro. Las
chinches alimentadas sobre el genotipo mutante lox1 tuvieron una menor supervivencia
gue las alimentadas sobre el genotipo de referencia Williams. EI hallazgo de
caracteristicas que producen una resistencia al estrés por herbivoros posibilita el

desarrollo de mecanismos de control mas amigables con el ambiente, por ejemplo, el
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desarrollo de marcadores moleculares para identificacion de variedades mas tolerantes al
dafo por chinche
Palabras clave: Glycine max, lipoxigenasas, inhibidores de proteasas, Nezara viridula,

acido jasmonico.
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Abstract

Soybean is the main oilseed crop in Argentina, and the stink bugs complex is one
of the most important pests, causing yield reduction and affecting seed quality by
reducing viability and vigor. The only control strategy is the use of insecticides, which
generates resistance and increasingly input-dependent systems. In this thesis, the soybean
- Nezara viridula interaction was studied in order to elucidate the mechanisms that allows
the bug to feed on soybean without affecting its survival. For this purpose, the impact of
stink bugs damage on lipoxygenases, crucial enzymes for the synthesis of jasmonic acid,
and on the production of direct defenses, specifically protease inhibitors that function as
deterrents against herbivores, were studied. Different genotypes (one reference genotype
and three lox mutant genotypes) were sown in the field and grown until R6, at which time
herbivory, mechanical damage and hormone treatments were applied. The results
elucidated that when an insect feeds on a soybean filling grain, it triggers a series of
reactions that cause an increase in lipoxygenase enzymes and, in turn, an increase in the
production of protease inhibitors. On the other hand, the use of lox mutants made it
possible to recognize the LOX1 enzyme as the most important enzyme with respect to the
anti-herbivore response. Stink bugs fed on lox1 mutant genotype had a lower survival
than those fed on the Williams reference genotype. The finding of traits that produce
resistance to herbivore stress makes possible the development of more environmentally
friendly control mechanisms, for example, the development of molecular markers for the
identification of varieties more tolerant to stink bug damage.

Key words: Glycine max, lipoxygenases, protease inhibitors, Nezara viridula, jasmonic

acid.



Capitulo 1: Introduccion general



1. Introduccion General.
1.1. Contexto productivo y econdémico

En Argentina, el cultivo de soja representa el 93 % del total de la produccion de
oleaginosas, seguida por el girasol que representa el 5%. El 2 % restante es representado
por la produccion de mani, colza, cartamo y lino (Ministerio de Agricultura, 2020). Se
estima que la produccion de la camparia 2018/2019 super6 los 55 millones de toneladas,
con una superficie cosechada de 20 millones de hectareas. La concentracion de la
produccidn se ubica principalmente en las provincias de Buenos Aires, Cordoba, Santa
Fe, Santiago del Estero y Entre Rios (Figura 1-1), con un rendimiento promedio de 33
gg/ha (Ministerio de Agricultura, 2020). Dichos niveles de produccion posicionan a la
Argentina en tercer puesto como productor y exportador de poroto de soja, luego de
Estados Unidos y Brasil y primer puesto como productor y exportador de harina y aceite

de soja (Ministerio de Hacienda, 2019).
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Figura 1-1: Superficie total cosechada de soja (ha) a lo largo del tiempo, porcentaje de la
participacién por provincia a la produccién nacional (%) y posicionamiento a escala mundial de
Argentina como exportador de grano y subproductos. Fuente: Estimaciones agricolas, Min. De
Agricultura, Ganaderia y Pesca, 2020.



El cultivo de soja tuvo una fuerte expansion en todo el pais, desde su introduccion
en la década del setenta, especialmente a partir de mediados de los noventa, con la
introduccién de la semilla transgénica (soja RR) y el paquete tecnoldgico que incluyo el
uso del glifosato como herbicida no selectivo. Estas mejoras fueron apoyadas por el
empleo de nuevas tecnologias de procesos, como la siembra directa, favoreciendo la
conservacion del suelo, reduciendo los ciclos de laboreo e incentivando el doble cultivo
en una camparfia agricola. EI aumento del &rea sembrada se dio tanto por sustitucion de
otros cultivos o de campos destinados a la ganaderia, como por el avance de la soja sobre
tierras desforestadas o de menor productividad que las del area pampeana, ampliando las
fronteras de produccion. En la Figura 1-2 se puede visualizar la expansion territorial del
cultivo, representando el 50 % de la superficie total, concentrandose principalmente en la

region Pampeana Norte.

Superficie sembrada con soja

Supertice semdeads (prom. 2012/2004)

Figura 1-2: Superficie sembrada con soja (Promedio 21012/2014). Ministerio de Agroindustria
(2017).



Asociado a estos cambios a nivel productivo y territorial, se observé un cambio en
la diversidad y en la incidencia de plagas, enfermedades y malezas. Asi, por ejemplo, en
los Gltimos afios se produjo un paulatino crecimiento de las enfermedades de fin de ciclo
y la aparicion de mancha ojo de rana, entre otras. En el caso de malezas hubo un salto de
una tecnologia de procesos a una de insumos que trajo aparejado el aumento de especies
tolerantes a glifosato y la aparicion del sorgo de alepo resistente. Algo similar ocurrié con
las poblaciones y los dafios provocados por plagas, como trips (Caliothrips phaseoli,
Frankliniella schultzei), acaros, oruga bolillera y el complejo de chinches, provocando la
reduccion del 50% de los umbrales de dafio y, en consecuencia, mayores intervenciones

con insecticidas durante el ciclo del cultivo (Gamundi & Sosa, 2007).
1.2. Problema sanitario: el complejo de chinches

Los cultivos son agroecosistemas que favorecen las altas tasas de crecimiento
poblacional de insectos herbivoros. El hecho de ser monoculturas facilita la deteccion y
reconocimiento del cultivo por parte de los insectos. Por otro lado, las plantas herbéaceas
tienen una alta tasa de crecimiento y bajos contenidos de lignina, por lo tanto, sus hojas y
tallos son méas apetecibles debido a su mayor digestibilidad y mayor contenido de
nitrogeno (Schoonhoven et al, 2005).

Las chinches pertenecen al orden de Hemipteros Heterdpteros que se alimentan de
una gran diversidad de especies vegetales. Como son varias especies fitéfagas las que
afectan al cultivo de soja, se las denomina complejo de chinches. Dicho complejo se
encuentra conformado por: Nezara viridula (chinche verde), Piezodourus guildinii
(chinche de la alfalfa), Dichelops furcatus (chinche de los cuernitos) y Edessa
meditabunda (alquiche chico) (Figura 1-3). Dentro del sistema productivo de soja,

conforman una de las plagas mas importantes ya que atacan principalmente vainas,



causando un dafo directo e irreversible sobre las semillas en desarrollo, afectando el
rendimiento final del cultivo. Las especies predominantes en los ciclos de cultivo en
Argentina son N. viridula y P. guildini (Bodrero et al., 2002; Gamundi y Sosa, 2008). E.
meditabunda manifiesta un comportamiento polifago similar a la chinche verde, mientras
que D. furcatus muestra preferencia por ciertos cultivos de gramineas como maiz, sorgo y

trigo (Panizzi et al, 2018).

Dichelops furcatus

Figura 1-3: Complejo de chinches fitofagas mas frecuentes en los ciclos de soja. Fuente: Fotografias
propias provenientes de la cria de insectos en el Laboratorio de Bioquimica, FAUBA.

La dinamica poblacional de las chinches estad sincronizada con el periodo
reproductivo del cultivo. Por lo general, manifiestan un marcado crecimiento poblacional
desde floracion en adelante (Gamundi, 2007; Gamundi et al., 2010; Todd, 1989). La
colonizacién comienza en la etapa de floracién en forma de manchones y luego se
dispersa hacia otros sectores del cultivo, coincidiendo con la formacion de vainas. A
partir del estado fenologico R5 (Fehr y Caviness, 1977) la poblacion aumenta
marcadamente y la distribucion comienza a ser uniforme hasta la madurez fisiol6gica del
cultivo (Pilkay etal., 2014). Este comportamiento, posiblemente, esté ligado a la
dispersion de las ninfas, las que a partir del cuarto estadio pueden desplazarse

aproximadamente 7- 10 m desde el lugar de oviposicion (Panizzi etal., 1980). En la



Figura 1-4 se puede observar el ciclo completo de una generacion de chinches
comenzando desde una postura hasta la eclosion del individuo adulto. Cabe destacar que
esta especie es multivoltina, produciéndose varias generaciones en una misma camparia

productiva.

Estadio 5
Postura

‘ Estadio 1

Estadio 2

Estadio 4

Estadio 3

Figura 1-4: Ciclo de vida de Nezara viridula. Fuente: Elaboracion propia con individuos
pertenecientes a la cria en el Laboratorio de Bioquimica, FAUBA.

Asi pues, el pico poblacional de este insecto coincide con el periodo critico del
cultivo, que se extiende desde R4 hasta R6 (Figura 1-5) (McPherson y McPherson, 2000;
Todd, 1989). Si el dafio ocurre al comienzo del este periodo se vera afectado el normal
desarrollo de las semillas originando semillas pequefias y vainas vacias. En estados
fenoldgicos méas avanzados provoca deformaciones, necrosis y manchas oscuras. Si la
picadura ocurre en el eje embrionario puede provocar su muerte, mientras que si ocurre
en los cotiledones reduce el poder germinativo de la semilla. Cuando los ataques son muy
severos se producen granos verdes (Franca Neto et al., 2005) y retencion foliar, lo cual
retrasa la maduracion del cultivo y dificulta la cosecha (Boethel et al., 2009). El efecto
del dafio sobre el margen economico del cultivo es dificil de estimar hasta no realizarse la

cosecha y posterior evaluacion del control de calidad.
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Figura 1-5: Periodo critico del cultivo de soja, ocurrencia del pico poblacional de Nezara viridula y
dafios severos ocasionados cuando las densidades de poblacién son altas.

En la actualidad existen herramientas biotecnoldgicas que permiten controlar el
ataque de lepidopteros a partir de cultivos genéticamente modificados que expresan las
toxinas del Bt. Sin embargo, para el control de chinches todavia no existe este tipo de
estrategias de control. La herramienta mas utilizada es el control quimico con
insecticidas, lo que genera alta carga ambiental de compuestos toxicos, una alta presion
de selecciodn sobre plagas y, eventualmente, aparicion de resistencia, como sucedié con el
endosulfan en Estados Unidos (Stadler et al., 2006). Asi la eficiencia de control puede
disminuir con el tiempo (Tabashnik et al, 2009) e impulsar al sistema de produccion hacia
una mayor dependencia del uso de agroquimicos, elevando asi también, los costos de
produccién. Por otro lado, el uso desmedido de insecticidas ha provocado la disminucion
de los enemigos naturales (insectos depredadores, parasitoides) tan importantes en el

control biolégico natural (Flores, 2009).



1.3. Sistema de defensas: interaccion planta-insecto

A través de la evolucion, las plantas han desarrollado diversas estrategias de
defensa frente a la herbivoria que pueden agruparse en dos grandes grupos: resistencia y
tolerancia. La principal diferencia entre ambas radica en que la resistencia tiende a
detener el dafio y la tolerancia tiende a compensar los efectos negativos del mismo
mediante el aumento de la biomasa (Stout, 2013; Mitchell et al., 2016). Dentro de los
mecanismos de resistencia se encuentran las defensas directas (que afectan al organismo
herbivoro) y las defensas indirectas (compuestos que atraen a enemigos naturales y
afectaran indirectamente a los insectos herbivoros). A su vez, las defensas pueden ser
constitutivas o inducibles (Gatehouse, 2002). A lo largo de este trabajo se profundizaré en
los mecanismos de defensas directas e inducibles de semillas de soja frente al dafio de la
chinche verde, N. viridula.

La domesticacion de especies y el mejoramiento genético se han enfocado en
aumentar tanto el rendimiento y como la calidad de los cultivos, logrando asi
caracteristicas agricolas superiores (Ladizinsky, 1998). Si bien la mayoria de los
programas de mejoramiento abordan la defensa de las plantas, si la plaga es
particularmente amenazante, la resistencia a los insectos a menudo no es una prioridad
(Chaudhary, 2013; Mitchell etal., 2016). Sin embargo, existe una gran variabilidad
genética, en términos de compuestos de defensa contra los insectos, que podria ser
utilizada comparando germoplasma salvaje y domesticado para incorporar dichos rasgos
en nuevas variedades (Milla et al., 2015).

Plantas e insectos herbivoros han interactuado a lo largo de millones de afios en
un proceso llamado co-evolucion. Teniendo en cuenta esta larga relacion, que implica

procesos de seleccion natural, no es sorprendente encontrar que las estrategias empleadas



por las plantas, para resistir o evadir a la herbivoria, sean muy diversas. Existen especies
con ciertos atributos que afectan a la preferencia de los insectos, alterando la seleccion
del hospedero o el comportamiento alimentario. Otras especies, en cambio, alteran la
performance de los individuos afectando las tasas de crecimiento y desarrollo.
(Gatehouse, 2002). Estos atributos se denominan defensas y pueden ser clasificadas
como:

- Defensas fisicas: estructuras morfoldgicas que conforman barreras fisicas que

dificultan el acceso o disminuyen la digestibilidad del alimento. Por ejemplo: espinas,
tricomas, cuticulas engrosadas, latex, pelos.

- Defensas quimicas: compuestos quimicos que funcionan como toxinas,

repelentes o antinutritivos. Por ejemplo: glucosinolatos, glucdsidos cianogénicos,
alcaloides, compuestos fenolicos, inhibidores de proteasas.

Asimismo, las defensas pueden ser constitutivas, es decir, que se encuentran
activas todo el tiempo, o inducibles, es decir, se activan sélo cuando se percibe el dafio.
Las defensas constitutivas pueden representar un elevado costo, en términos de uso de
recursos cuando las plantas no son atacadas, ya que los recursos destinados a produccion
de defensas podrian ser utilizados para otras funciones también importantes, como el
crecimiento y produccion de semillas. Por otro lado, las defensas inducidas representan
una forma mas eficiente del uso de los recursos, ya que solo se producirdn cuando exista
el dafio (Flrstenberg-hégg et al, 2013; Gatehouse 2002).

Las plantas enfrentan un dilema constante entre crecer y reproducirse, 0
defenderse (Herms y Mattson, 1992; Tobias y Agrawal, 2017) . Esta condicion puede
representar un problema cuando los recursos son limitantes, como es el caso de los

cultivos, donde las plantas crecen en ambientes empobrecidos, con alta competencia
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intraespecifica y donde se utilizan materiales genéticamente forzados hacia la produccion
de biomasa (mediante el mejoramiento genético). Es decir, el compromiso entre crecer o
defenderse, se encuentra sesgado y la capacidad de responder y defenderse puede verse
afectada negativamente en comparacion con una especie vegetal silvestre en su hébitat

natural (Herms y Mattson, 1992).
1.4. Percepcion de la herbivoria

Los insectos utilizan diversas estrategias de alimentacion para obtener nutrientes
de sus plantas hospederas. El tipo de dafio que provocan en los tejidos depende de la
estructura de las piezas bucales y del tipo de alimentacion, diferencidndose en dos
grandes grupos: insectos masticadores (lepidopteros, coledpteros, ortopteros) e insectos
fitosuccivoros (hemipteros) (Howe y Jander, 2008). Las plantas son capaces de percibir la
herbivoria mediante el reconocimiento de moléculas (elicitores) producidas por los
insectos mientras se alimentan u oviponen (Bonaventure, 2012). Algunos ejemplos de
estos compuestos son: volicitina, inceptina, glucosa oxidasa, acidos grasos conjugados y
péptidos (Felton y Tumlinson, 2008).

Los elicitores son reconocidos por receptores ubicados en la membrana celular y
son percibidos rapidamente por las MAPK quinasas (del inglés: Mitogen Active Protein
Kinase), que son enzimas muy importantes a la hora de activar las vias metabolicas de
defensa, ya sea frente a patdgenos o insectos (Wu etal., 2007). A su vez, el dafio
generado por el insecto provoca una despolarizacién de la membrana, liberacién de
especies reactivas de oxigeno y liberacion de iones calcio hacia citosol (Ca*?), que a su
vez activan a las MAPK. Todos estos eventos ocurren en los primeros minutos de
ocurrido el dafio (Bonaventure 2012; Wasternack et al. 2013, Firstenberg-hdgg, et al

2013). Las MAPK quinasas modulan a factores de transcripcion vinculados con genes de
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defensa y también tienen actividad como activadoras y estabilizadoras de enzimas
vinculadas a la produccion de defensas (Giacometti et al., 2016). Una de las enzimas
activadas por las MAPKSs es la fosfolipasa A cloroplastidica, que degrada la membrana
tilacoidal y libera acidos grasos insaturados al estroma, principalmente a-linolénico. Este
compuesto es el sustrato de la via de sintesis del cido jasmonico (JA), llamada Via de los

Octadecanoides.

1.5. Regulacién de la respuesta a la herbivoria: Sintesis de &cido
jasmonico

El primer paso de la sintesis del &cido jasmoénico es catalizado por las
lipoxigenasas (LOX). Estas enzimas tienen actividad oxigenasa y catalizan la
incorporacion de oxigeno en distintas posiciones del a-linolénico (Farmer y Ryan, 1992;
Turner et al., 2002). Luego de una serie de pasos que incluyen lipoxidacidn, ciclizacion
(cloroplasto) y varias vueltas de B-oxidacion (peroxisoma) el a-linolénico se transforma
en el &cido (+)-7- isojasmonico, el cual se isomeriza en condiciones naturales en &cido (-
)-jasmdnico (JA) (Figura 1-6). Por ultimo, el JA es sujeto a modificaciones enzimaticas
que los transformardn en conjugados de JA, denominados jasmonatos u oxilipinas
(Feussner y Wasternack 2002; Howe y Jander 2008b). La diversidad de jasmonatos esta
vinculada a la gran diversidad de procesos en los que participa esta hormona. Por un lado,
como regulador de la respuesta a estrés como dafio mecanico, la exposicién a 0zono,
sequia y el ataque por patogenos y plagas. Por otro lado, como regulador de diferentes
procesos de desarrollo como crecimiento de la raiz, tuberizacion, maduracion de frutos,
senescencia, desarrollo del polen y enrollamiento de zarcillos (Creelman y Mullet, 1997,
Reymond et al., 2000; Turner et al., 2002a; Staswick y Tiryaki, 2004; Kombrink, 2012;

Pieterse et al., 2012).
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Figura 1-6: Esquema de la transduccion de sefiales frente al dafio de un herbivoro. Via de las
lipoxigenasas.
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La forma bioactiva del JA es su conjugado con el aminoécido isoleucina, dando
como resultado jasmonil-isoleucina (JA-Ile), catalizado por la enzima JAR1 (Staswick y
Tiryaki, 2004). Este compuesto interactiia con el complejo SCF®°' (del inglés Skip-
Cullin-Fbox) ubiquitin ligasa E3, cuya funcién es la ubiquitinacién de proteinas que seran
degradadas en el proteosoma (Lechner et al., 2006; Wasternack et al., 2013). Cuando el
JA-lle se une al complejo COI1, este se une a unas proteinas que reprimen a los factores
de transcripcién (MYC) de genes que codifican para compuestos de defensas o enzimas
de las vias que sintetizan estos compuestos. Dichas proteinas se denominan proteinas JAZ
(del inglés jasmonate ZIM domain) y una vez unidas al complejo SCF°! son

ubiquitinadas y enviadas al proteosoma 26 para su posterior degradacion (Thines et al.,
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2007; Chini etal., 2009). De esta manera, en ausencia de los represores, comienza la

transcripcion de genes de defensa regulados por el JA (Katsir et al., 2008) (Figura 1-7).
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Genes de defensa Genes de defensa Genes de defensa

Figura 1-7: Esquema de interaccion del JA-lle con el complejo SCF®'" ubiquitin ligasa E3 en
respuesta a la herbivoria. En presencia de JA-lle el complejo SCF®°!* puede adherirse a las proteinas
represoras JAZ y liberar a los factores de transcripciéon (FT) de los genes de defensa. Las proteinas
JAZ son ubiquitinadas y enviadas al proteosoma 26S para su degradacién. Esquema adaptado de
Zavala (2010).

Existen otras hormonas que actlan de manera antagénica al JA como el &cido
salicilico (SA) (Zhang et al., 2013; Schweiger et al., 2014) o sinérgica como el etileno
(ET) (Del Rio y Puppo 2009). En Arabidopsis thaliana se encontrdé que el JA es el
principal regulador de las defensas contra larvas de Spodoptera littoralis (Bodenhausen y
Reymond, 2007). Esta via se activa especialmente en respuesta a herbivoros masticadores
y patégenos necrotréficos (Glazebrook, 2005; Kawazu et al, 2012; Walling, 2000). Por el
contrario, la via del SA se activa si la planta es atacada por insectos fitosuccivoros, como

afidos, y patdgenos biotréficos (Kaloshian y Walling, 2005).
1.6. Lipoxigenasas

Las lipoxigenasas (LOX) son una familia de enzimas oxidorreductasas (EC
1.13.11.12), denominadas dioxigenasas, que contienen un grupo hierro no hémico y que
estan distribuidas en muchas especies de plantas, algas, animales y hongos (Beneytout et
al. 1989; Joo and Oh, 2012; Vick y Zimmerman, 1980). La reaccion general catalizada
por las LOX en plantas, implica la adicion de oxigeno molecular a través del sistema

cis,cis-1,4-pentadieno encontrado en &cidos grasos insaturados de 18 carbonos, como el
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linoleico y linolénico. En el caso de &cido linolénico, esto conduce a dos posibles
productos (ya que posee dos sitios con dobles enlaces): los &cidos 9- y 13-
hidroperoxilinolénicos, por esta razon, la via de las LOX se divide en dos subfamilias 9-

LOXy 13-LOX de acuerdo al sitio de reaccion (Siedow, 1991) (Figura 1-8).
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Figura 1-8: Esquema de las vias 9-LOX (a) y 13-LOX (b) para el metabolismo de acido linolénico y
los derivados de ambas reacciones (Howe, 2002).

Los productos de la reaccién de ambas vias, los hidroperoxidos de acidos grasos
(HPOT, del inglés hidroperoxy linoleic acid), son metabolizados por liasas, dehidratasas,
isomerasas, peroxigenasas Yy epoxigenasas resultando en epoxidos, alcoholes, aldehidos y

cetoles. Este amplio rango de metabolitos secundarios recibe el nombre de oxilipinas y
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desempefian diferentes roles de regulacion de diversos procesos celulares, siendo la més
importante la sintesis del acido jasménico (Howe y Schilmiller, 2002).

Las plantas contienen numerosas enzimas LOX que se pueden diferenciar segin
la localizacion subcelular. Por ejemplo, existen isoenzimas que se encuentran en el
citosol (Gardner, 1991; Hildebrand, 1989; Siedow, 1991a), en el estroma del cloroplasto
(Douillard y Bergeron, 1981), en cuerpos lipidicos (Feussner y Kihn, 1995), en la
vacuola como proteinas de reserva vegetativas (VSP, del inglés Vegetative Storage
Protein) (Porta y Rocha-sosa, 2002; Tranbarger et al. 1991) o asociadas a membranas
(Siedow, 1991; Macri etal., 1994; Royo etal., 1996). Es posible que enzimas con
diferente ubicacion celular provean diferentes fuentes de acidos grasos poliinsaturados a
distintas vias metabdlicas con diferentes funciones fisioldgicas como, por ejemplo,
germinacion de semillas, crecimiento radical, maduracion de frutos (Siedow, 1991),
respuesta a estrés bidtico (Farmer y Ryan, 1992; Saravitz y Siedow 1996; Saravitz y
Siedow, 1995) y abidtico, senescencia, muerte celular y sintesis de hormonas (Creelman

y Mullet 1997; Vick y Zimmerman 1980; Viswanath et al. 2020)
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Figura 1-9: Funciones fisiologicas de las LOXs durante el crecimiento y el desarrollo de las plantas
(Viswanath et al., 2020).

En soja existen varias enzimas LOX cuya funcion varia segun el tejido. En
cotiledones se han encontrado las isoenzimas LOX4, LOX5y LOX6 (Kato et al., 1992) y
en hojas LOX7 y LOX8 (Bunker et al., 1995). Saravitz y Siedow (1996) encontraron que
los genes LOX7 y LOX8 se expresaban mas cuando las hojas eran dafadas
mecanicamente, indicando su posible relacion con la respuesta de defensa. Afios mas
tarde, Zavala et al (2008), confirmaron dicha hipotesis luego de que los mismos genes
aumentaran su expresion luego del dafio ocasionado por Popillia japdnica, un coledptero
que se alimenta de hojas de soja. En semillas de soja han sido identificadas 3 enzimas
lipoxigenasas LOX1, LOX2 y LOX3 (Axelrod et al., 1981). Sin embargo, ain no se ha
identificado las funciones especificas de cada una y cuél de ellas esta vinculada con la

respuesta antiherbivoro (Liavonchan y Feussner 2006; Siedow 1991b).
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1.7. Compuestos de defensas

La funcion de los jasmonatos como reguladores de defensas fue propuesta por
Farmer y Ryan (1992) quienes descubrieron la union entre el dafio ocasionado por
insectos, la formacion de JA y la induccion de genes codificantes para inhibidores de
proteasas que disuadian el consumo en arabidopsis. Se ha informado que tanto el dafio
mecénico, la aplicacion de jasmonato de metilo (MeJA), como el dafio producido por el
ataque de los insectos produce la acumulacion de JA en los tejidos vegetales (Howe y
Jander, 2008). Zavala etal. (2008a), demostraron que plantas de soja incapaces de
expresar genes relacionados a la sintesis de &cido jasmonico mostraron alta
susceptibilidad al ataque de insectos y cuando las mismas eran tratadas con MeJA
restituyeron dichos niveles de defensas equiparando a los genotipos normales. En tomate,
se ha informado que la aplicacion de MeJA en las superficies foliares promovié la
sintesis de genes de inhibidores de proteasas (Farmer y Ryan, 1992).

Los compuestos de defensa regulados por el JA involucran defensas directas,
como los inhibidores de proteasas (Pl) y defensas indirectas, como los compuestos
volatiles que atraen a predadores o parasitoides. Por otro lado, el JA también induce la
produccion de compuestos fendlicos que afectan la actividad de otras enzimas digestivas
como las lipasas y las amilasas (Howe y Jander, 2008). Los PI disminuyen la calidad
nutricional del alimento, ya que afectan su digestibilidad al bloquear la actividad de las
proteasas digestivas y disminuyendo la disponibilidad de aminoacidos libres, esenciales
para el crecimiento y desarrollo de los organismos (Zhu-salzman y Zeng, 2015). Los
inhibidores de tripsina de hojas de tomate fueron la primera defensa antiherbivoro
inducible que se asocié al JA (Farmer & Ryan 1990). Desde entonces han sido

extensamente estudiados en la relacion planta-insecto en diversas especies,
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demostrandose su rol defensivo (Zavala etal., 2004). Sin embargo, su efectividad
depende de la capacidad del insecto de detoxificar su efecto, ya sea aumentando la
sintesis de proteasas de novo para reponer a aquellas inhibidas o generando proteasas
insensibles a los inhibidores (Jongsma y Bolter, 1997). Se ha demostrado que larvas de
Manduca sexta alimentadas con hojas de Nicitiana attenuata que sobreexpresaban
inhibidores de tripsina alcanzaban un peso de pupa y una tasa de crecimiento menor que
aquellas larvas que se alimentaron de plantas no transformadas genéticamente (Zavala et
al., 2004). Més recientemente, Tejedor (2017) demostrd, sin embargo, que larvas de A.
gemmatalis fueron capaces de superar la barrera defensiva dictada por los inhibidores de
tripsinas de soja mediante un aumento en la expresion de tiorredoxinas, proteinas redox
que fueron capaces de desactivar a los inhibidores de tripsina. Por otro lado, A.
gemmatalis fue capaz de sintetizar tripsinas no sensibles a los inhibidores pudiendo
utilizar al cultivo de soja como alimento a pesar de sus defensas quimicas. Estos
antecedentes demuestran la complejidad de los procesos de interaccién planta-insecto y la

importancia de estudiarlos de cara al desarrollo de herramientas para el manejo integrado.
1.8. Inhibidores de proteasas

Una de las defensas més estudiadas en soja son los inhibidores de proteasas. Los
primeros inhibidores de proteasas purificados y caracterizados en soja fueron los
conocidos como inhibidores Kunitz (Kunitz M., 1946) e inhibidores Bowman y Birk
(Bowman, 1947; Birk et al., 1963). En soja se reporté que en hojas dafiadas por larvas de
Anticarsia gemmatalis y adultos de Caliothrips phaseoli la actividad de inhibidores de
tripsinas aumentd luego de 6 dias de dafio (Dillon et al., 2018; Dillon et al., 2017). Por
otro lado, los inhibidores de cistein proteasas fueron descriptos por su funcion

antiherbivoro por Zhao Y. et al. (1996), quienes encontraron que, en hojas dafiadas por
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Diabrotica virgifera y Leptinotarsa decemlineata, aumentaba la expresion de dos genes
que codifican para este tipo inhibidores: N2 y R1. Ambos genes provocaron una
reduccion significativa en la actividad de las cistein proteasas provenientes de los
intestinos de ambas especies, demostrando su actividad como defensa. En hojas de soja
dafiadas por Popillia japdnica, los niveles de expresion y actividad de inhibidores de
cistein proteasas aumentaron correlaciondndose con el aumento de la expresion genes
LOX (LOX7 y LOX8) (Zavala, et al. 2008). Para entender cdmo insectos como las
chinches pueden alimentarse de plantas que desarrollan defensas como las de soja un
primer paso es, precisamente, establecer cuéles son los principales componentes de la

respuesta de las plantas al ataque de insectos fitosuccivoros.
1.9. Mecanismos propuestos e importancia

En soja se desconoce la funcionalidad de las enzimas LOX presentes
exclusivamente en semillas (LOX1, LOX2 y LOX3) y como se relacionan con la sintesis
de JA como regulador de las defensas contra herbivoros. Conocer y entender las
interacciones planta-insecto son de crucial importancia desde el punto de vista de la
agricultura. Las chinches representan una de las principales plagas del cultivo de soja, por
lo que la importancia en términos productivos es alta. Por tales razones, es necesario
entender qué factores gobiernan las relaciones entre las semillas de soja en desarrollo y
las chinches, y como se regulan las defensas frente al dafio producido por estos insectos.
Alcanzar este tipo de conocimientos es fundamental para crear estrategias de manejo de
plagas que intenten evitar o prevenir los dafios (Schoonhoven et al., 2005). A pesar de
que las semillas son el producto final de muchos cultivos y son el componente principal
para la dispersion de especies, hasta el momento no se conocen estudios sobre la

regulacion de las defensas en semillas frente al ataque de insectos. El aporte al
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conocimiento que realizara el presente estudio se centra en la respuesta de las semillas de
soja en desarrollo a las condiciones de estrés por insectos picadores, como la chinche
verde y la comprension del rol del JA en la respuesta defensiva. Asimismo, el hallazgo de
caracteristicas que produzcan una resistencia al estrés por herbivoros posibilitaria el
desarrollo posterior de mecanismos de control més amigables con el ambiente, por
ejemplo, el desarrollo de marcadores moleculares para identificacion de variedades méas

resistente al dafio por chinche.

1.10. Hipdtesis y Objetivos

1.10.1. Objetivo general

Dilucidar las bases bioquimicas y moleculares de las respuestas defensivas
inducidas por el acido jasmonico como respuesta al ataque de chinche verde (Nezara

viridula) en granos de soja en pleno llenado.

1.10.2. Objetivos especificos

Objetivo especifico 1: Conocer como es la respuesta de las lipoxigenasas de
plantas de soja frente al dafio de chinche verde (Capitulo 3).

Hipotesis 1) El dafio ocasionado por chinches activa la via de las lipoxigenasas.
Prediccion: El dafio de chinches provocard un aumento de la expresion de los genes
LOX1, LOX2 y LOX3 y de la acumulacion de &cido jasmonico en semillas de soja en
pleno llenado.

Hipdtesis 2) Al menos una de las tres enzimas LOX participa en la regulacion de
defensas. Prediccion: Los genotipos mutantes que no expresen algunos de los tres genes

LOX no seran capaces de producir defensas comparando con el genotipo de referencia.
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Objetivo especifico 2: Establecer el vinculo que existe entre la induccion
hormonal exdgena, la produccién de lipoxigenasas y el efecto sobre la produccion de las
defensas.

Hipotesis 3) Las hormonas de defensa, acido jasménico y acido salicilico,
modulan la concentracion de lipoxigenasas y de los inhibidores de proteasas,
induciendolos y suprimiéndolos, respectivamente. Prediccion: La aplicacion exdgena de
ac. jasmonico provocara un aumento en la produccion de lipoxigenasas mientras que la
aplicacion exdgena de &c. salicilico provocard una disminucion en la sintesis de
lipoxigenasas y compuestos de defensa.

Objetivo especifico 3: Conocer como es la respuesta de las lipoxigenasas al dafio
de las chinches durante el llenado de los granos y si esta relacion afecta a la produccion
de las defensas directas (Capitulo 4).

Hipotesis 4) Existe una variacion de la respuesta a la herbivoria a lo largo del
Ilenado de los granos, siendo mayor dicha respuesta al comienzo comparado con el final
del llenado. Prediccién: Al comienzo del llenado hay una mayor produccion de
lipoxigenasas y de las defensas comparando con estadios més avanzados (fin del llenado).

Objetivo especifico 4: Determinar si la ausencia de lipoxigenasas aumenta la
susceptibilidad de la soja al ataque de chinches (Capitulo 5).

Hipotesis 5) Aquellas plantas de soja que no produzcan lipoxigenasas no son
capaces de producir defensas directas cuando son dafiadas por chinches y, su vez, los
insectos se ven beneficiados al encontrarse con un alimento libre de compuestos
antinutritivos. Prediccion: La supervivencia de N. viridula serd mayor en un genotipo

que no expresa al menos uno de los genes LOX comparado con genotipo normal.
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Objetivo especifico 5: Estudiar la relacion de la respuesta de las lipoxigenasas
luego del ataque de chinches con la produccion de inhibidores de cistein proteasas.
(Capitulo 5)

Hipotesis 6) Las lipoxigenasas regulan la expresion de genes que codifican para
inhibidores de proteasas induciendo su sintesis tras el dafio de chinches. Prediccion:
Genotipos que presentan una mutacion para la expresion de genes LOX produciran menos

inhibidores de proteasas comparado con el genotipo de referencia.



Capitulo 2: Materiales y metodos
generales
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2. Metodologia general
2.1. Material botanico

Para alcanzar los objetivos planteados en el capitulo anterior se utilizaron 4
genotipos de soja: Williams 82 (expresa los 3 genes LOX de semillas) y tres genotipos
mutantes de lipoxigenasas: P1408251 (mutante lox1), PI86023 (mutante lox2) y P1205085
(mutante lox3) (Lenis etal., 2010). Si bien cada experimento llevado a cabo tuvo sus
particularidades, en términos generales, todos los genotipos fueron sembrados en el
campo experimental de la Facultad de Agronomia de la Universidad de Buenos Aires en
el mes de diciembre durante los afios 2011-2012, 2012-2013, 2013-2014 y 2014-2015.
Los tratamientos se realizaron a partir del estado de referencia R5 de acuerdo con la
escala de Fehr y Caviness (Fehr and Caviness 1977).

La siembra se realizo a chorrillo con una distancia entre hileras de 20 cm y luego
de la emergencia se realizd un raleo para mantener una distancia de 15 cm entre plantas
dentro de la hilera. Las plantas fueron abastecidas con agua suplementaria a las
precipitaciones cuando fuera necesario. Desde el momento de la siembra hasta la
emergencia de las primeras hojas verdaderas, los lotes fueron cubiertos con tela plastica
media sombra para protegerlos del dafio de las palomas. Asi mismo, se controld la
incidencia de orugas cortadoras y bichos bolita con insecticidas. Una vez emergidas las

plantulas de soja, se mantuvo el desmalezado manualmente (Figura 2-1).
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Figura 2-1: Plantas de soja en crecimiento, raleadas y desmalezadas.

Material entomoldgico

Se criaron chinches de la especie Nezara viridula en camaras SANYO MLR-
350H bajo un fotoperiodo de 14 horas de luz, 10 h de oscuridad, temperatura de 26 °C

constante y humedad relativa de 60 % (Figura 2-2, ay b).

Figura 2-2: Cria de chinches en el Laboratorio de Bioquimica de FAUBA.
Para comenzar la cria y para renovar el material genético se realizaron viajes de

colecta a cultivos de soja del norte de la provincia de Buenos Aires (zonas de Pergamino,
Carabelas, Junin, Pila, Vedia). Una vez en el laboratorio, los insectos nuevos, fueron
colocados en bandejas separadas a la cria general para controlar a sus parasitoides
naturales (Bandejas de cuarentena, Figura 2-2, ¢). El mas comun de estos parasitoides fue
Trichopoda giacomelli (Diptera: Tachinidae), un diptero que ovipone sobre el pronoto del

adulto (Figura 2-3). Por lo tanto, el objetivo de este paso fue eliminar al parasitoide y
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contar con individuos sanos. Una vez finalizado ese periodo, los individuos se
dispusieron en cajas plasticas con tapas de tul en donde se colocaron los adultos y las
ninfas de Gltimo estadio conformando la jaula de cria propiamente dicha. Los insectos
fueron mantenidos con una dieta artificial basada en semillas de soja, girasol, hojas de

repollo, chauchas y mani.

&
-

Figura 2-3: Adulto de Trichopoda giacomelli (parasitoide de adultos Nezara viridula).

2.2. Tratamientos de herbivoria, dafio mecanico y aplicacion

exogena de hormonas

Para evaluar la respuesta de las plantas de soja al dafio ocasionado por la chinche
se realizaron tratamientos accesorios al de herbivoria. Por un lado, se seleccionaron
plantas individuales dentro de cada parcela y se aislé una vaina en estado R6 del centro
de la planta utilizando una bolsita de tul. Los tratamientos se realizaron sobre las vainas y
el material analizado fueron las semillas que se encontraban creciendo en su interior, ya
que las chinches atraviesan el tegumento de la vaina y se alimentan de las semillas en
crecimiento. Segun correspondiera se realizaron los tratamientos que consistieron en:

- Control: sin provocarle ningun dafio

- Herbivoria: Colocandole 1 adulto de Nezara viridula por vaina (Ver Figura 2-4,

ayb)
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- Daflo mecénico: con una aguja se realizaron 2 heridas punzantes a las vainas en
la zona media, sobre el I6culo (Ver Figura 2-4, ¢)

- Jasmonato de metilo (MeJA): se pulverizaron 2 veces las vainas seleccionadas
con una solucion de MeJA 0,1mM (un volumen aproximado de 0,75 mL por vez)
(Balestrazzi et al., 2004; Cerrudo et al., 2012; Giacometti et al., 2016)

- Acido salicilico (SA): se pulverizaron 2 veces las vainas seleccionadas con una
solucién de SA 1,5mM (un volumen aproximado de 0,75 mL por vez) (Giacometti et al.,
2016; Dillon, 2017; Romero et al., 2020).

Para realizar los tratamientos de herbivoria los insectos fueron aislados del
alimento 48 h previas a colocarlas en planta y luego fueron colocadas de manera
individual en bolsas de tul. Los insectos fueron observados hasta que comenzaron a picar
y alimentarse. Una vez comenzado el tiempo de alimentacion, permanecieron sobre la
vaina por un periodo de tiempo de 30 minutos. Luego, fueron retirados y las vainas
quedaron marcadas con una bolsa de tul y cinta indicadora para ser recolectadas a las 8,

24 0 72 hs segun correspondiera.
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Figura 2-4: a) Adultos hambreados, aislados para realizar los tratamientos de herbivoria, b) Adulto
picando una vaina e soja y ¢) Aguja utilizada para realizar el dafio mecanico en las vainas.

2.3. Metodologia para analisis moleculares

Las muestras colectadas en los experimentos fueron identificadas y congeladas in
situ con nitrogeno liquido y luego, reservadas en ultrafreezer (-80°C) hasta el momento

de realizar las determinaciones.

2.3.1. Extraccion de ARN

Para realizar los analisis de expresion transcripcional el ARN fue extraido con el
método TRIzol® (Invitrogen) de acuerdo a lo descripto en el protocolo del reactivo. Las
muestras fueron molidas en mortero con nitrogeno liquido y colocadas en tubos
eppendorf de 2 mL. 100 mg de muestra fueron homogeneizados con 1 mL de Trizol
utilizando un vortex para facilitar la ruptura celular. Luego se centrifugé a 12.000 g a 4
°C durante 15 minutos para remover los restos de material vegetal (polisacaridos, ADN
de alto peso molecular y membranas celulares). Se conservd el sobrenadante y se
agregaron 200 pL de cloroformo a fin de extraer los lipidos presentes en la muestra
agitando vigorosamente durante 3 min a temperatura ambiente. Se separé la fase acuosa
de la fase lipidica por centrifugacion a 12.000 G y 4 °C durante 15 minutos. EI ARN que
se encontraba en la fase acuosa se precipitd con isopropanol y centrifugé a 12.000 g

durante 10 minutos generandose un pellet bien definido. Posteriormente se realizaron 3
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lavados con etanol 75% colocando 1 mL de etanol y centrifugando a 7.500 g y 4 °C
durante 5 minutos. EI ARN precipitado se re-suspendié en 50 pL de agua tratada con
DEPC. Para facilitar la re-suspencion, se incubaron las muestras a 57 °C durante 10 min.
Finalmente, para su preservacion, se afiadio a cada muestra 0,5 pL de inhibidor de

RNAsas y fueron conservadas en ultrafreezer (-80°C) hasta su utilizacion

2.3.2. Cuantificacion de ARNTtotal

Para poder sintetizar ADNc, el ARN extraido fue evaluado para descartar
muestras degradadas, contaminadas o con baja concentracion. Para determinar la
integridad del ARN se sembraron las muestras colocando 3 pL de muestra con 2 pL de
solucion reguladora de carga 6x (azul de bromofenol 0,3 % glicerol 30%) en un gel de
agarosa 1,5% p/v. El gel de agarosa se prepard con buffer TAE 1x (20 mL de TAE
50x/1L de agua destilada, pH8.5) mas 3 pL de Gel Red® (Biotium) como intercalante y
marcador de &cidos nucleicos. La corrida electroforética se realiz6 a 100mV, corriente
constante, durante 15 min. Al finalizar, el gel fue revelado en un transiluminador UV
2000 (Biorad) para visualizar las 2 subunidades del ARN ribosomal. En los casos en los
cuales no se visualizaron las bandas correspondientes, se repitid la extraccion para dicha

muestra (Figura 2-5).
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b) ¢)

Figura 2-5: Ejemplo representativo de los geles de ARNtotal revelados luego de realizar las
extracciones. a) Muestras de ARN recién extraido, se puede observar las dos subunidades
ribosomales, b) Muestras de ARN del panel “a)” tratadas con DNAsas para eliminar ADN genémico
y equiparar concentraciones de ARN y c) ejemplo de muestras de ARN degradado, no se observan
las subunidades ribosomales (“chorreado”).

Para determinar la pureza de cada muestra se midieron las absorbancias a 230,
260 y 280 nm, en un espectrofotometro Agilent UV 8453 (Cuadro 2-1). Luego, se
determind la concentracion de ARN utilizando un fluorémetro Qubit (Invitrogen)
siguiendo las indicaciones del fabricante. Las muestras fueron preparadas realizando

diluciones 1:50 con agua tratada con DEPC. Cada muestra fue medida por duplicado.

Cuadro 2-1: Indicadores para estimar la pureza de las muestras de ARN total.

Relacién de

Absorbancias Coeficiente Indicador

Relacidn Ac. Nucleicos con proteinas.
Abs,s0/Abs,so >1.8 Muestras con menores coeficientes fueron
descartadas del analisis.

Relacidén ac. Nucleicos con posibles

Abs;30/Abs ~2-2.2 .
230/ Absaso contaminantes (fenol)

2.3.3. Tratamiento con DNAsas

Antes de sintetizar el ADNcopia (ADNCc) se realiz6 un tratamiento para remover
el ADN gendmico utilizando una enzima DNasa |, RNase-free (Fermentas). El
tratamiento consistio en la incubacion de las muestras con la enzima a 37 °C durante 30
min, en presencia del buffer adecuado respetando la proporcion 1 U de DNAasa/ 1 ug de
ARN. Luego, se incorporo 1 pL de 50 mM EDTA y se incub0 durante 10 min a 65 °C.

De esta manera la enzima quedé inactivada para no interferir en los usos posteriores del
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ARN (Sintesis de ADNc y PCRs subsiguientes). Las muestras fueron reservadas a -80°C

hasta su utilizacion.

2.3.4. Sintesis de ADNcopia

Para la sintesis de ADN copia (ADNCc) se prepar6 una mezcla con 1000 ng de
ARN, 1 pL de oligo dT primer (0,5 mg/mL, Fermentas) y agua libre de RNAsas (DEPC)
en cantidad suficiente para alcanzar un volumen de 11 pL. La mezcla se incubd en
termociclador durante 5 min a 70 °C y luego 3 min a 4 °C. Luego, se agregd en orden los
siguientes componentes: 4 uL de buffer de reaccion MMV 5x (Tris-HCI 250 mM, KClI
250 mM, MgCl> 20 Mm, DTT 50Mm, Fermentas), 2 pL de dNTPs 10 mM, 0,5 pL
inhibidor de RNAsas y 1,5 pL de agua DEPC. Finalmente, luego de un paso de
incubacion de 5 min a 37 °C, se agreg6 a la mezcla 0,5 pL de enzima transcriptasa
reversa MMLV High Performance Reverse Transcriptase (Fermentas). Las muestras
fueron incubadas durante 60 min a 42 °C. La reaccion terminé elevando la temperatura a
70 °C durante 10 min. De esta manera, se obtuvo ADN a partir del ARNm y sobre ese
material se realizaron las PCR para medir la expresion de los genes de interés.

Durante el desarrollo de esta tesis se emplearon dos técnicas de Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) distintas. Las caracteristicas particulares de cada técnica

se desarrollaran en los capitulos correspondientes (Capitulo 3 y Capitulo 4).

2.4. Metodologia para andlisis bioquimicos

2.4.1. Determinacion de actividad de Lipoxigenasas

Las determinaciones de la actividad especifica de cada fraccion de LOX (LOX 1,

LOX 2 Y LOX 3) fueron realizadas segun lo propuesto por Mandal y Dahuja (2013). Las
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muestras fueron molidas con nitrégeno liquido y fraccionadas de a 100 mg en tubos
eppendorfs de 2 mL. Las extracciones fueron realizadas agregando a cada tubo 1,5 mL de
buffer Bérico 0,2 M, pH 9 (LOX 1), buffer Fosfato sédico pH 6.8 (LOX 2) o buffer
Fosfato sodico pH 7.1 (LOX 3) segln correspondiera. Luego de ser agitadas con vortex
durante 15 segundos, se centrifugaron a 10.000 g y 4°C por 20 minutos. El sobrenadante
fue separado en un tubo limpio y reservado para la posterior determinacién. 20 uL de
sobrenadante fue colocado en un tubo tipo KHAN junto a 970 pL de buffer de extraccion
y 10 pL de acido linoléico. Las muestras fueron incubadas a 30 °C durante 10 minutos
para permitir la reaccion. Luego fueron colocadas en hielo hasta realizar la medicion para
detener la actividad enzimatica. 700 uL del incubado fueron colocados en una cubeta de
cuarzo y se realizaron las lecturas de absorbancia de acuerdo a la enzima a determinar:
234 nm, 238 nm y 280 nm (LOX1, LOX2 y LOX3, respectivamente). Las
determinaciones se realizaron en el espectrofotometro Agilent UV 8453. Luego, se midio
la concentracion de proteina utilizando el método Bradford (Protein Assay Dye Reagent
Concentrate®, BioRad)) usando albimina bovina como standard para la curva de

calibracion.

2.4.2. Determinacion de Actividad de Inhibidores de tripsin

proteasas (TPI)

Las muestras destinadas a las determinaciones de ambos tipos de inhibidores de
proteasas fueron molidas con nitrdgeno liquido hasta lograr un polvo homogéneo y se
acondicionaron en tubos eppendorf de 2 mL, colocando 100 mg/tubo. El buffer de
extraccion se realizo agregandole a un litro de buffer Tris-Cl 0,1 M, pH 7.6: 50g polivinil

polipirrolidona (PVPP), 2g Feniltiourea, 5g dietilditiolcarbamato; 18,6 g Na;EDTA. Para



33

realizar la extraccion se agregaron 400 pL de buffer de extraccién a cada tubo y se
mezclaron por vortex durante 30 seg. Los homogenatos fueron centrifugados 2 veces a
120009 durante 20 minutos. Luego de este tiempo, se recupero el sobrenadante (extracto
de inhibidores) y se transfirié a un tubo limpio para su posterior utilizacion. La reaccion
enzimética se realiz0 utilizando tripsina bovina (Sigma) y el sustrato cromogénico
BapNA (N-benzoyl-L-arginine, p-nitroanilide, hydrochloride, Invitrogen). 10 pL de
tripsina bovina 3,3 puM fueron incubados con 10 pL de extracto de TPl y 140 pL de
buffer de corrida (Tris-Cl 0,1 M; pH 7.8; Cl.Ca 20mM). Para permitir la union del
inhibidor con la enzima, las muestras se incubaron a 37 °C durante 10 min. Por Gltimo, se
afiadieron 40 uL de sustrato BapNA vy se registro la absorbancia de la reaccion cada 30
seg utilizando un lector de microplacas configurado en A 410nm. EI valor de inhibicion
de la actividad de tripsina se relativiz6 a la concentracion de proteina soluble del extracto,
la cual fue medida usando Protein Assay Dye Reagent Concentrate®, BioRad y albumina

bovina como standard.

2.4.3. Determinacion de Actividad de Inhibidores de Cistein

proteasas (CPI)

Para extraer los CPI, 100 mg de muestras molidas con nitrogeno liquido fueron
mezcladas en mortero con 400 pL de buffer de extraccion (NaPOs 50 nM, NaCl 150 mM,
EDTA 2 nM; pH 7.2). Los homogenatos se centrifugaron a 12.000g durante 20 minutos a
4 °C. La actividad de los CPI fue medida contra papaina comercial (Biopack) y utilizando
sustrato p-Glu-Phe-Leu-pNA como sustrato cromogeénico (Invitrogen). La reaccion
enzimatica se llevo a cabo en un lector de microplacas, mezclando 30 pL de papaina 28

pg/ml con 10uL de extractos de CP1'y 150 pL de buffer de corrida (NasPO4 0,1 M, KCI
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0,3 M, EDTA 0,1 mM; pH 6.5). Para permitir la union del inhibidor con la enzima, las
muestras fueron incubadas a 37 °C por 10 min con agitacion suave y constante. Luego de
ese periodo, se agregaron 20 UL de sustrato y se midié la absorbancia cada 30 seg durante
un periodo de 30 min. El lector de microplacas fue fijado a A 405 nm. EIl valor de
inhibicion de la actividad de papaina se relativizéd a la concentracion de proteina del
extracto, la cual fue medida usando el kit Protein Assay Dye Reagent Concentrate®,

BioRad y albdmina bovina como standard
2.5. Medicion de Etileno

Para medir la emision de etileno se encerré herméticamente el material vegetal
tratado en frascos de 110 ml. La cuantificacion de etileno en la atmosfera de los envases
herméticos se realizé por cromatografia gaseosa (CG) en un Cromatografo Hewlett
Packard 4890, equipado con una columna Porapak N 80/100, de 2 m de largo (Figura 2-6,
a). Las condiciones de la corrida fueron las siguientes: temperatura del Inyector 110 °C/
temperatura del horno: 90 °C/temperatura Detector de llama por ionizacion (FID): 250
°C/Gas Carrier: Nitrdgeno/VVolumen de Inyeccién: 1 ml tomado de la atmosfera interna
del envase (Figura 2-6, b). Previamente se realizO una curva de calibracion con
concentraciones crecientes de etileno patrén (15,5 ppm). Los valores de concentracion de
etileno se relativizaron al peso de las hojas o vainas (se pesaron luego de medir el

etileno).
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Figura 2-6: a) Cromatdgrafo Hewlett Packard 4890 en el cual se realizaron las determinaciones de
etileno y b) Frascos herméticos de 110 ml con las muestras tratadas.
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3. “Rol de las lipoxigenasas en respuesta a la herbivoria”

3.1. Funcidon de las lipoxigenasas como reguladoras de la sintesis

del &cido jasmdnico y compuestos volatiles

La sintesis del JA comienza con la oxigenacion del acido a-linolénico libre, que
se convierte en acido 13- HPOT en una reaccion catalizada por una 13-lipoxigenasa (13-
LOX). El 13-HPOT sirve como sustrato para varias enzimas como divinil-eter sintasa
(DES), peroxigenasa, hidroperoxido liasa (HPL), hidroperoxido reductasa (HPR)
(Schaller etal., 2001), aleno éxido sintasa (AOS) (Vick y Zimmerman, 1980), alcohol
epoxi-sintasa y la propia lipoxigenasa (Howe y Schilmiller 2002). La AOS convierte 13-
HPOT en un epoxido inestable que es ciclado por la aleno éxido ciclasa (AOC) dando
origen a un compuesto ciclico y biolégicamente activo llamado acido 12-o0x0-10,15(Z)-
fitodienoico (OPDA). La reduccion del doble enlace 10-11 por una OPDA-reductasa
dependiente de NADPH produce acido-3-oxo-2(2W(Z)-pentenil) octanoico (OPC-8:0)
que luego de 3 ciclos de B-Oxidacion da como producto final de la via al JA (Howe y
Schilmiller, 2002; Viswanath et al., 2020).

Por otro lado, la via 9-LOX ha sido vinculada mayormente con respuestas frente
al ataque de patogenos (Vellosillo etal., 2007; Marcos et al., 2015). Por ejemplo, la
expresion antisentido de un gen 9-LOX en el tabaco aument6 la susceptibilidad de la
planta a patogenos fungicos (Rancé, Fournier y Esquerré-Tugayé, 1998). Los productos
oxidados de la via 9-LOX (9-HPOT) también han sido vinculados a la respuesta
hipersensible frente a hongos (Rustérucci et al., 1999). Weber et al. (1999) demostraron
que las oxilipinas de éter divinilo derivadas de 9-LOX se acumulan en las hojas de papa
gue estan infectadas con Phytophthora infestans y que estos compuestos inhiben el
crecimiento y desarrollo de hongos. A su vez, la via 9-LOX genera precursores de

compuestos volatiles (GLVs, del inglés green leaf volatiles) que pueden atraer a
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enemigos naturales o bien, actuar como sefial de alarma para los tejidos o las plantas

vecinas (Howe y Schilmiller, 2002; Arimura et al., 2009)
3.2. Funcién como defensa antiherbivoro

Ademéas de regular la produccién de JA y, por consiguiente, la sintesis de
compuestos de defensa, las lipoxigenasas funcionan como compuestos de defensa per se.
Las LOX son capaces de oxidar a los &cidos grasos disponibles en el tracto digestivo de
los insectos, impidiendo su asimilacion. Por otro lado, estos hidroperdxidos generados
son nutricionalmente inertes y altamente inestables y sus derivados pueden formar
complejos con algunas proteinas, disminuyendo asi también la disponibilidad de
aminoacidos libres (Gardner, 1979; Uchida y Stadtman, 1992; Felton, 2005) y
contribuyendo a una deficiencia nutricional. Dietas enriquecidas con LOX provocaron
una reduccion entre 24-63 % en el crecimiento de larvas de Helicoverpa zea. Ademas, el
dafio ocasionado por las larvas sobre hojas de soja provoco un aumento significativo de la
actividad de LOX y esto se correlaciond con un aumento en el dafio oxidativo del epitelio
del tracto digestivo de las larvas (Felton et al. 1994). En otro estudio de dietas artificiales,
la presencia de LOX provenientes de soja provocaron un 80 % de mortalidad en
Nilaparvata lugens, un hemiptero que conforma una de las plagas méas importante de
arroz (Powell et al., 1995).

Otra de las reacciones catalizadas por las LOX involucra a la oxidacion de los
carotenoides y vitaminas liposolubles. A pH neutro se observd que la actividad de LOX
oxidan al a-tocoferol y carotenoides (Gordon y Barimalaa, 1989). En hojas de soja
dafadas por herbivoria, la pérdida total de carotenoides se correlaciond con un aumento
de la actividad de LOX y exacerb0 la actividad de enzimas redox (peroxidasas y polifenol

oxidasas) (Bi y Felton 1995).
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3.3. Objetivos e hipotesis

El objetivo principal de este capitulo fue conocer como es la respuesta de las
lipoxigenasas de plantas de soja frente al dafio de chinche verde. Por otro lado, estudiar la
relacion de esta respuesta con la produccion de defensas directas inducidas, mas
especificamente, de inhibidores de cistein proteasas. Por altimo, establecer el vinculo que
existe entre la induccion hormonal exdgena, la produccion de lipoxigenasas y el efecto
sobre la produccion de las defensas. Las hip6tesis asociadas a estos objetivos son que el
dafio de Nezara viridula provoca un aumento en la sintesis de lipoxigenasas y al menos
una de las tres enzimas LOX participa en la regulacién de defensas. El dafio ocasionado
por N. viridula provoca un aumento de los inhibidores de proteasas, especificamente de
los del tipo inhibidores de cistein proteasas. Por Ultimo, la aplicacion exdgena de acido
jasmoénico y 4acido salicilico, modulan la concentracion de lipoxigenasas y de los

inhibidores de proteasas, induciéndolos y suprimiéndolos, respectivamente.

3.4. Metodologia

3.4.1. Material botanico y condiciones de cultivo

Para alcanzar los objetivos planteados en este capitulo se llevd a cabo un
experimento en la campafa 2011/2012 en el Campo Experimental de la Facultad de

Agronomia, UBA (34°35°S, 58°29°0).

3.4.2. Experimento 1

El disefio respondio a un DCA el cual estuvo conformado por 4 parcelas dentro de
las cuales se asignaron aleatoriamente los distintos tratamientos (Figura 3-1). Cada
parcela estuvo conformada por 18 hileras de 2,5 m de longitud, distanciadas a 0,35 m

Entre parcelas se dejaron pasillos de 0,5 m para facilitar el transito. Se aplicaron riegos
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suplementarios cuando fue necesario y se mantuvo el cultivo desmalezando las hierbas
manualmente. Solo se aplicaron insecticidas al inicio del cultivo. El cultivo se mantuvo
protegido con tela mediasombra hasta que las plantulas emergieron y desplegaron las
primeras hojas verdaderas (Figura 3-1, d). Luego de quitar la proteccion se ralearon
algunas plantas dejando aproximadamente 16 plantas por hilera (288 plantas/parcela).
Dentro de cada parcela se seleccionaron 90 plantas (este nimero surge de
combinar el nimero de tratamientos (5), los tiempos de cosecha (3) y el destino de uso de
las mismas (6). Se selecciond un racimo de la parte central del tallo principal y a una
vaina de dicho racimo se le colocd una bolsa de tul, de manera de aislarlo del resto e
identificarlo. Se aplicaron los tratamientos descriptos en la pag. 26, seccion 2.2 (Figura
3-1, b). Las vainas fueron cosechadas luego de 8, 24 y 72 hs de realizados los
tratamientos y reservadas en freezer a -80 °C hasta su andlisis en el laboratorio (expresion

transcripcional, actividad de lipoxigenasas, actividad de inhibidores de proteasas).
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Figura 3-1: Experimento 1. Esquema de la ubicacion de las parcelas (a) y ejemplo de aleatorizacion
de los tratamientos dentro de cada una (b). Imagenes del cultivo establecido (c), proteccion
antipalomas (d) y tratamiento de herbivoria detallado (e).

3.4.3. PCR semicuantitativa (Reaccion en Cadena de la

Polimerasa)

La técnica de RT-PCR semicuantitativa se utilizd para la medicién de los
transcriptos de ARNm de los genes de interés y la deteccidon de cambios en sus niveles de
transcripcion bajo los diferentes tratamientos, utilizando siempre como referencia un gen
constitutivo. Los cebadores (primers) especificos fueron disefiados a partir de secuencias
conocidas disponibles en el GenBank, utilizando el programa Oligo Perfect™ Designer
(Invitrogen). Las secuencias de los primers utilizados se pueden encontrar en el Cuadro

3-1.
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Cuadro 3-1: Primers disefiados para los analisis de transcripcion semicuantitativa.

Nombre Identificacion  Sentido Secuencia 53’
. . LOX1-1 Forward TACCAAGGCTGATGCACAT
Lipoxigenasa 1
LOX1-2 Reverse CGACGTGAGGTTGTGGA
. LOX2-1 Forward  CAACACTTGATAACCTCACT
Lipoxigenasa 2
LOX2-2 Reverse TATGCAAGAAAATCCGAGGA
. LOX3-1 Forward  TTTCCTTGTGAGTTTGACT
Lipoxigenasa 3
LOX3-2 Reverse GATAAACATCATTGCTCCTG
1-aminociclopropano-1- ACC-1 Forward TGAGGTGGAGAACAGGAATT
carboxilico sintasa ACC-2 Reverse TTTGAACAGCCATATCATCC
, . e PR1-1 Forward  GATGCTGACCTTGTTGTCGAG
Proteina sensible al salicilico
PR1-2 Reverse CCAGCAAACTCAGATGTTGTC
Inhibidores de tripsina PIBBCII-1 Forward  CGCATGGAACTGAACCTCTT
Bowman-Birk PIBBCII-2 Reverse TGTAGCAGAAGTCGGTGGTG
Inhibidores de tripsina PIKZ-1 Forward CGATTCTCCCAACATTGCTT
Kunitz PIKZ-2 Reverse TATGAGGTGGTGAAGGCACA
Inhibidores de cistein N2-1 Forward  AGAGAAAGTGCAAGAATTAG
proteasas 1 N2-2 Reverse GAGTTCAACCATTCCCTC
Inhibidores de cistein R1-1 Forward  TGGCTTTACCGACATCACC
proteasas 2 R1-2 Reverse GTCACCGAAAGAGGATTAACTG
Inhibidores de cistein L1-1 Forward TGGGAATCGTGATGTGACA
proteasas 3 L1-2 Reverse ACCAGGCTGTCTCATTCTT
By ELFB1-1 Forward  GTTGAAAAGCCAGGGGACA
Factor de elongacién
ELFB1-2 Reverse ATCTTACCCCTTGAGCGTG

Para realizar las PCRs se utilizaron distintos programas en el termociclador

Veriti™ 96-Well (Apply Biosystems), donde se repitio la desnaturalizacion inicial de 2

min a 95° como asi también la extension final de 10 min a 72 °C. Para cada par de

primers se puso a punto los programas de amplificacion con el fin de obtener el nimero

de ciclos, el tiempo y la temperatura apropiados de todos los pasos del proceso (Cuadro

3-2). En la reaccion de PCR se utilizé la enzima Taq polimerasa (GoTag® DNA

polymerase, Promega), con los primers apropiados, y los desoxirribonucledticos

trifosforilados (ANTP’s), sustrato de la polimerizacion en la nueva cadena sintetizada.
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Cuadro 3-2: Variaciones del programa de amplificacion de fragmentos de ADN mediante PCR para
los genes: LOX1, LOX2, LOX3, ACC, PR1, PIBBCII, PIKz, N2, L1, R1y ELFB1.

Nombre del gen Desnaturalizacion Hibridacién Elongacién cNicI?)i
LOX 1 30sega94°C 45sega 55°C 1mina72°C 20
LOX 2 30sega94°C 45sega 55°C 1mina72°C 25
LOX 3 30sega94°C 45sega 55°C 1mina72°C 20
ACC 30sega94°C 1 mina 55°C 1 min, 30seg a72°C 35
PR1 30sega94°C 45sega 55°C 1mina72°C 30
PIBBCII 30sega94°C 45sega 55°C 1mina72°C 20
PIKz 30sega94°C 45sega 55°C 1mina72°C 30
N2 30sega94°C 45sega 55°C 1mina72°C 30
R1 30sega94°C 45sega 55°C 1mina72°C 25
L1 30sega94°C 45sega 55°C 1mina72°C 30
ELFB1 30sega94°C 45sega 55°C 1mina72°C 25

3.4.4. Revelado y cuantificacion de expresién transcripcional

La deteccién de los productos de PCR se realiz6 por electroforesis en gel de
agarosa 1,5 % en presencia de PAGE Gel Red™ (Biotium), colorante que permite
visualizar el ADN en presencia de luz UV. El revelado se realiz6 en un Transiluminador
UV 2000 (Bio-Rad) donde se pudieron visualizar las bandas correspondientes a cada gen.
La cuantificacion de la expresion se realizé con el software Fluorchem (Alpha Ease ® FC
Soffware, Alpha Innotech Corporation) a partir de las imagenes tomadas en el
transiluminador. Los resultados de expresion de los genes se relativizaron a la expresion

del gen constitutivo (ELFB1).

3.45. Actividad de a-amilasa

Para determinar el poder inhibitorio de los Inhibidores de tripsina (TPI) del tipo
Kunitz sobre las a-amilasas, se llevd a cabo la medicion de este tipo de enzimas en
contacto con el extracto de TPI (Ver seccién 2.4.2, pag. 32), La actividad de a-amilasa se
determiné mediante el uso del kit Ceralpha® (Megazyme), utilizando como sustrato al p-

nitrofenil maltoheptadsido. 5 puL de a-amilasa (7,4 U/ pL) fueron incubados con 5 pL de
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extractos de TPIy 10 pL p-nitrofenil maltoheptadsido durante 5 min a 37 °C. La reaccion
fue detenida agregando 150 pL de buffer fosfato trisédico 20 %, pH 11. Se midié la
absorbancia a 405 nm y se determiné la cantidad de unidades enziméticas con una curva
de calibracién realizada con malta como control. Luego, se determind la concentracién de
proteina soluble de cada muestra mediante el método Bradford, utilizando albimina

bovina como estandar.

3.4.6. Andlisis estadisticos

Para poder realizar los anélisis de la varianza (ANOVA), primero se analizé si
cada variable cumplia con los supuestos del modelo de homogeneidad de varianza y
normalidad, utilizando la prueba de Levene y la prueba de Shapiro-Wilk, respectivamente
(INFOSTAT). Cuando estos supuestos no fueron satisfechos, los datos fueron
transformados por la inversa (para los resultados de PCR). Luego, los datos en ambos
casos se analizaron mediante un ANOVA seguido del test de comparaciones multiples
Dunnet, que compara las medias de cada tratamiento con el control (semillas sin dafiar)

utilizando el programa PRISM 6.

3.5. Resultados

3.5.1. Respuesta de las lipoxigenasas al dafio y la herbivoria

Para alcanzar los objetivos de este capitulo y determinar el efecto de la herbivoria
y los tratamientos exdgenos con hormonas sobre la via de las lipoxigenasas se analizaron
los niveles de expresion transcripcional y actividad de las lipoxigenasas de semillas en
ambos tipos de escenarios.

En el andlisis de expresion transcripcional de las lipoxigenasas se encontré que

dos de las tres enzimas aumentaron significativamente luego del dafio mecénico y la
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herbivoria. Los genes LOX1 y LOX2 fueron fuertemente inducidos por la herbivoria
desde las 8 y 24 hs, respectivamente (p<0,0007 y p=0,0035, Figura 3-2, a y b), mientras
que el dafio mecanico provoco un salto desde las 8 hs (p=0,0136) hacia las 24 y 72 hs,
donde la expresion fue mucho mayor (p<0,0001, Figura 3-2, a 'y b). Por otro lado, ni el
dafio mecanico ni la herbivoria tuvieron efecto sobre el nivel de transcriptos de LOX3
(Figura 3-2, c).

A continuacion del analisis transcripcional se determind la actividad especifica de
cada enzima LOX. Mientras que el dafio de chinche verde indujo un aumento
significativo en la actividad de LOX1 solo luego de 24 hs (p= 0,0005, Figura 3-2, d),
LOX2 no se vio afectada por la herbivoria (Figura 3-2, €). De manera opuesta a los
niveles de transcriptos, el dafio de chinche provocd una induccion muy fuerte de la
actividad de LOXS3, alcanzando el pico méximo a las 24 hs (p= 0,0007, Figura 3-2, f). El

dafio mecénico no se tradujo en una mayor actividad de estas enzimas.
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Figura 3-2: Expresion transcripcional relativa (n=5) de LOX1 (a), LOX2 (b) y LOX3 (c) y Actividad
especifica (n=3) de LOX1 (d), LOX2 (e) y LOX3 (f) luego de 8, 24 y 72 hs de aplicados los
tratamientos de dafio mecanico (DM) y herbivoria con Nezara viridula (N.v.). Las barras representan
la media y el error experimental. Se realizé un ANOVA seguido del Test de comparaciones multiples
Dunnet. En la parte superior derecha cada panel se indica el valor p del modelo del ANOVA. Los
asteriscos muestran diferencias significativas entre el control (C) y los efectos asociados a los
tratamientos de dafio (valor de p <0,05 = *; valor de p <0,01 = **; valor de p <0,001 = ***; valor de p
< 0,0001 =****),
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3.5.2. Induccion de las lipoxigenasas por exposicion a

hormonas

Ademaés de los tratamientos de dafio, se realizaron tratamientos de exposicion a
hormonas que regulan la respuesta defensiva frente a insectos: JA 'y SA. La aplicacion de
0,1 mM de MeJA sobre las vainas provoco un gran aumento de la expresion de LOX1 y
LOX2 en todos los tiempos de deteccién: 8, 24 y 72 hs (p= 0,0035, p= 0,0004 y p <
0,0001, respectivamente, Figura 3-3, a'y b), asi como también en los niveles de LOX3 a
las 24 y 72 hs (p=0,0331 y p=0,0459, respectivamente, Figura 3-3, c). Por otro lado, la
exposicion a SA provoco un aumento en la expresion de LOX1 y LOX2 en todos los
tiempos, pero el pico mas alto se observé a las 24 hs (p=0,0004, Figura 3-3, ay b). No
sucedio lo mismo respecto a la respuesta en la expresion de LOX3, quien no se vio
afectada por la exposicion a esta hormona (Figura 3-3, c).

Al igual que con los tratamientos de dafio, también se determind el efecto de la
pulverizacion con hormonas sobre la actividad de las LOX. Sélo el tratamiento con MeJA
provocd un aumento en la actividad de las tres enzimas, diferenciandose entre respuesta
mas temprana de LOX1y LOX 2 (8 hs, p= 0,0036 y p= 0,0313, respectivamente, Figura
3-3, d y e) y una respuesta mas tardia de LOX 3 (24 hs, p= 0,0025, Figura 3-3, f). El
tratamiento con SA no gener6 diferencias entre los niveles enzimaticos de ninguna de las
isoenzimas. En el Cuadro 3-3 se detallan los valores de la media, error estandar, valor p y

nivel de significancia para cada tratamiento.
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Figura 3-3: Expresion transcripcional relativa (n=5) de LOX1 (a), LOX2 (b) y LOX3 (c) y Actividad
especifica (n=3) de LOX1 (d), LOX2 (e) y LOX3 (f) luego de 8, 24 y 72 hs de aplicados los
tratamientos hormonales: 0,1mM de jasmonato de metilo (MeJA) y 1,5 mM de &cido salicilico (SA).
Las barras representan la media y el error experimental. Se realiz6 un ANOVA seguido del Test de
comparaciones multiples Dunnet. Los asteriscos muestran diferencias significativas entre el control
(C) vy los efectos asociados a los tratamientos de dafio (valor de p <0,05 = *; valor de p <0,01 = **;
valor de p <0,001 =***; valor de p < 0,0001 =***%*),
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Cuadro 3-3: Resumen del analisis estadistico ANOVA seguido del Test de comparacion multiple
Dunnet (comparando cada tratamiento con el control): *, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p <0,001; **** p
< 0,0001, ns= no significativo. Para cada variable se detalla la media, Error Estandar (EE), los
valores p y nivel de significancia. “Valor p*” implica que los datos fueron transformados para
cumplir con los supuestos de homogeneidad de varianza y normalidad.

ANOVA, Dunnet Control 8hs 24 hs 72hs
(a=0,05) DM SA JaMe CH DM SA JaMe CH DM SA JaMe CH
Media | 0,6689 | 0,9950 | 1,129 | 1,050 | 0,9436 | 1,767 1,031 | 1,119 | 1,333 | 1,298 | 1,210 | 1,474 | 1,067

Expresion EE 0,01715(0,03802| 0,1002 | 0,02550| 0,04528 | 0,1762 | 0,04686 |0,08300| 0,1100 | 0,1519 | 0,1001 | 0,1255 | 0,06336

LOX 1 Sig. _ * * o ok [— [ ok *x [r— ok [ -

valor p* - 0,0136 | 0,0456 | 0,0035 [ 0,0007 [< 0,0001(< 0,0001| 0,0004 | 0,0034 < 0,0001| 0,0014 |< 0,0001|< 0,0001

Media | 0,6689 | 0,995 | 0,9436 | 1,05 1,129 1,767 | 1,333 | 1,119 | 1,031 | 1,298 | 1,067 | 1,474 1,21

Expresion EE 0,01715 | 0,03802 | 0,04528 | 0,0255 | 0,1002 | 0,1762 | 0,11 0,083 |0,04686| 0,1519 [0,06336| 0,1255 | 0,1001
LOX2 Slg - ns ns *k *k *k Fkkk Kk * *k ns Fkkk Fokk
valor p* - 0,1953 | 0,0561 | 0,0016 [ 0,0035 | 0,001 [< 0,0001| 0,0004 | 0,0102 | 0,0019 | 0,1296 [< 0,0001| 0,0007

Media 1,016 | 0,9895 | 1,121 1,16 1,022 1,282 1,176 1,542 1,195 1,021 1,004 1,469 | 0,9527

Expresion EE 0,01774] 0,02953 | 0,09182 | 0,03464 | 0,02753 | 0,1632 | 0,07176 | 0,2374 | 0,104 | 0,02165( 0,1178 | 0,1208 | 0,1053
LOX3 Sig. - ns ns ns ns ns ns * ns ns ns * ns
valorp* - 0,9997 | 0,9957 | 0,9411 > 0,9999| 0,55 | 0,8859 [ 0,0331 | 0,8676 > 0,9999| 0,9996 | 0,0459 | 0,9915

L. Media | 0,0331 | 0,03923| 0,03661| 0,0461 | 0,04247 | 0,03506 | 0,03439 | 0,0373 | 0,04844 | 0,03998 | 0,04145 | 0,03384 | 0,03774

e:(;tilr‘rl:;t?:a EE 0,00299 [ 0,00135 | 0,00407 | 0,00199 | 0,00072 | 0,00163 | 0,00174 | 0,0022 | 0,00236 | 0,00069 | 0,00366 | 0,00279 | 0,00161
Sig. - ns ns ** ns ns ns ns HRx ns ns ns ns

tox1 valor p - 0,4131 | 0,925 | 0,0036 | 0,0621 | 0,9991 | 0,9994 | 0,8273 | 0,0005 | 0,2862 | 0,122 | 0,9997 | 0,7299
L. Media |0,02328| 0,0243 | 0,02783| 0,03207 [ 0,0294 | 0,02658 | 0,02811 | 0,0315 | 0,03074 | 0,02643 | 0,02899 | 0,02759 | 0,0242

e:(;tilr‘::t?:a EE 0,00124 [ 0,00075 | 0,00342 | 0,00023 | 0,00235 | 0,00107 | 0,00334 | 0,0022 | 0,00153 | 0,00131 | 0,00158 | 0,00223 | 0,00205
LOX 2 Sig. - ns ns * ns ns ns ns ns ns ns ns ns
valor p - 0,9995 | 0,5766 | 0,0313 [ 0,2425 | 0,8754 | 0,5061 | 0,0508 | 0,0936 | 0,9019 [ 0,3138 | 0,6367 | 0,9996

Actividad Media | 0,032 |0,03475|0,03433|0,03633| 0,0474 | 0,04 [ 0,04268 | 0,0497 | 0,05168 | 0,04133 | 0,04233 | 0,03533 | 0,04968

enzimética EE 0,00265 | 0,00409 | 0,00047 | 0,00165 | 4,1E-05 | 0,00178 | 0,0017 | 0,0049 | 0,00368 | 0,00165 | 0,00317 | 0,00189 | 0,00614
LOX3 Sig. - ns ns ns * ns ns ** ok ns ns ns ki
valorp - 0,999 [ 0,9992 | 0,9493 | 0,0106 | 0,4226 | 0,1412 | 0,0025 | 0,0007 | 0,2557 | 0,1658 | 0,9908 | 0,0025

3.5.3. Induccién de genes vinculados a las vias de etileno y
acido salicilico

Se determiné el efecto del dafio y de hormonas exdgenas sobre los niveles de
transcriptos de genes que estan involucrados en las vias de transduccion de sefiales del
etileno y del é&cido salicilico: 1-aminociclopropano-1-carboxilico sintasa (ACC) y
proteina sensible al salicilico (PR1), respectivamente. Se encontrd que la expresion de
ACC aumenté significativamente luego de 24 y 72 hs de aplicados todos los tratamientos
(p< 0,001, Figura 3-4, a'y c). Por otro lado, el dafio por chinche provocé un aumento muy
importante en la expresion de PR1 24 hs después de la herbivoria (p<0,0001, Figura 3-4,
b) mientras que dicha diferencia respecto al control desaparecié a las 72 hs. Un efecto
similar se observé con el dafio mecanico, donde la induccion de PR1 aumentd luego de

24 hs (p<0,013, Figura 3-4, b). Respecto a los tratamientos hormonales, solo se encontro
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induccidn en la expresion de PR1 luego de 72 hs de aplicar 0,1mM de MeJA (p<0,0007,

Figura 3-4, d). En el Cuadro 3-4 se detallan los valores de la media, error estandar (n=5),

valor p y nivel de significancia para cada tratamiento.
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Figura 3-4: Expresion transcripcional relativa de ACC (ay c) y PR1 (b y d) luego de 24 y 72 hs de
aplicados los tratamientos de dafio: dafio mecanico (DM), herbivoria (N.v.) y hormonales: 0,1mM de
jasmonato de metilo (MeJA) y 1,5 mM de &cido salicilico (SA). Las barras de error representan el
error experimental (n=5). Se realiz6 un ANOVA seguido del Test de comparaciones multiples
Dunnet. Los asteriscos muestran diferencias significativas entre el control (C) y los efectos asociados
a los tratamientos (valor de p <0,05 = *; valor de p <0,01 = **; valor de p <0,001 = ***; valor de p <
0,0001 =****), |_os datos fueron transformados para cumplir con los supuestos de homogeneidad de

varianza y normalidad.
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Cuadro 3-4: Resumen del analisis estadistico ANOVA seguido del Test de comparacion multiple
Dunnet (comparando cada tratamiento con el control): *, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p <0,.001; ****
p < 0,0001, ns= no significativo. Para cada variable se detalla la media, Error Estandar (EE), los
valores p y nivel de significancia. “Valor p*” implica que los datos fueron transformados para
cumplir con los supuestos de homogeneidad de varianza y normalidad.

ANOVA, Dunnet 24 hs 72 hs
Control

(a=0,05) DM SA JaMe CH DM SA JaMe CH

Media | 0,5554 1,15 1,09 1,342 1,141 1,406 1,128 1,431 1,027

Expresidn EE 0,03599( 0,07158 | 0,09688 | 0,1376 | 0,08245 | 0,1665 | 0,08532 | 0,1388 | 0,08477

ACC Si g' - *kkk *%% *kkk *kkk *kkk *%% *%kk%k *%k%k

valor p* - < 0,0001| 0,0001 [< 0,0001|< 0,0001(< 0,0001| 0,0001 |< 0,0001 0,0008

Media | 0,8625 | 1,463 1,14 0,957 | 2,839 1,067 1,136 | 1,491 | 0,8088

Expresion EE 0,04936 | 0,04539| 0,07142| 0,0385 | 0,1528 | 0,03813  0,1854 | 0,0464 | 0,109
PR1 Sig. - * ns ns i ns ns ok ns

valorp* - 0,0013 | 0,2883 | 0,9872 (< 0,0001| 0,6091 | 0,3019 | 0,0007 [ 0,9994

3.5.4. Defensas antiherbivoro: Induccién de inhibidores de

proteasas

3.5.5. Inhibidores de tripsin proteasas (TPI)

La expresion de los TPI de tipo kunitz (Pl Kz) y Bowman-Birk (Pl BBCII) fueron
modulados tanto por efecto de la herbivoria como del dafio mecanico. El dafio por
chinche (una sola picadura, durante 30 min) provoc6 un aumento en la expresion del gen
Pl Kz a las 8 hs que se mantuvo hasta las 72 hs. A su vez, en la expresion de Pl BBCII
so6lo evidencio diferencias respecto al control luego de 24 hs 'y 72 hs (Figura 3-5, a 'y b).
Por otro lado, también se determind la actividad de los inhibidores de tripsina. Al igual
que los niveles de transcriptos de Pl Kz y PI BBCII, la actividad de los inhibidores
aumento luego de la herbivoria y del dafio mecénico después de 8 hs (p = 0,0478 y p =
0,0049, respectivamente, Figura 3-5, ¢). Dicho efecto se disip0 tras 24 hs de aplicados los
tratamientos, mientras que solo el tratamiento de herbivoria provocé el aumento en la
actividad hasta las 72 hs, (p < 0,0001, Figura 3-5, c).

Por otro lado, se determind el efecto de la aplicacion exdgena de hormonas a

vainas en estado R6. La exposicion a jasmonico (MeJA) provocd un aumento en la
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expresion de ambos genes, Pl Kz y PI1 BBCII, en todos los tiempos de recoleccién de
muestras, asi como también un aumento en la actividad de los inhibidores de tripsin
proteasas (TPI). En la Figura 3-5, f se puede visualizar que en tiempos tempranos la
induccién fue mucho mas alta (p=0,0001) que en tiempos intermedios (24 hs, p=0,0041)
y desaparecid en tiempos tardios (72 hs). Respecto a la exposicion al SA, se encontrd una
respuesta diferencial entre ambos genes. Mientras que la expresion de Pl Kz aumento
luego de 8 y 24 hs, Pl BBCII no se vio afectado por este tratamiento (Figura 3-5,d y e,
respectivamente). La actividad de TPI so6lo se diferencio del control cuando las muestras
fueron colectadas a las 8 hs (p=0,0017). En el Cuadro 3-5 se detallan los valores de la

media, error estandar (n=5), valor p y nivel de significancia para cada tratamiento.
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Figura 3-5: Expresion transcripcional relativa (n=5) de Pl Kz (ay d) y PI BBCII (b y e) y Actividad
de inhibidores de tripsina (c y f) luego de 8, 24 y 72 hs de aplicados los tratamientos de dafio: dafio
mecénico (DM), herbivoria (N.v.) y los tratamientos hormonales: 0,mM de jasmonato de metilo
(MeJA) y 1,5 mM de acido salicilico (SA). Las barras representan la media y el error experimental.
Se realizd un ANOVA seguido del Test de comparaciones multiples Dunnet. Los asteriscos muestran
diferencias significativas entre el control (C) y los efectos asociados a los tratamientos de dafio (valor
de p <0,05 = *; valor de p <0,01 = **; valor de p <0,001 = ***; valor de p < 0,0001 =***%*),
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Cuadro 3-5: Resumen del analisis estadistico ANOVA seguido del Test de comparacion multiple
Dunnet (comparando cada tratamiento con el control): *, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p <0,001; ****
p < 0,0001, ns= no significativo. Para cada variable se detalla la media, Error Estandar (EE), los
valores p y nivel de significancia.

ANOVA, Dunnet Control 8hs 24 hs 72hs
(a=0,05) DM SA JaMe CH DM SA JaMe CH DM SA JaMe CH
Media | 0,6178 | 0,8896 | 1,022 1,139 1,576 1,018 1,045 1,251 1,077 1,151 | 0,7771 1,299 1,385
Expresion EE 0,04875| 0,1106 | 0,09358| 0,04833( 0,1577 | 0,05683 | 0,1176 | 0,1185 | 0,03483 0,09579 | 0,03058| 0,0705 | 0,1047
PI Kz S'g. - ns * *k Khkk * * Kkkk *k *kk ns *hkk Khkk
valor p - 0,2265 | 0,0191 | 0,0012 [<0,0001( 0,021 | 0,0115 |< 0,0001] 0,0055 [ 0,0009 | 0,8078 |< 0,0001|< 0,0001
Media | 0,7878 1,144 | 0,7461 | 1,198 1,017 1,494 1,054 1,157 1,136 1,47 0,7339 1,511 1,204
Expresion EE 0,02738| 0,08378 | 0,03805 | 0,04679| 0,04318 | 0,1009 | 0,1045 | 0,0765 | 0,0318 | 0,1041 |0,05874( 0,118 | 0,07209
PI BBCII Sig. - * ns i ns ek ns * * i ns il ks
0,0151 | 0,9994 | 0,0035 | 0,2459 (< 0,0001( 0,1224 | 0,0108 | 0,0187 [< 0,0001| 0,9993 |< 0,0001| 0,003

valor p -
Media | 23,59 | 35,25 | 36,35 | 38,74 | 32,64 | 30,46 | 20,53 | 3544 [ 25,72 | 23,27 | 22,55 | 23,63 | 40,51
Actividad EE 2,789 [ 1,595 | 1,209 | 1,838 | 2,043 | 2,801 3,99 2,631 | 1,689 1,31 1,434 1,59 2,152
TPIs Sig. - * * x * ns ns * ns ns ns ns il
valorp 0,0049 | 0,0017 | 0,0001 [ 0,0478 | 0,2212 | 0,9538 | 0,0041 | 0,9958 | 0,9999 [ 0,9996 [> 0,9999|< 0,0001

Luego de-analizar la respuesta de TPI a la herbivoria, se analizé el efecto de los
TPI sobre la actividad de a-amilasas. Tras el andlisis de las muestras se encontr6 que la
actividad in vitro de a-amilasa disminuy6 significativamente cuando estuvo en contacto
con los TPI extraidos de semillas dafiadas mecanicamente y por chinches (p<0,0001,
Figura 3-6, a), coincidiendo con el aumento en la expresion y actividad de los TPI. Por
otro lado, los TPI provenientes de las vainas tratadas con hormonas (JA y SA), también
provocaron una disminucion significativa de la actividad de a-amilasa respecto al control
(p<0,0001, Figura 3-6, b). En el Cuadro 3-6 se detallan los valores de la media, error
estandar (n=5), valor p y nivel de significancia para cada tratamiento. En este caso, para
que los valores cumplieran con los supuestos de normalidad y homogeneidad de
varianzas, los datos fueron transformados por la raiz cuadrada.
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Figura 3-6: Actividad in vitro de a-amilasa expuesta a inhibidores de tripsina extraidos de plantas
dafiadas mecanicamente y por herbivoria (a) y pulverizadas con 0,1mM de jasmonato de metilo
(MeJA) y 1,5 mM de &cido salicilico (SA). Las barras de error representan el error experimental
(n=4). Se realizd6 un ANOVA seguido del Test de comparaciones multiples Dunnet. Los asteriscos
muestran diferencias significativas entre el control (C, barras blancas) y los efectos asociados a los
tratamientos (barras grises) (valor de p <0,05 = *; valor de p <0,01 = **; valor de p <0,001 = ***;
valor de p < 0,0001 =****), Los datos fueron transformados para cumplir con los supuestos de
homogeneidad de varianza y normalidad.

Cuadro 3-6: Resumen del analisis estadistico ANOVA seguido del Test de comparacion multiple
Dunnet (comparando cada tratamiento con el control): *, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p <0,001; ****
p < 0,0001, ns= no significativo. Para cada variable se detalla la media, Error Estandar (EE), los
valores p y nivel de significancia. “Valor p *” implica que los datos fueron transformados para
cumplir con los supuestos de homogeneidad de varianza y normalidad.

ANOVA, Dunnet 24 hs 72 hs
Control
(a=0,05) DM SA JaMe CH DM SA JaMe CH
Media 2,77 0,8053 1,336 1,026 0,997 1,622 0,6215 | 0,5387 | 0,4728
Actividad EE 0,4196 | 0,07992| 0,394 | 0,1677 | 0,1464 | 0,3533 | 0,04794 | 0,1066 | 0,05921
a_ami I asa SI g. - *kkk *k%k *kkk *kkk *% *kkk *kkk *kkk
valorp*| - [<0,0001] 0,0003 |< 0,0001|< 0,0001| 0,0015 |< 0,0001|< 0,0001/< 0,0001

3.5.6. Inhibidores de cistein proteasas (CPI)

La expresion transcripcional de genes que codifican para CPI (N2 y R1) tuvo una
respuesta similar a la encontrada en los TPI. N2 mostr6 un fuerte aumento en su
expresion desde tiempos tempranos (8 hs, p= 0,0004) y se mantuvo hasta las 72 hs
(p=0,0027) (Figura 3-7, a). Una respuesta similar se observd en la expresion del gen R1,
pero a diferencia de N2 s6lo se diferencio6 del control a las 8 hs (p=0,07273) y alas 72 hs
(p= 0,0233) (Figura 3-7, b). Estos resultados fueron consistentes con la actividad de los
CPI, donde se encontré que la herbivoria indujo un aumento en la actividad tanto a las 24
como a las 72 hs (p=0,0029 y p=0,0072, respectivamente).

Por otro lado, la exposicion a MeJA y SA provocaron un aumento en la expresion
de N2 (p<0,001, ver detalle en el Cuadro 3-7), al igual que el tratamiento de herbivoria.
Dicho efecto se desvanecio a las 72 hs (Figura 3-7, d). Mientras el SA no provoco
cambios en los niveles de expresion de R1, el MeJA indujo primero una disminucion de
la expresion (24 hs, p< 0,0001) y luego un aumento significativo respecto al control de

tratamiento (72 hs, p<0,0233) (Figura 3-7, e). A diferencia de lo observado tras los
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tratamientos de dafio, el MeJA no generd un aumento en la actividad de CPI mientras que
el SA si. En la Figura 3-7, f se puede visualizar que a las 8 y 24 hs la actividad de CPI fue

mayor que la situacion sin dafio.
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Figura 3-7: Expresién transcripcional relativa (n=5) de N2 (ay d) y R1 (b y €) y Actividad de
inhibidores de cistein proteasas (n=4) (c y f) luego de 8, 24 y 72 hs de aplicados los tratamientos de
dafo: dafio mecénico (DM), herbivoria (N.v.) y los tratamientos hormonales: 0,1mM de jasmonato de
metilo (MeJA) y 1,5 mM de &cido salicilico (SA). Las barras representan la media y el error
experimental. Se realiz6 un ANOVA seguido del Test de comparaciones multiples Dunnet. Los
asteriscos muestran diferencias significativas entre el control (C) y los efectos asociados a los
tratamientos de dafio (valor de p <0,05 = *; valor de p <0,01 = **; valor de p <0,001 = ***; valor de p
<0,0001 =****),
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Cuadro 3-7: Resumen del analisis estadistico ANOVA seguido del Test de comparacion multiple
Dunnet (comparando cada tratamiento con el control): *, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p <0,001; ****,
p < 0,0001, ns= no significativo. Para cada variable se detalla la media, Error Estandar (EE), los
valores p y nivel de significancia. “Valor p *” implica que los datos fueron transformados para
cumplir con los supuestos de homogeneidad de varianza y normalidad.

ANOVA, Dunnet Control 8hs 24 hs 72 hs
(a=0,05) DM SA JaMe CH DM SA JaMe CH DM SA JaMe CH
Media 0,297 | 0,5073 1,43 1,37 1,413 1,785 1,727 1,247 1,663 2,228 | 0,6866 | 0,2516 1,123
Expresion EE 0,02022| 0,1314 | 0,1574 0,22 0,2279 | 0,1479 | 0,3553 | 0,1904 | 0,3417 | 0,3913 | 0,174 | 0,06563 [ 0,1955
NZ S | g . - ns *kk Fkk *kk Fkkk Fkkk Fkk Fkk Fkkk ns ns *k
valorp* - 0,7639 | 0,0003 | 0,0009 | 0,0004 [< 0,0001|< 0,0001| 0,001 | 0,0001 |< 0,0001| 0,2631 | 0,9887 | 0,0027
Media | 0,8629 | 1,075 | 0,7388 [ 0,9912 | 1,345 1,668 | 0,8284 | 0,4197 | 0,6917 1,27 1,205 1,517 1,41
Expresion EE 0,04676| 0,1867 | 0,06317| 0,03411| 0,07273 | 0,1546 | 0,04855| 0,06 |0,06859 | 0,09403| 0,1087 | 0,1259 | 0,2109
R1 Sig. - ns ns ns * x ns HHX ns ns ns ** *
valorp* 0,7983 | 0,9347 | 0,9472 | 0,0299 | 0,0005 | 0,9996 |< 0,000 0,5578 | 0,0817 | 0,1923 | 0,0035 | 0,0233

Media | 24,38 | 50,43 | 47,36 | 33,74 | 37,15 49,96 47,67 | 36,56 | 50,13 | 36,35 | 37,69 38,37 48,16

Actividad EE 2,543 | 4,092 | 7,239 | 2,507 3,021 6,721 5,835 | 2,985 | 5,514 5,816 3,646 4,202 3,282

CPI Sig. - bl * ns ns b bl ns * ns ns ns ki

valorp - 0,0025 | 0,0101 | 0,7143 | 0,3545 | 0,0032 | 0,0088 | 0,4097 | 0,0029 | 0,4304 | 0,3091 | 0,2571 | 0,0072

3.6. Discusioén

El esclarecimiento de la sefializacién de JA se ha logrado principalmente a través
de estudios en hojas de arabidopsis y tomate, por lo que es necesaria la investigacion en
cultivos de campo y en otros 6rganos, como semillas (Wasternack y Song, 2017).
Mientras que en los ultimos afios se han llevado a cabo estudios para descubrir las
respuestas de semillas de soja al ataque de chinches (Giacometti et al., 2016; Dillon et al.,
2020), ningln estudio se ha centrado en los mecanismos que regulan la acumulacién de
JA en las semillas de soja cultivada en el campo como respuesta a la herbivoria. En este
estudio, el ataque de chinches aumento la expresion de los genes LOX1 Y LOX2, y las
actividades de las isoenzimas LOX1 y LOX3, lo que puede conducir a la biosintesis de
JA 'y compuestos volatiles en semillas dafiadas. Las enzimas LOX son clave para la
sintesis de JA que regula la produccion de defensas, como los inhibidores de proteasas
(PI) (Halitschke y Baldwin, 2004; Howe y Jander, 2008). El dafio por chinches y la
aplicacion de MeJA indujeron la expresion y actividad tanto de CPI como de TPI,
sugiriendo que la herbivoria induce la produccion de JA en semillas de soja, como se
describid anteriormente (Giacometti et al., 2016). Ademas, los altos niveles de Pl en las

semillas atacadas redujeron la actividad de a-amilasas in vitro.
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Aunque diferentes ramas de la via LOX producen una gran variedad de
compuestos activos (oxilipinas), la rama de la aleno 6xido sintasa es la que conduce a la
formacion de JA (Feussner y Wasternack, 2002; Mosblech et al., 2009). Curiosamente, en
este trabajo, el ataque de chinches indujo la expresion de 13-LOX (LOX1 y LOX2),
mientras que la expresion de 9-LOX (LOX3) se mantuvo en niveles basales. Sin embargo,
la herbivoria no solo aumento la actividad LOXZ1, sino también la actividad LOX3, lo que
sugiere que, ademas de JA, se acumulan otras oxilipinas después del ataque de chinches.
En arabidopsis, genes LOX1 y LOX5 son 9-LOX y estan involucradas en los procesos de
muerte celular programada mediante la formacion de fitoalexinas (Christensen et al.,
2015). Los resultados aqui presentados son consistentes con estudios previos del equipo
de investigacion en los que se encontré que el ataque de la chinche verde indujo la
acumulacion de JA en semillas de soja cultivadas en el campo (Giacometti et al., 2016;
Dillon et al, 2020). La participacion de LOX en la produccion de defensas de plantas se
ha demostrado también en hojas de arabidopsis, donde la ausencia de AtLOX2 se
correlacion6 con una débil acumulacion de JA en respuesta a heridas mecénicas (Bell et
al., 1995). De manera similar, el silenciamiento del gen NaLOX3 en hojas de Nicotiana
attenuata redujo la resistencia contra herbivoros ya que afectd los niveles de defensas
inducidas reguladas por JA (nicotina y TPI) provocando un aumento de la ganancia de
peso de orugas de Manduca sexta (Halitschke y Baldwin, 2003).

Las defensas quimicas contra las chinches en granos de soja no solo estan
reguladas por JA, sino también por ET y SA de manera dependiente del tiempo
(Giacometti et al., 2016). EI ET y el JA actlan sinérgicamente regulando el aumento de
las defensas en respuesta al dafio de los insectos (Schmelz et al., 2003; Zavala et al.,
2008a; Onkokesung et al., 2010). Aunque la via SA actuaria de forma antagénica contra

JA, experimentos previos mostraron que el dafio con N. viridula aumento tanto la
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combinacion JA/ET como SA (Giacometti et al., 2016). De manera similar, en este
estudio, el ataque de chinches no solo indujo la actividad y la expresion de lipoxigenasas,
sino también la expresion del gen ACC, precursor de ET, y el gen PR1, proteina sensible
al SA. Tanto la expresion de LOX como de ACC sintasa también fueron inducidas luego
de la aplicacion de MeJA y de SA. Llamativamente, el tratamiento con SA no indujo la
expresion PR1 de manera significativa como si lo hicieron los demés tratamientos. Esta
respuesta pudo estar relacionada a la sensibilidad de técnica de deteccion (PCR de punto
final) o al experimento, ya que en trabajos previos dentro del equipo de investigacion se
encontr6 que el mismo tratamiento indujo la expresion de PR1 luego de las 72 hs de
exposicion a SA (Giacometti et al, 2016).

Se ha demostrado que los altos niveles de emision de ET pueden eliminar el
antagonismo SA-JA, permitiendo la acumulacion concomitante de SA y JA en semillas
de soja después del dafio por chinches (Leon-reyes et al., 2009; Giacometti et al., 2016).
Por otro lado, los tratamientos con hormonas también provocaron un aumento de la
expresion y actividad de los inhibidores de proteasas. Especificamente la aplicacion de
SA provocd un efecto opuesto al que se esperaba, ya que indujo la produccion de
inhibidores de proteasas comunmente regulados por JA. Esta respuesta también fue
encontrada en plantas de arabidopsis en donde diferentes combinaciones de aplicaciones
de hormonas exdgenas demostraron que el antagonismo entre SA 'y JA es dependiente del
momento y la secuencia en la que éstas son producidas. El SA es capaz de reprimir la via
del JA solo cuando es producido antes que el JA 'y en ausencia de ET. Sin embargo, si el
par JA/ET son sintetizados antes que el SA, el efecto represor desaparece (Leon-reyes et
al., 2010). Los inhibidores de soja son una de las defensas mas importantes estudiadas
contra los herbivoros, ya que inhiben la actividad de las proteasas digestivas y

disminuyen la disponibilidad de aminoéacidos (ej. (Bolter y Jongsma, 1995; Zavala et al.,
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2004; Howe y Jander, 2008; Sardoy et al., 2021). Mientras que los TPI son una defensa
importante contra las larvas de lepidopteros con tripsinas como principales proteasas
digestivas, en el intestino de los insectos hemipteros y coledpteros, las cistein proteasas
son las principales enzimas digestivas y los vuelven méas vulnerables a los CPI (Zavala
et al., 2008b, 2008a; Curzi et al., 2012; Sardoy et al., 2021). En este estudio, la expresion
y la actividad tanto de TPl como de CPIl aumentaron con el ataque de chinches. De
manera similar, la aplicacion de SA o MeJA indujo la expresion de PI, lo que sugiere que
SA puede regular positivamente la expresion de LOX vy, por lo tanto, algunos genes
regulados por JA, como se sugirié anteriormente en soja y arabidopsis (Liu et al., 2016;
Dillon et al., 2018a). La herbivoria indujo la actividad de CPIy la expresién de los genes
L1, R1 y N2 coincidiendo con un estudio previo en donde hojas de soja fueron dafiadas
por adultos de Popilia japonica y larvas de Diabrotica virgifera durante 3 dias (Zavala et
al., 2008a; Curzi et al., 2012). A su vez, mientras que el dafio mecéanico y la herbivoria
indujeron la expresion de PIKz, la actividad de TPI disminuy6 luego del dafio mecénico.
Estos resultados sugieren que solo el dafio mecénico realizado por las chinches no es
suficiente para desencadenar la respuesta defensiva. La saliva contiene los elicitores que
son percibidos y desencadenan la respuesta de defensa especifica (Giacometti et al.,
2016).

La regulacion positiva de TPl PIKz después de la herbivoria disminuy6 la
actividad de a-amilasas in vitro. Estudios previos sugirieron la funcion dual de PIKz,
como inhibidor de las actividades de tripsina y a-amilasas (Alves et al., 2009). De manera
similar, los inhibidores de la a-amilasa de Alternanthera sessilis y Chenopodium quinoa
afectaron a las a-amilasas de diferentes especies de coleopteros, lo que disminuyo la

digestibilidad de los carbohidratos (Rane et al., 2020). Estos resultados destacan la
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funcion defensiva no solo de los CPI, sino también del TPI Kunitz contra el ataque de

chinches en la soja.
3.7. Conclusiones

La primera hipo6tesis asociada a los objetivos de este capitulo establecia que el
dafio de Nezara viridula provoca un aumento en la sintesis de lipoxigenasas. De acuerdo
con los resultados alcanzados dicha hipétesis quedaria parcialmente aceptada, ya que las
isoenzimas mas destacadas en respuesta a la herbivoria fueron LOX1 y LOX3. De esta
manera se alcanz6 el primer objetivo que fue determinar el efecto de la herbivoria sobre
los granos de soja en pleno llenado.

Con relacién a la segunda hipétesis planteada, de acuerdo con el segundo
objetivo, queda rechazada debido a que la exposicion a JA 'y SA provocaron la induccion
de lipoxigenasas y defensas, al contrario de lo planteado en donde se asignaba un efecto
inductor al JA e inhibidor al SA, aportando un nuevo conocimiento en la interaccion y
participacion de ambas hormonas en la interaccion planta-insecto.

Por Gltimo, respecto a la tercera hipétesis que planteaba que el dafio de N. viridula
induciria la produccion de CPI, en este trabajo se encontré que no sélo se induce la
sintesis de este tipo de inhibidores, sino que también se inducen los TPI, por lo que la

hipotesis queda parcialmente aceptada y el objetivo alcanzado.
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4. “Modulacion de las defensas durante el llenado del fruto”

4.1. Composicion quimica de la semilla de soja

La calidad quimica de los granos de soja esta determinada principalmente por el
contenido de proteinas y aceites. El contenido promedio de proteina representa entre el
35-40% del peso seco de la semilla, mientras que los lipidos representan el 7-30 %
dependiendo de los rasgos genéticos y condiciones ambientales durante el crecimiento
(Adams et al., 1983; Collakova et al. 2013; Li et al. 2015; Weselake et al. 2009). La
proporcién de acidos grasos poliinsaturados (&cido linoleico y acido linolénico) (Figura
4-1), da como resultado una baja estabilidad oxidativa que limita los usos del aceite de
soja en productos alimenticios y aplicaciones industriales (Clemente y Cahoon, 2009).
Histéricamente, la industria de alimentos y piensos ha abordado este problema mediante
la hidrogenacién parcial, reduciendo los &cidos grasos poliinsaturados por debajo del
18% del total (2% de ac. linolénico) y un aumento concomitante de los cidos oleico y
estedrico. La desventaja de esta herramienta es que genera una preponderancia de acidos
grasos trans, que han sido relacionados con enfermedades cardiovasculares (Clemente y

Cahoon, 2009).

linolénico palmitico
13% 10%

estearico
4%

oleico
18%

linoleico
55%

Figura 4-1: Composicion de &c. grasos del aceite de soja (Clemente y Cahoon, 2009).
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4.2. Acumulacion de reservas lipidicas durante el llenado

Entre el comienzo del llenado y la madurez fisioldgica de los granos ocurre una
serie de procesos relacionados principalmente con la elongacion celular y la acumulacion
de proteinas, lipidos y polisacaridos. A medida que se van depositando las reservas
seminales, el tejido va perdiendo humedad hasta comenzar la etapa de maduracion
(Angelovici et al., 2010). Collakova et al. (2013) demostraron que en esta etapa aumenta
la sefializacion hormonal vinculada a este proceso y la respuesta de defensa frente a estrés
biotico y abidtico (metabolismo secundario), mientras que el metabolismo del carbono y
del nitr6geno es minimo (metabolismo primario).

En estas dos etapas bien diferenciadas (acumulacion de reservas y desecacion), la
acumulacion de lipidos aumenta casi linealmente desde el inicio del llenado hasta el
comienzo de la madurez mientras que el contenido de proteina se mantiene constante (Li
etal., 2015). La deposicion de lipidos de reserva se encuentra correlacionada
positivamente con el rendimiento y a su vez, con las temperaturas célidas durante el
llenado (Dardanelli etal., 2006). Los factores ambientales a los que esté expuesto el
cultivo determinaran el resultado de estos procesos afectando a la cantidad y composicion

de aceites en las semillas (Kambhampati et al., 2021).
4.3. Rol de LOX en semillas

En semillas de soja, las tres isoenzimas LOX presentes desaparecen durante la
germinacién y emergencia de las plantulas (Siedow, 1991; Weber et al., 1999; Feussner y
Wasternack, 2002). Si bien, la remobilizacion de reservas lipidicas durante la
germinacion es un proceso independiente de la accion de las LOX, existen antecedentes
que proponen una funcion vinculada a la proteccion frente al estrés oxidativo que puede

desencadenarse por la presencia de especies reactivas de oxigeno al momento de la
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remobilizacion de reservas lipidicas durante la germinacién o frente a la respuesta
defensiva frente a herbivoros (patdgenos e insectos). Una de las teorias plantea que las
LOX son secuestradas en vacuolas y separadas del contacto con sus sustratos hasta tanto
exista un dafio celular que implique estrés oxidativo y sea necesario neutralizarlo (Wang
etal., 1999; Han et al., 2013). En arroz (Oriza sativa), la enzima OsLOX2 afect6 a la
longevidad de las semillas durante el almacenamiento. La sobreexpresion del gen
OSLOX2 aceler6 el envejecimiento y disminuy6 la viabilidad de las semillas, mientras
que su represion provoco el efecto opuesto (Huang et al., 2014). Algo similar se encontrd
en diferentes variedades de trigo en las cuales la disminucién de la actividad especifica de
LOX resultdé en una marcada disminucion de la oxidacion lipidica y extendié la
longevidad de los granos durante el almacenamiento (Leenhardt et al., 2006). En semillas
de soja con bajo contenido de &c. linolénico y baja actividad de LOX se encontré un
menor deterioro y presentaron mayor poder germinativo, comparado con semillas con
niveles normales de LOX (Lima et al., 2010).

Durante la germinacion se sintetizan nuevas isoenzimas LOX en los cotiledones y
en el embridn y los niveles tanto del ARNm como de las proteinas son inducidos con la
aplicacion de &cido jasmdnico, acido abscisico o estrés como sequia, dafio mecanico,
infeccion por patogenos (Melan et I., 1994; Park et al. 1994; Porta et al. 1999). A medida
que avanza la emergencia de las plantulas, la sintesis de LOX en semillas disminuye
hasta desaparecer luego de los primeros dias desde la germinacion (Porta y Rocha-Sosa
2002).

Por otro lado, en leguminosas, las LOX han sido identificadas como proteinas
vegetativas de reserva (VSP, del inglés vegetative storage protein) y su funcion se
encuentra vinculada a la acumulacion y transporte de nitrogeno desde las células del

mesofilo paravenal de hojas fuente hacia frutos en crecimiento (Franceschi y Giaquinta,
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1983; Tranbarger et al., 1991; Klauer y Franceschi, 1997). Bunker et al. (1995) demostro
la remocién de vainas de soja provoco un aumento en la acumulacion de VSP, sugiriendo
que estas proteinas estarian asociadas a la particion de asimilados. Sin embargo, Turner et
al., (2011) plantearon que no se trata de proteinas de reserva, por lo que esta

funcionalidad no esté clara.
4.4. Defensas durante el crecimiento de los 6rganos

El desarrollo de una planta desde semilla hasta la madurez involucra una serie de
cambios en la asimilacion de nutrientes, crecimiento, produccion de defensas,
mantenimiento, acumulacién de reservas y reproduccion (Herms y Mattson, 1992;
Farnsworth, 2004; Weiner, 2004). Dichos cambios son influenciados por el tipo de planta
(lefiosa, herbécea, suculenta, etc), la disponibilidad de recursos y la prioridad en la
asignacion de estos segln el estado ontogénico. Por dicha razdn, los rasgos caracteristicos
de una especie varian a lo largo del ciclo ontogénico, incluyendo también las defensas
antiherbivoro (Barton y Koricheva, 2010). A medida que las plantas se desarrollan, la
ontogenia puede limitar la expresion de resistencia al dafio de los herbivoros y, en este
sentido, existen diferentes hipétesis sobre los mecanismos de defensas que operan a lo
largo del ciclo de vida. Por ejemplo, la hipétesis del balance crecimiento-diferenciacion
establece que la adquisicion y distribucion de recursos limita la produccion de
metabolitos de defensa en plantas jovenes lo que conduce a un aumento de las defensas
con el avance de la ontogenia, es decir, cuando debido al crecimiento la captacion de
recursos es mayor y en consecuencia la disponibilidad para reasignarlos a defensas es
mayor (Herms y Mattson, 1992). En contraste, la hipotesis de defensa optima plantea que
debido a que las defensas son costosas, los recursos se asignan a la defensa de manera

que optimicen esa inversion. Las plantas defenderan los tejidos en proporcion directa al
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costo de su pérdida. Los tejidos y 6rganos faciles de reemplazar y menos criticos estaran
menos protegidos que los indispensables y dificiles de reemplazar. Por ejemplo, érganos
mas jovenes poseen altos niveles de defensa y estos niveles disminuyen a medida que las
plantas maduran (Herms y Mattson, 1992). En una revision bibliogréfica, Barton y
Koricheva (2010), no hallaron consenso en la definicién sobre cudl es el patron més
comun ni cuales son los factores que contribuyen evidencias para las distintas hipétesis.
Por ejemplo, en especies lefiosas las defensas aumentan con la edad de las plantas
mientras que en especies herbaceas los metabolitos secundarios disminuyen con el
desarrollo de estas (Dominy et al., 2003; Barton y Koricheva, 2010). En el caso de
Nicotiana attenuata y Lycopersicum esculentum se ha encontrado que la edad de la planta
se correlaciond negativamente con la produccion de TPI (Wolfson y Murdock, 1990; Van
Dam et al., 2001). En Nicotiana sylvestris, ademas, se encontr6 que la produccion de
nicotina se indujo mas en estados juveniles que estados maduros (Jongsma et al., 1994;
Baldwin y Schmelz, 1996).

En el caso del cultivo de soja, reviste principal importancia estudiar como se
modulan las defensas a lo largo del llenado, particularmente frente al ataque de chinches
ya que el dafio reduce el rendimiento, la calidad y el poder germinativo de las semillas
(McPherson y McPherson, 2002). La herida provocada por estos insectos ofrece, a su vez,
una via de ingreso a microorganismos patégenos (Gamundi y Sosa A., 2007) y, en
condiciones de almacenamiento post-cosecha, aumenta la probabilidad de dafio por
gorgojos (Todd y Womack, 1973). Hasta el momento no se ha estudiado el efecto de la
ontogenia sobre la sintesis de defensas frente a esta plaga y cual es la participacion de las

lipoxigenasas en su regulacion.
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4.5. Objetivos e hipotesis

El objetivo principal de este capitulo fue conocer como es la respuesta de las
lipoxigenasas al dafio de las chinches durante el llenado de los granos y si esta relacion
afecta a la produccion de las defensas directas. La hipdtesis asociada es que existe una
variacion de la respuesta a la herbivoria a lo largo del llenado de los granos, siendo mayor

dicha respuesta al comienzo del llenado comparado con el final del llenado.

4.6. Materiales y métodos

4.6.1. Experimento 2: material botanico y entomoldgico

Para alcanzar los objetivos de este capitulo: determinar el efecto del momento del
Ilenado sobre la respuesta de las plantas de soja al dafio de chinches se cultivaron plantas
del genotipo Williams 82 en el campo experimental de la Facultad de Agronomia de la
Universidad de Buenos Aires (2014-2015). Las condiciones de siembra y mantenimiento

del cultivo fueron las mismas que las descriptas en el capitulo 2, seccion 2.1.

4.6.2. El disefio experimental

El disefio experimental respondié a un DBCA (5 bloques) con disefio factorial, en
el cual los factores fueron:

- Momento del llenado (Rs, Rss ¥y Re). En la Figura 4-2 se puede observar una
representacion del tamafio de los granos en cada estadio, que se diferencié por peso y

tamanio de los granos en cada momento.
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granos granos granos

Figura 4-2: Tamafio de semillas en formacién en los distintos momentos del llenado.

- Herbivoria (Control, Dafio con chinche 24 hs y Dafio con chinche 72 hs) se
utilizaron adultos de la especie Nezara viridula, tal como se ha descripto en el capitulo 2,
seccion 2.2.

De esta manera quedaron conformados 9 tratamientos. Luego de aplicar los
tratamientos con insectos en los distintos momentos del llenado de granos, se
recolectaron las muestras a las 24 y 72 hs, colocandolas en sobres de papel aluminio y
reservandolas en nitrdgeno liquido. Una vez en el Laboratorio, fueron conservadas en

ultrafreezer (-80°C) para su posterior analisis.
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Figura 4-3: a) Disefio experimental DBCA compuesto por 5 bloques. Cada bloque fue dividido en 3
parcelas (b) a las que se le asignaron al azar un tratamiento (C: sin dafio, control; CHz4: dafio con
chinche 24 hs; CHr: dafio con chinche 72 hs). c) Plantas de soja creciendo y d) Imagen del
tratamiento de herbivoria, se puede observar como se aislaron vainas con bolsita de tul y un espiral
de alambre de aluminio para permitir el movimiento de la chinche hasta el momento del dafio como
se muestra en la foto.

4.6.3. Extraccién de ARN mensajero

Para estudiar la expresion transcripcional se purificé el ARN mensajero utilizando
un kit mRNA Isolation Kit® (Roche), debido a que permite la obtencion de ARNm sin
contaminacion con ADN gendmico. En un tubo eppendorf de 2 mL se colocaron 100 mg
de tejido y 1 mL de buffer de lisis. Para maximizar la homogeneizacion se utilizé un
vortex y luego se incubaron las muestras durante 10 min a temperatura ambiente (paso 1

y 2, Figura 4-4). Durante este tiempo el ARNm es liberado del interior de las células,
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dada la ruptura de las membranas. Por ultimo, se centrifugaron los tubos a 10.000 rpm
durante 2 min. En un tubo limpio y rotulado se transfirio todo el sobrenadante. A dicho
tubo se agregaron 1,5 pL de la solucién de biotina unida a oligo dT primer a cada tubo.
De esta manera, las moléculas de ARNm se unen al oligo dT por complementariedad de
bases (paso 3, Figura 4-4). Por otro lado, en un tubo limpio se colocaron 100 pL de
particulas magnéticas de estreptavidina, que fueron atraidas por el magneto y preparadas
para unirse a las muestras. Las moléculas de estreptavidina se unen a la biotina,
permitiendo la purificacion segura de los &cidos nucleicos, ARNmM en este caso.
Finalmente se coloco el sobrenadante + biotina previamente mezclados en el tubo que
contenia las particulas magnéticas. Se incubaron las muestras durante 5 min a
temperatura ambiente. Luego se colocaron en el iman durante 5 min. En este momento el
ARNmM se une con el iméan separandose del homogenato.

A continuacion, se descartd el sobrenadante y se agregaron 200 pL de Washing
buffer (buffer de lavado). Se mezclé con tip 5 veces haciendo pasar a la muestra por el tip
para maximizar el lavado. Luego, las muestras se colocaron sobre el iman durante 5 min.
Se descartd el sobrenadante. Este paso se repitio 3 veces (paso 5, Figura 4-4).

El ultimo paso de la purificacion consistio en eluir el ARNm de las particulas
magnéticas de estreptavidina. Para ello, se colocaron 50 pL de agua re-destilada en los
tubos y se incubaron a 65 °C durante 5 min. Por Gltimo, se colocaron los tubos en el iméan
para permitir la separacion y se recolectd el sobrenadante, transfiriendo a un tubo limpio

el ARNm purificado (paso 6, Figura 4-4).
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Figura 4-4: Esquema de la purificacion de ARNm utilizando el kit mMRNA Isolation Kit® (Roche).
La concentracion de RNA fue determinada con un fluorémetro Qubit™

(Invitrogen). La pureza se determind mediante espectrofotometria con NanoDrop
One/One® UV-Vis (Thermo Scientific) utilizando 2 uL de ARNm y colectando la
relacion A260/280. Para la sintesis de ADN copia (ADNCc) se siguieron los mismos pasos

descriptos en la seccién 2.3.4.

4.6.4. Determinacion de la expresion transcripcional por PCR

en tiempo real

El anélisis de la expresion transcripcional se realizé mediante la técnica de PCR
en tiempo real (qQPCR), utilizando el termociclador QuantStudio5™ Real Time, Applied

Biosystems (ThermoFisher Scientific).

4.6.5. Disefio y validacién de primers

La deteccion de cambios en los niveles de transcripcion bajo los diferentes
tratamientos se realiz6 mediante gPCR, utilizando el método AACT (Pfaffl, 2001). Los

cebadores (primers) especificos fueron disefiados a partir de secuencias conocidas
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disponibles en el GenBank, utilizando el programa Oligo Perfect™ Designer (Invitrogen).

Las secuencias de los primers utilizados se pueden encontrar en el Cuadro 4-1.

Cuadro 4-1: Primers disefiados para el andlisis de expresion transcripcional mediante PCR en
tiempo real.

Nombre Indentlflcaao Sentido  Secuencia 5'-3’
L, ELFB1 Forward GTTGAAAAGCCAGGGGACA
Factor de elongacion
ELFB1 Reverse TCTTACCCCTTGAGCGTGG
. LOX1 F Forward AGCTGCCGTCAGTCAAGTCG
Lipoxigenasa 1
LOX1 R Reverse TCCATCGCCGCATGAGTATT
. LOX 2 F Forward ATGCCAAGGCTTATGCGACA
Lipoxigenasa 2
LOX 2R Reverse ACAGGTCCCCAGCAGGATGT
. LOX3F Forward CAGTGGTGTTGATGCGCAAG
Lipoxigenasa 3
LOX3R Reverse ATCGGCCCAAGAAGGCAGTA
1-aminociclopropano-1- ACCs F Forward TGCCCGAGTTCAGAAATGCT
carboxilico sintasa ACCs R Reverse AGTGACTTCGTGTGCTCCAG
proteina sensible al PR1F Forward GCAAAGGTGACTGCCAACTG
salicilico PR1R Reverse TCACTGCATCTGTGCCACTT
Inhibidores de tripsina PIBBCII F Forward CGGGTTCTTTTCTCTTCACACTT
Bowman-Birk PIBBCII R Reverse TGCGTGCATTAGTAACCCCC
Inhibidores de tripsina PIKz F Forward CATCGCTGATTTCGTGCTCG
Kunitz PIKz R Reverse GGGCTGCTCTTATTCCACCA
Inhibidores de cistein CPIN2F Forward GTGCAAAGCAGCAAGTGGTT
proteasas 1 CPIN2R Reverse TTCCCTCACCCAAACCTTCG
Inhibidores de cistein CPIR1F Forward AAGTGACTACTTGGCCGCAA
proteasas 2 CPIR1R Reverse ATGGCAAACATGCACAACCC
Inhibidores de cistein CPIL1F Forward GGCAAAAGATGGTGGGCAAA
proteasas 3 CPIL1R Reverse TGCAGGTGCATCTCCAACAA

Se realiz6 un experimento de validacidén para comprobar que la eficiencia de los
primers fuera alta (entre 90-110 %). Para ello se construyé una curva estandar que
consistio en preparar alicuotas de concentraciones conocidas de ADNc (diluciones

seriadas) y realizar las reacciones de PCR para cada par de primers de interés.

4.6.6. Curva estandar

Para obtener el gradiente de concentraciones de ADNc necesario se tomaron 5 pL
de ADNCc de cada muestra (27 muestras) y se transfirieron a un mismo tubo identificado

como tubo “pool”. Colectandose en total 125 pL. de ADNc. Partiendo del ADNc “pool”
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se realizaron 5 diluciones seriadas con un factor de dilucion 1:4 (Figura 4-5), mezclando

10 pL de ADN con 30 pL de agua miliQ.

10 uL ADNC 4, 10 UL ADNC ;.4 10 UL ADNC 4,46 10 UL ADNC 464
+ + 4 .
30 uL H,0 miliQ 30 pL H,0 miliq 30 uL H,0 miliQ 30 uL H,0 miliQ

/

1:256

Dilucién
Concentracién

10 ng/uL 2,5 ng/uL 0,63 ng/uL 0,16 ng/uL 0,04 ng/uL
de ADNc

Figura 4-5: Esquema de la elaboracion de las diluciones seriadas de ADNc utilizadas en la validacion
de los primers para RT-PCR.

A partir de una regresion lineal entre el logaritmo de la cantidad de ADN (eje X)
y el valor de Ct (eje Y) se construyd la curva estandar, donde la pendiente de cada
funcién (Figura 4-6, a) se utilizé para calcular la eficiencia de amplificacion de cada par

de primers, segun la siguiente formula (Pfaffl, 2001):
1
Eficiencia = 10 pendiente’ - 1

Un 100 % de eficiencia corresponde a la duplicacion perfecta del fragmento de
interés (templado) en cada ciclo de PCR. Sin embargo, el rango aceptable para validacion
se encuentra entre 90-110 %. En el Cuadro 4-2, se detallan los valores de las pendientes,
coeficiente de correlacion (R?), eficiencias y el ciclo umbral (Cr) para cada gen target.
Por otro lado, se construyeron las curvas del melting (Figura 4-6, b), para comprobar que
las reacciones de PCR eran especificas y no hubo dimerizacién de primers. Debido a que
la temperatura de melting (temperatura de union de fragmentos de ADN) es afectada por
la longitud del fragmento y el contenido de GC, entre otros factores, los productos de
PCR pueden diferenciarse segun este parametro. De esta manera se determind que todos

los primers superaron la validacion.
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Figura 4-6: a) Regresiones lineales entre el logaritmo de la concentracidn inicial de ADNc (eje X) y
ciclo umbral (Ct) para cada par de primers. b) Curva de melting ejemplo para cada fragmento
amplificado.

Cuadro 4-2: Pardmetros de RT-PCR para cada gen target.

Gen Pendiente |R? Eficiencia Umbral
ELFB1 -3,10 99,4 1,10 0,32817
LOX 1 -3,22 99,6 1,04 0,06122
LOX 2 -3,17 99,5 1,07 0,28105
LOX 3 -3,34 99,5 0,99 0,25582
ACC -3,35 99,3 0,99 0,10131
PR1 -3,29 98,3 1,01 0,19236
BBCII -2,98 99,2 1,17 0,29183
Kz -3,13 99,6 1,09 0,15496
N2 -3,12 98,6 1,09 0,10131
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R1 -3,06 99,1 1,12 0,34888
L1 -3,18 97,3 1,06 0,37432

4.6.7. Cuantificacion relativa: Método AACT

Tanto en la etapa de validacion como en la de cuantificacion, se realizaron las
PCR con la misma mezcla de reaccion (Cuadro 4-3). El volumen final de reaccion fue de
10 pL. En esta etapa de la cuantificacion se utilizaron pipetas secuenciales para dispensar
de manera pareja el mismo volumen de mezcla (8 puL) en todos los pocillos de la placa de
PCR. Lo Unico que se dispensd de manera individual fue el volumen de ADNc (2

pL/pocillo).

Cuadro 4-3: Reactivos necesarios para realizar las PCR.

Volumen Mix (x 100
Reactivos (uL)/muestra muestras)
Fast EvaGreen® gPCR Master Mix 5 500
Rox reference dye 0,1 10
Primer F 0,4 40
Primer R 0,4 40
H20 miliQ 2,1 210
ADNc 2 -

Para todas las PCRs se realizaron 3 réplicas técnicas. EI nimero de tratamientos
fue 27 (3 momentos del Ilenado x 3 tratamientos de herbivoria x 3 réplicas bioldgicas),
por lo tanto, el nimero total de pocillos utilizados para cada gen fue de 84 = 81 pocillos
con muestras (27 muestras x 3 repeticiones técnicas) y 3 pocillos con controles negativos

(NTC: reemplazando al ADNc por agua).
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placa 384 - QS5

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 ( 11 12 13 | 14 | 15 16 17 | 18 ( 19 | 20 | 21 | 22 | 23 | 24
A 1 6 11 17 22 27 1 6 11 17 22 27 1 6 11 17 22 27 1 6 11 17 22 27
B 1 6 12 17 22 ntc 1 6 12 17 22 ntc 1 6 12 17 22 ntc 1 6 12 17 22 ntc
C 1 7 12 17 23 ntc 1 7 12 17 23 ntc 1 7 12 17 23 ntc 1 7 12 17 75 ntc
D 2 7 12 18 23 2 7 12 18 23 2 7 12 18 23 2 7 12 18 23
E 2 7 13 18 23 ntc 2 7 13 18 23 ntc 2 7 13 18 23 ntc 2 7 13 18 23 ntc
F 2 8 13 18 24 2 8 13 18 24 2 8 13 18 24 2 8 13 18 24
G 3 8 13 19 24 3 8 13 19 24 3 8 13 19 24 3 8 13 19 24
H 3 8 14 19 24 3 8 14 19 24 3 8 14 19 24 3 8 14 19 24
| 3 9 14 19 25 3 9 14 19 25 B] 9 14 19 25 3 9 14 19 25
J 4 9 14 20 25 4 9 14 20 25 4 9] 14 20 25 4 9 14 20 25
K 4 9 15 20 25 4 9 15 20 25 4 9 15 20 25 4 9 15 20 25
L 4 10 15 20 26 4 10 15 20 26 4 10 15 20 26 4 10 15 20 26
M 5 10 15 21 26 5 10 15 21 26 5 10 15 21 26 5 10 15 21 26
N 5 10 16 21 26 5 10 16 21 26 5 10 16 21 26 5 10 16 21 26
o 5 11 16 21 27 5 11 16 21 27 5 11 16 21 27 5 11 16 21 27
P 6 11 16 22 27 6 11 16 22 27 6 11 16 22 27 6 11 16 22 27

Gen1 Gen 2 Gen 3 Gen 4

Figura 4-7: Diagrama con la disposicion de las muestras en la placa de 384 pocillos utilizada para
realizar las PCR en el termociclador QuantStudio5™ Real Time, Applied Biosystems (ThermoFisher
Scientific). Las muestras bioldgicas se enumeraron del 1 al 27 para facilitar la identificacion al
momento del armado de las PCRs. Por placa de 384 pocillos se cuantificaron 4 genes.

El programa de PCR utilizado para todos los genes fue el mismo:

- Instrument: QuantStudio™ 5

- Block: 384-Well

- Analysis Module: Relative Quantification

- Run Mode: Standard.

Paso 1: 5 min a 95 °C (Activacion de la enzima Taq polimerasa)

Paso 2: PCR — 15 seg a 95 °C (desnaturalizacién), 1 min a 60 °C

por 40 ciclos (hibridacién y elongacién)

Paso 3: Curva de melting - 15 seg a 95 °C, 1 min a 60 °C, rampa
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Luego de finalizada cada PCR se realizd un andlisis post-run cargando en el
software del equipo los pardmetros estimados en la validacion previa (umbral de
deteccion y eficiencia de cada par de primers) (Figura 4-8). Los resultados (valores de
Ct) fueron descargados y analizados utilizando las planillas de célculo Excel. La
metodologia empleada para realizar la cuantificacion relativa fue la propuesta por Pfaffl
(2001) en donde los valores de Ct del gen de interés son relativizados a los Ct del gen
constitutivo (en este caso ELFB1) y a su vez cada muestra es relativizada a su control de
tratamiento. De esta manera es posible comparar los niveles de expresion entre los
diferentes tratamientos.

Amplification Plot

10.0

8.00 -

ARN

4.00

200

Cycle

Figura 4-8: Ejemplo de cuantificacién de la muestra 1: Control (Rs) (linea azul) y de la muestra 6
(Chinche 24 hs Rs) (linea gris) para el gen lox1. El umbral de deteccion definido para este gen fue
0.061, valor resultante de la validacion de primers.

4.6.8. Andlisis estadisticos

Para poder realizar los analisis de la varianza (ANOVA), primero se analizé si
cada variable cumplia con los supuestos del modelo de homogeneidad de varianza y
normalidad, utilizando la prueba de Levene y la prueba de Shapiro-Wilk, respectivamente
(INFOSTAT). Cuando estos supuestos no fueron satisfechos, los datos se transformaron

segun la funcion matematica mas adecuada. En el caso de la expresién transcripcional se
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transformaron por el logaritmo (en base 2). Luego los datos fueron analizados segun el
modelo de ANOVA para DBCA bifactorial y se realizd un test de comparaciones

maltiples, Tukey (a 0,05).

4.7. Resultados

4.7.1. Caracterizacion del material estudiado

En esta seccion se describirén los resultados correspondientes al Experimento 2,
el cual se realizo para determinar el efecto del momento del llenado sobre la respuesta a
la herbivoria generada por Nezara viridula. El primer paso fue determinar las
caracteristicas morfologicas de los granos en crecimiento en cuanto al peso seco (en mg)
y su tamafio (largo, ancho y espesor, en mm). Como se puede observar en la Figura 4-9,
los tres estadios dentro del llenado en los cuales se realizaron los tratamientos de

herbivoria fueron significativamente diferentes entre si (valor p < 0,0001, ANOVA).
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Figura 4-9: Caracteristicas morfoldgicas de los granos en cada momento de muestreo. a) Peso seco
(mg), b) Largo (mm), ¢) ancho (mm) y d) Espesor (mm). Las lineas medias de las cajas representan la
media y los bigotes el error experimental. Se realiz6 un ANOVA seguido del Test de comparaciones
multiples Tukey. Letras diferentes indican diferencias significativas (p< 0,05).

Por otro lado, se tomaron los valores de concentracion de ARN mensajero y
proteina soluble total de las determinaciones de expresion transcripcional y actividad
enzimatica, respectivamente, para todos los tratamientos dentro de cada momento del
llenado. De esta manera se puede observar que a medida que los granos se fueron
llenando la concentracién de proteina soluble (Figura 4-10, a) aumento mientras que la
concentracion de ARNm (Figura 4-10, b) disminuy0. Estos resultados preliminares

indicaron diferentes escenarios celulares estadisticamente significativos (p<0,05), por lo
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cual en el caso de las actividades enzimaticas o de inhibidores de proteasas, ambas
variables fueron relativizadas a la cantidad de proteina soluble. Mientras que el caso de la
expresion transcripcional cada momento del llenado se relativizd a su control de

tratamiento.
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Figura 4-10: a) Concentracion de proteina soluble total (mg proteina/mg peso) y b) concentracion
ARN mensajero (ng/uL) en los distintos momentos del llenado. Las barras representan la media y el
error experimental. Se realiz6 un ANOVA seguido del Test de comparaciones multiples Tukey.
Letras diferentes indican diferencias significativas (p< 0,05).
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4.7.2. Respuesta de las lipoxigenasas a la herbivoria a lo largo

del llenado de los granos

Para saber si la regulacion de las defensas antiherbivoro se modifica a lo largo del
llenado de los granos, se analizaron los niveles de transcriptos y actividad de las tres
enzimas lipoxigenasas LOX1, LOX2 y LOX3, bajo la hipétesis planteada en la cual se
establecia que la respuesta defensiva seria mayor en momentos tempranos del llenado
(25-50% del llenado), comparado con estadios mas avanzados cercanos al comienzo de la
madurez (75-100 % del llenado).

En la Figura 4-11 a, se puede observar que el gen LOX1 se indujo
significativamente luego de la herbivoria, pero de manera diferencial de acuerdo al estado
del llenado. El anélisis estadistico demostrd la interaccion significativa entre factores
(valor pon 0,0001). Mientras que en el estadio R5 no se observaron cambios en los
niveles de transcripto, en R5.5 y R6 la herbivoria provocé un aumento de la expresion,
encontrandose la mayor induccién luego de 24 hs del dafio de chinche en R5.5. Estos
resultados fueron similares a lo detectado en la actividad enziméatica de LOX1 (Figura
4-11, b), en donde la actividad basal (control) se mantiene a lo largo del llenado mientras
que los tratamientos con chinches provocaron un aumento de la actividad, que perdura
hasta las 72 hs (en el caso de R6). En el Cuadro 4-4 se detallan los valores de la media,

error estandar, valor p y nivel de significancia para cada tratamiento.
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Figura 4-11: a) Expresion transcripcional y b) actividad enzimatica de LOX 1 luego de aplicados los
tratamientos de herbivoria (H: control, chinche 24 hs y chinche 72 hs) en cada momento de ontogenia
(O: R5; R5.5 y R6). Se realizé un ANOVA seguido del Test de comparaciones multiples Tukey.
Letras diferentes indican diferencias significativas (p< 0,05).

Para el caso del gen LOX2, se observd un patron similar a LOX1 en cuanto a la
expresion transcripcional, donde las respuestas fueron diferentes de acuerdo con el

momento del llenado (Figura 4-12, a). En R5 la expresion no cambid luego de los
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tratamientos con chinches mientras que el R5.5 y en R6 la herbivoria generé un aumento
significativo luego de las 24 hs. Solo en R6 se encontr6 que dichos niveles se
mantuvieron hasta las 72 hs. En cuanto a la actividad de LOX2, se encontr6 que a medida
que avanza el llenado de los granos, los niveles basales de esta enzima aumentan (valor
po < 0,0001) diferenciandose el estadio R5 del R6. Por otro lado, dentro de cada estadio,
el dafio de chinches provocé un aumento de la actividad de LOX2 a las 72 hs de
aplicados los tratamientos (Figura 4-12, b). En el Cuadro 4-4 se detallan los valores de la

media, error estandar, valor p y nivel de significancia para cada tratamiento.
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Figura 4-12: a) Expresion transcripcional y b) actividad enzimética de LOX 2 luego de aplicados los
tratamientos de herbivoria (H: control, chinche 24 hs y chinche 72 hs) en cada momento de ontogenia
(O: R5; R5.5 y R6). Se realizd un ANOVA seguido del Test de comparaciones multiples Tukey.
Letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas (p< 0,05) entre los niveles de
ontogenia (O) mientras que letras minudsculas indican diferencias entre los niveles de herbivoria (H).
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Por ultimo, la expresion del gen LOX3 se vio modulada de manera diferencial
dependiendo del momento del llenado (Figura 4-13, a). Al comienzo del llenado (R5) la
herbivoria no generé cambios en los niveles de expresion de LOX3. Sin embargo, en
estadios mas avanzados del llenado la induccion se hizo evidente observandose un
aumento luego de las 24 hs del dafio de chinche en R5.5 y en R6, siendo este Gltimo
estadio en el cual se encontr6 que los niveles de induccion fueron mayores y se
mantuvieron hasta las 72 hs de la herbivoria. Respecto a la actividad enzimaética, si bien
hubo interaccion entre factores (valor po++ 0,009), se puede observar que la actividad de
LOX3 aumentd a medida que avanza el llenado y que la herbivoria provocé un aumento
significativo de su actividad hacia finales del llenado (R6) (Figura 4-13, b). En el Cuadro
4-4 se detallan los valores de la media, error estandar, valor p y nivel de significancia

para cada tratamiento.
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Figura 4-13: a) Expresion transcripcional y b) actividad enzimatica de LOX3 luego de aplicados los
tratamientos de herbivoria (H: control, chinche 24 hs y chinche 72 hs) en cada momento de ontogenia
(O: R5; R5.5 y R6). Se realizd un ANOVA seguido del Test de comparaciones multiples Tukey.
Letras diferentes indican diferencias significativas (p< 0,05).
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Cuadro 4-4: Resumen del analisis estadistico ANOVA seguido del Test de comparacion multiple
Tukey para la expresion y actividad de lipoxigenasas, letras diferentes significan diferencias
significativas. Para cada variable se detalla la media, Error Estandar (EE), los valores p y nivel de
significancia.

Ontogenia R5 R5 R5 R5.5 R5.5 R5.5 R6 R6 R6
Test:Tukey Alfa=0,05 =
DMS=4,55087 Herbivoria| CONTROL CH24 CH72 CONTROL CH24 CH72 CONTROL |CH24 CH72
Expresion Medias -0,46 0,34 1,79 6,70E-07 11,24 4,39 1,00E-06 7,06 7,96
de LOX1 n 3 3 3 3 3 3 3 3 3
Error: 2,4547 gl: 16 E.E. 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9
Sig. A AB AB AB D BC AB CD CD
Test:Tukey Alfa=0,05 Ontogeni'a R5 R5 R5 R5.5 R5.5 R5.5 R6 R6 R6
DMS=4 63824 Herbivoria| CONTROL CH24 CH 72 CONTROL CH24 CH 72 CONTROL |CH24 CH 72
Expresion ! Medias -1,70E-01 0,47 -1,21 3,3E-09 11,87 3,62 0,00E+00 | 8,39 14,16
de LOX2 n 3 3 3 3 3 3 3 3 3
Error: 2,5499 gl: 16 E.E. 0,92 0,92 0,92 0,92 0,92 0,92 0,92 0,92 0,92
Sig. AB AB A AB CcD B AB C D
Test:Tukey Alfa=0,05 Onto.geni'a R5 R5 R5 R5.5 R5.5 R5.5 R6 R6 R6
DMS=4,55087 Herbivoria| CONTROL CH24 CH 72 CONTROL CH24 CH 72 CONTROL |CH24 CH72
Expresion Medias -0,02 -0,33 -0,16 0 10,28 1,33 -3,30E-08 6,97 11,3
de LOX3 n 3 3 3 3 3 3 3 3 3
Error: 2,4547 gl: 16 E.E. 1,32 1,32 1,32 1,32 1,32 1,32 1,32 1,32 1,32
Sig. A A A A C AB A BC C
Test:Tukey Alfa=0.05 Ontogeni’a R5 R5 R5 R5.5 R5.5 R5.5 R6 R6 R6
DMIS=6.94606 Herbivoria| CONTROL CH24 CH 72 CONTROL CH24 CH 72 CONTROL |CH24 CH 72
Actividad Medias 19,45 25,43 27,36 26,6 33,76 26,61 27,13 36,47 37,23
de LOX1 n 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Error: 11.0957 gl: 36 E.E. 1,49 1,49 1,49 1,49 1,49 1,49 1,49 1,49 1,49
Sig. A AB BC B CcD B BC D D
Ontogenia R5 R5.5 R6 Herbivoria CONTROL [CH24 CH72
Actividad Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=2.07597 Medias 12,09 17,88 21,05 Medias 15,8 16,88 18,34
de LOX 2 n 15 15 15 n 15 15 15
Error: 5.4100 gl: 36 E.E. 0,6 0,6 0,6 E:E. 0,6 0,6 0,6
Sig. A B C Sig. A AB B
Test:Tukey Alfa=0.05 Ontogeni’a R5 R5 R5 R5.5 R5.5 R5.5 R6 R6 R6
DMIS=0.47435 Herbivoria| CONTROL CH?24 CH72 CONTROL CH?24 CH72 CONTROL |CH24 CH72
Actividad Medias 0,29 0,96 0,54 0,7 0,84 1,04 0,84 1,46 1,61
de LOX3 n 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Error: 0.0517 gl: 36 E.E. 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Sig. A BC AB ABC BC CD BC DE E

4.7.3. Modulacion de las vias del etileno y del acido salicilico

durante el llenado

Asi como se determinaron los niveles de expresion de lipoxigenasas, se analizo la
expresion de genes relacionados a la transduccion de sefiales del etileno y del &cido
salicilico: 1-aminociclopropano-1-carboxilico sintasa (ACC) y proteina sensible al
salicilico (PR1), respectivamente. En el caso de ACC se encontr6 que el dafio de chinches
provoca un aumento de la expresion que es mayor a las 24 hs en todos los estadios del
Ilenado (valor p 0,0058) y a su vez, dichas inducciones aumentan a lo largo del llenado,

encontrandose los mayores niveles en el estadio R6 (valor pH < 0,0001) (Figura 4-15).
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Figura 4-14: Expresion transcripcional de 1-aminociclopropano-1-carboxilico sintasa (ACC) luego de
aplicados los tratamientos de herbivoria (H: control, chinche 24 hsy chinche 72 hs) en cada momento
de ontogenia (O: R5; R5.5 y R6). Se realiz6 un ANOVA seguido del Test de comparaciones multiples
Tukey. Letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas (p< 0,05) entre los niveles de
ontogenia (O) mientras que letras minusculas indican diferencias entre los niveles de herbivoria (H).

Por otro lado, la expresion transcripcional de PR1 fue modulada de manera
similar pero los mayores niveles de induccién tras la herbivoria se encontraron en R6
(valor p o+x 0,0277), sin embargo, la respuesta frente a chinches evidencio un patron
similar en los tres momentos, un pico a las 24 hs que luego desaparece a las 72 hs, a
excepcion del estadio R6 en el cual se mantuvo diferenciado de la situacion control
(Figura 4-15). En los Cuadro 4-5 y Cuadro 4-6 se detallan los valores de la media, error

estandar, valor p y nivel de significancia para cada tratamiento.
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Figura 4-15: Expresion transcripcional de proteina sensible al salicilico (PR1) luego de aplicados los
tratamientos de herbivoria (H: control, chinche 24 hs y chinche 72 hs) en cada momento de ontogenia
(O: R5; R5.5 y R6). Se realizd un ANOVA seguido del Test de comparaciones multiples Tukey.
Letras diferentes indican diferencias significativas (p< 0,05) entre tratamientos.

Cuadro 4-5: Resumen del analisis estadistico ANOVA seguido del Test de comparacion multiple
Tukey para el gen ACC, letras diferentes significan diferencias significativas. Para cada variable se

detalla la media, Error Estdndar (EE), los valores p y nivel de significancia.

Test:Tukey Alfa=0,05 Ontog.enia R5 R5.5 R6 Herbi\{oria CONTROL |CH24 CH 72
Expresion DMS=1,78774 Medias 2,8 3,91 5,42 Medias 0,4 4,3 7,43
de AcC n 9 9 9 n 9 9 9
Error: 2,1601 gl: 16 E:E. 0,49 0,49 0,49 E:E. 0,49 0,49 0,49
Sig. A AB B Sig. A B C

Cuadro 4-6: Resumen del analisis estadistico ANOVA seguido del Test de comparacion multiple
Tukey para el gen PR1, letras diferentes significan diferencias significativas. Para cada variable se

detalla la media, Error Estandar (EE), los valores p y nivel de significancia.

Expresion de
PR1

Test:Tukey Ontogenia R5 R5 R5 R5.5 R5.5 R5.5 R6 R6 R6
Alfa=0,05 Herbivoria CONTROL CH 24 CH72 CONTROL CH 24 CH72 [ONTROL| CH24 CH 72
DMS=6,61324 Medias 0,17 6,51 1,81 -6,70E-07 5,7 1,32 0 13,72 8,74

n 3 3 3 3 3 3 3 3 3
Error: 5,1837 gl: 16 E.E. 1,31 1,31 1,31 1,31 1,31 1,31 1,31 1,31 1,31
Sig. A AB A A AB A A C BC
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4.7.4. Produccién de defensas inducidas durante el llenado:

CPly TPI

Hasta ahora se ha descripto la respuesta de la expresion de genes vinculados a la
via de las lipoxigenasas frente al dafio provocado por Nezara viridula. Ahora bien, para
determinar si existe un efecto del momento del llenado y la herbivoria sobre la
produccion de defensas, se evaluaron la expresion y actividad de los dos tipos de
inhibidores de proteasas estudiados anteriormente en el capitulo 3: CPl'y TPI.

- Inhibidores de cistein proteasas (CPI)

En la Figura 4-16 se puede observar la respuesta encontrada para distintos genes
que codifican para inhibidores de cistein proteasas (N2, R1 y L1). Luego de realizado el
experimento descripto en 4.6.2, se encontré que los tres genes responden de manera
diferencial a lo largo del llenado. Los niveles de expresion de N2 no se vieron
modificados por el momento del llenado (valor po 0,3609) mientras que la herbivoria
provocd un aumento significativo de la expresion de igual magnitud en los tres momentos
(valor pn 0,0001) (Figura 4-16, a). Distinta fue la respuesta de R1 que no mostré cambios
en su expresion a lo largo del llenado y tras la herbivoria, a excepcion del estadio R,
momento en el cuél los niveles de transcriptos fueron significativamente mayores luego
del dafio de chinches (siendo mayor a las 24 hs, valor po < 0,0001) (Figura 4-16, b).
Por ultimo, dependiendo del momento del llenado (valor po 0,0416), la respuesta a la
herbivoria (valor pn 0,053) fue distinta para el gen L1. En R5 el dafio de chinches
provocd un aumento de la expresion luego de 24 hs, efecto que desaparecid a las 72 hs.
En R5.5 y R6 se observo el mismo patron de induccidn, donde el efecto de la herbivoria
se hallé a las 72 hs, alcanzando el mayor nivel de expresion en el estadio R6 (Figura
4-16, c). La actividad de los CPI disminuyé a lo largo del llenado (valor po <0,0001). Sin

embargo, la herbivoria indujo la produccion de estas defensas desde las 24 hs que se
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mantuvo hasta las 72 hs en todos los momentos del llenado (valor pn 0,0001) (Figura
4-16, d). Los Cuadro 4-7 y Cuadro 4-8 se detallan los valores de la media, error estandar,

valor p y nivel de significancia para cada tratamiento.
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Figura 4-16: Expresion transcripcional de los inhibidores de cistein proteasas a) N2, b) Rlyc) L1y
d) actividad de inhibidores de cistein proteasas luego de aplicados los tratamientos de herbivoria (H:
control, chinche 24 hs y chinche 72 hs) en cada momento de ontogenia (O: R5; R5.5y R6). Se realiz6
un ANOVA seguido del Test de comparaciones multiples Tukey. Letras mayuUsculas diferentes
indican diferencias significativas (p< 0,05) entre los niveles de ontogenia (O) mientras que letras
minusculas indican diferencias entre los niveles de herbivoria (H).
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Cuadro 4-7: Resumen del analisis estadistico ANOVA seguido del Test de comparacion multiple
Tukey para los genes N2 y R1, letras diferentes significan diferencias significativas. Para cada
variable se detalla la media, Error Estandar (EE), los valores p y nivel de significancia.

Test:Tukey Ontogenia R5 R5 RS R5.5 R5.5 R5.5 R6 R6 R6

Alfa=0,01 Herbivoria|CONTROL | CH24 CH72 CONTROL CH24 CH72 CONTROL | CH24 CH72

Expresion de DMS=9,89312 Medias 0,23 7,47 5,66 2,03 511 7,51 6,70E-08 13,52 533
N2 n 3 3 3 3 3 3 3 3 3

Error: 7,5843 gl: 16 E.E. 1,59 1,59 1,59 1,59 1,59 1,59 1,59 1,59 1,59

Sig. A AB AB A AB AB A B AB

Test:Tukey Ontogenia R5 R5 RS R5.5 R5.5 R5.5 R6 R6 R6

Alfa=0,05 Herbivoria|CONTROL | CH24 CH72 CONTROL CH24 CH72 CONTROL | CH24 CH72

Expresion de DMS=4,98962 Medias 2,70E-07 1,53 1,04 -0,81 0,3 0,63 1,70E-08 18,49 8,63
R1 n 3 3 3 3 3 3 3 3 3

Error: 2,9508 gl: 16 E.E. 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99
Sig. A A A A A A A C B

Cuadro 4-8: Resumen del analisis estadistico ANOVA seguido del Test de comparacion multiple
Tukey para el gen L1 y actividad de CPI, letras diferentes significan diferencias significativas. Para
cada variable se detalla la media, Error Estandar (EE), los valores p y nivel de significancia. “*”
implica que los datos fueron transformados para cumplir con los supuestos de homogeneidad de
varianza y normalidad.

Test:Tukey Ontogenia R5 R5.5 R6 Herbivoria| CONTROL CH24 CH72
L. Alfa=0,05 Medias 1,19 0,74 3,71 Medias 0,24 2,15 3,26
Expresion de
11 DMS=2,96074 n 9 9 9 n 9 9 9
Error: 5,9246 gl: 16 E:E. 0,81 0,81 0,81 E:E. 0,81 0,81 0,81
Sig. AB A B Sig. A AB B
Test:Tukey Ontogenia R5 R5.5 R6 Herbivoria| CONTROL CH?24 CH 72
Actividad de Alfa=0,05 Medias 3,38 2,91 2,54 Medias 2,73 2,93 3,24
cPI* DMS=0,16133 n 15 13 14 n 15 14 13
Error: 0,0298 gl: 29 E:E. 0,04 0,05 0,05 E:E. 0,04 0,05 0,05
Sig. C B A Sig. A B C

- Inhibidores de tripsin proteasas (TPI)

En la Figura 4-17, se puede observar la respuesta TPl a los tratamientos de
herbivoria en los distintos momentos del Ilenado. Dentro del grupo de los inhibidores del
tipo kunitz (gen Kz) se encontr6 una fuerte induccion de la expresion luego de las 72 hs
del dafio de chinche y dicha induccion aumenté a medida que avanza el llenado,
alcanzando el mayor nivel de induccion en el estadio R6 (Figura 4-17, a). Por otro lado,
dentro del grupo de los inhibidores del tipo Bowman-Birk (gen BBCII) se encontré que la
respuesta frente a la herbivoria depende del momento del llenado en que ocurra (valor
po=H 0,0039). Al principio del Ilenado, la herbivoria provoca un aumento de la expresion
de BBCII a las 72 hs mientras que en R5.5 dicha induccion aparece a las 24 hs y

desaparece en R6, en donde no se detecto efecto de la herbivoria (Figura 4-17, b).
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La actividad TPI en el control (sin dafio) no se modificd a lo largo del llenado,
pero si fue distinta la respuesta frente a la herbivoria en cada estadio (valor po++ 0,0207)
donde la mayor diferencia respecto al control se detectdé en R5 luego de las 24 y 72 hs.
Una respuesta diferente se encontro en los siguientes estadios (R5.5 y R6) donde a las 72
hs no se mantuvo en el mismo nivel la actividad de TPI, como ocurre en R5 (Figura 4-17,

C).
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Figura 4-17: Expresion transcripcional de los inhibidores de tripsin proteasas a) Kz, b) BBCII y ¢)
concentracién de inhibidores de tripsin proteasas luego de aplicados los tratamientos de herbivoria
(H: control, chinche 24 hs y chinche 72 hs) en cada momento de ontogenia (O: R5; R5.5 y R6). Se
realizo6 un ANOVA seguido del Test de comparaciones mdaltiples Tukey. Letras mayusculas
diferentes indican diferencias significativas (p< 0,05) entre los niveles de ontogenia (O) mientras que
letras minudsculas indican diferencias entre los niveles de herbivoria (H).
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Cuadro 4-9: Resumen del analisis estadistico ANOVA seguido del Test de comparacion multiple
Tukey para los genes Kz y BBCII y la actividad de TPI, letras diferentes significan diferencias
significativas. Para cada variable se detalla la media, Error Estandar (EE), los valores p y nivel de
significancia.

Test:Tukey Ontogenia R5 R5 RS R5.5 R5.5 R5.5 R6 R6 R6
Alfa=0,05 Herbivoria|CONTROL | CH24 CH72 CONTROL CH24 CH72 CONTROL | CH24 CH72
Expresion de DMS=3,65363 Medias 3,30E-08 0,42 8,71 0,28 0,28 12,04 6,30E-08 1,8 14,41
Kz n 3 3 3 3 3 3 3 3 3
Error: 1,5822 gl: 16 E.E. 0,73 0,73 0,73 0,73 0,73 0,73 0,73 0,73 0,73
Sig. A A B A A BC A A C
Test:Tukey Ontogenia R5 R5 RS R5.5 R5.5 R5.5 R6 R6 R6
Alfa=0,05 Herbivoria|CONTROL | CH24 CH72 CONTROL CH24 CH72 CONTROL | CH24 CH72
Expresion de DMS=4,98962 Medias 1,00E-07 2,59 4,31 0,29 6,58 1,96 0,47 1,19 3,23
BBCII n 3 3 3 3 3 3 3 3 3
Error: 2,9508 gl: 16 E.E. 0,82 0,82 0,82 0,82 0,82 0,82 0,82 0,82 0,82
Sig. A ABC BC AB C AB AB AB ABC
Test:Tukey Ontogenia R5 R5 RS R5.5 R5.5 R5.5 R6 R6 R6
Alfa=0,05 Herbivoria|CONTROL | CH24 CH72 CONTROL CH24 CH72 CONTROL | CH24 CH72
Actividad de DMS=19,97632 Medias 23,64 61,36 57,74 29,11 60,2 41,99 26,37 49,25 30,56
TPI Error: 90,3848 gl: n 5 5 5 5 5 5 5 5 5
2 E.E. 4,25 4,25 4,25 4,25 4,25 4,25 4,25 4,25 4,25
Sig. A C C A C ABC A BC AB

4.8. Discusion

Con el llenado de los granos comienza la acumulacion de proteinas y aceites de
reserva (Li etal., 2015). A su vez, los granos pierden gradualmente humedad en el
proceso llamado desecacion, regulado hormonalmente por el etileno (Collakova et al.,
2013). De esta manera, la calidad del alimento con el que se encuentran las chinches va
modificandose a medida que avanza el llenado. Molina y Trumper (2012) han
demostrado que el tiempo de alimentacion de las chinches esta positivamente
correlacionado al dafio ocasionado y que a su vez tanto adultos como ninfas prefieren
vainas jovenes (R4-R6) en comparacion a vainas maduras (R7-R8). Las vainas maduras
contienen mayor pilosidad y son mas resistentes al dafio mecanico debido al mayor
contenido de lignina (Capeleti et al., 2005). Por dicha razon, los insectos deben realizar
mas pruebas (mas picaduras) y desplazarse durante mas tiempo alrededor de la vaina
hasta encontrar un sitio donde picar. Esta inversion de tiempo reduce el tiempo disponible
para la alimentacion propiamente dicha, por eso se observan mas picaduras en vainas

maduras comparando con vainas jovenes, donde el dafio puede ser mayor debido al
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tiempo que los insectos permanecen en un mismo sitio alimentandose (Molina y
Trumper, 2012).

Las plantas han desarrollado sistemas de defensas muy sofisticados para hacer
frente a la gran diversidad de amenazas que deben enfrentar a lo largo de su ciclo de vida.
Al comienzo del llenado las vainas acumulan proteinas de reserva (VSP, del inglés
vegetative storage protein). Dichas proteinas fueron identificadas como lipoxigenasas
acumuladas en vacuolas. Esta acumulacion es transitoria y ocurre por el exceso de
nitrdgeno que hay en las hojas debido a alta tasa de fotosintesis (fijacion de CO. y
asimilacién de nitrégeno), quedando disponibles para ser utilizadas en el crecimiento del
fruto (Franceschi y Giaquinta, 1983; Bunker et al., 1995). Por otro lado, varios estudios
han reportado el aumento de la actividad de las lipoxigenasas a medida que los tejidos
senescen (ej. Grossman y Leshem, 1978; Thompson et al., 1987; Tanteeratarm et al.,
1989; Gregorio et al., 2000; Zhang et al., 2022). Si bien no es clara la funcion especifica
de estas enzimas durante la senescencia, una posible respuesta es que son capaces de
neutralizar a las especies reactivas de oxigeno (anién superoxido principalmente)
generadas por la ruptura de membranas celulares (Parkhey et al., 2012).

Los resultados alcanzados en este capitulo aportan nuevos conocimientos acerca
de la dinamica de las lipoxigenasas en granos de soja en el crecimiento, ya que se
demuestra que los niveles de enzimas LOX aumentan con el avance del llenado. La sub-
rama 13-LOX, representada por LOX1, se indujo luego de la herbivoria a partir de R5.5
hasta R6, mientras que la via 9-LOX, representada por LOX3, aumentd sus niveles
constitutivos desde R5 hasta R6 pero, a su vez, fue inducida por el dafio de chinches
desde comienzo del llenado hasta fin del mismo. LOX 2, 13/9-LOX, se comporto como la
suma de ambas vias, es decir, se observo un aumento de los niveles constitutivos y se

mantuvo la induccion frente a la herbivoria. Por otro lado, estos resultados permiten
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jerarquizar en funcion de la importancia fisiologica frente a respuesta defensiva de la
siguiente manera: LOX1>LOX2>L0OX3, como se puede observar en los valores de
actividad enzimatica de las Figuras 4.11, 12y 13.

Respecto al impacto de estas diferencias en los niveles de genes LOX durante el
llenado sobre la regulacién de las defensas, se encontré que si bien la expresion
transcripcional de los inhibidores de proteasas (N2, R1, L1, Kz y BBCII) aument6 a lo
largo del llenado, la actividad de inhibidores parece verse afectada de manera inversa.
Los niveles constitutivos de TPl se mantuvieron iguales en los tres estadios analizados
pero la induccion luego de la herbivoria mostro diferencias, tales como mantenerse hasta
las 72 hs posteriores al dafio (R5) y solo mantenerse hasta las 24 hs (R5.5 y R6). Los
niveles constitutivos de CPI, en cambio, disminuyeron a lo largo del llenado, pero dentro
de cada estadio, el dafio de chinches tuvo el mismo efecto, es decir, provocd un aumento
de la actividad tanto a las 24 como a las 72 hs.

Las proteasas digestivas predominantes en el tracto digestivo de N. viridula
pertenecen al grupo de las catepsinas (cistein proteasas) (Sardoy et al., 2021). A su vez
los granos de soja contienen inhibidores de proteasas que representan el 6 % de las
proteinas totales (Duffey y Stout, 1996), de los cuales los CPI representan a un tipo de
inhibidores que se llaman competitivos, es decir, que compiten con las proteinas o
polipéptidos por el sitio activo de las cistein proteasas y su efecto puede contrarrestarse
aumentando la concentracion de proteinas blanco (es decir, las proteinas que al ser
degradadas liberan aminoacidos esenciales para los insectos). El tipo de alimento con el
que se encuentran las chinches al colonizar el cultivo de soja seria peor que con el que se
encuentran las generaciones siguientes dentro de la misma campafia, ya que al principio
del llenado los niveles de CPI son mayores y los de proteina soluble menores (resultando

una mayor concentracion relativa) mientras que hacia fin del llenado los niveles de CPI
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son menores, debido a un efecto de dilucion por una mayor acumulacion de proteinas
solubles y totales (Li et al., 2015). Esta razon podria estar explicando por qué a pesar de
la induccion de la respuesta defensiva, las chinches logran alimentarse exitosamente de

los granos de soja.
4.9. Conclusiones

La hipdtesis planteada en este capitulo establecia que en estados de desarrollo
iniciales la herbivoria por Nezara viridula provocaria una induccion de la via de las LOX
mucho mayor que en estadios mas avanzados en el desarrollo de la semilla. Las
diferencias que se encontraron en la expresion de genes LOX y la actividad de las
enzimas LOX estuvieron asociadas al momento del llenado, siendo mayores hacia el final
del mismo, rechazando la hipétesis inicial y alcanzando objetivo de determinar el efecto
del momento del llenado de los granos sobre la respuesta a la herbivoria.

Asimismo, la segunda parte del objetivo planteado fue determinar el efecto del
estado del llenado sobre la produccion de defensas. Se esperaba que, al comienzo del
llenado, los granos de soja fueran mas sensibles al dafio de chinches y por lo tanto la
respuesta defensiva fuera mayor, respecto a estados mas avanzados el llenado. Si bien la
sefializacion hormonal parece haber sido mayor hacia el final del llenado, la actividad de
los inhibidores de proteasas fue mayor en R5 (comienzo del llenado) que en R6 (final del

llenado), aceptandose parcialmente la hipétesis planteada.
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o. “Caracterizacion de la respuesta a las chinches en genotipos carentes
de LOX”

5.1. Uso de mutantes en estudios de la respuesta antiherbivoro

Las modificaciones genéticas para interferir en la produccion de LOX ha dado
como resultado una reduccion en la emision de compuestos volétiles, en la expresion de
genes de defensa, en la atraccion de parasitoides y un aumento del dafio en las plantas en
varias especies: Arabidopsis thaliana, Nicotiana attenuata y Solanum tuberosum, entre
otras (Royo etal., 1999; Kessler et al., 2004; Van Poecke y Dicke, 2004). El uso de
plantas transgénicas ha sido crucial para el entendimiento de estas respuestas. De esta
manera se ha encontrado que la supresion de la expresion de genes LOX se traduce en una
disminucion en la emision de compuestos volatiles y en la produccién de inhibidores de
proteasas (Ferrie et al., 1994; Griffiths et al., 1999; Ledn et al., 2002; Chen et al., 2004).
El uso de mutantes de especies modelo, como Arabidopsis thaliana, Solanum
licopersicum y Nicottiana atenuata han permitido caracterizar bioquimica Yy
molecularmente la sintesis de jasménico, asi como descubrir su rol fundamental en la
regulacion de defensas contra herbivoros y patdgenos necrotréficos (Howe, 2004;

Browse, 2009; Zhai et al., 2017).
5.2. Calidad de granos de soja para la industria alimentaria

En soja existen numerosos trabajos que han buscado reducir la actividad de las
lipoxigenasas de semillas debido que al oxidar acidos grasos poliinsaturados
(preferentemente linoleico y linolénico) producen hidroperéxidos conjugados que se
convierten en compuestos volatiles asociados con sabor desagradable, afectando el
consumo humano de los aceites y proteinas (Start et al., 1986; Song et al., 1990; Brash,

1999; Liavonchanka y Feussner, 2006).
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En la industria alimentaria, tratamientos como calor, microondas y extraccion con
solventes organicos han sido utilizados para eliminar dichas caracteristicas indeseables en
los subproductos de soja (aceites, leche, tofu) aumentando los costos de produccion
(Nishiba et al., 1995) y la solubilidad y actividad de las proteinas (MacLeod y Ames,
1988). De las tres isoenzimas de semillas, LOX2 ha sido identificada como la responsable
mas importante en el proceso de pérdida de calidad (Hildebrand y Kito, 1984; Davies
etal., 1987; Moreira etal., 1993). La eliminacion genética de lipoxigenasas fue un
camino para resolver esta problematica, sin afectar los rasgos asociados al rendimiento
(numero y peso de los granos) (Martins etal., 2002; Wang et al., 2020). Rawal et al
(2020) demostraron que la eliminacion del gen LOX2 de granos de soja realizando
introgresiones de una variedad comercial con una linea recesiva lox2lox2 fue posible de
manera exitosa sin afectar los rasgos de interés del cultivo, como dias a floracion, dias a
madurez, peso y numero de granos, rendimiento, contenido de proteinas y a su vez,

mejorando la longevidad de las semillas.
5.3. Herramientas biotecnoldgicas en el control de plagas

Hasta el dia de hoy existen herramientas biotecnoldgicas para el control de
lepiddpteros en maiz, como barrenador del tallo (Diatraea saccharalis), gusano cogollero
(Spodoptera frugiperda) e isoca de la espiga (Helicoverpa zea) y en soja, como oruga
militar (Spodoptera frugiperda), oruga medidora (Rachiplusia un y Pseudoplusia
includens) e isoca de las leguminosas (Anticarsia gemmatalis) que son controladas por la
transformacion genética de ambos cultivos con el gen Bt. Este gen codifica para una
proteina toxica para lepidopteros, producida por una bacteria llamada Bacillus
turingensis. Esta tecnologia ha sido utilizada durante mas de 20 afios de manera efectiva.

Para el control de chinches aun no existen herramientas de este tipo, por dicha razon es
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importante indagar y estudiar con qué estrategias defensivas cuenta el cultivo de soja para

regular la respuesta antiherbivoro.

5.4. Compromiso entre calidad alimentaria post-cosecha vy

capacidad defensiva durante la produccion

Varios estudios han indicado la relevancia fisiolégica de la via de las
lipoxigenasas en plantas bajo condiciones de estrés bidtico y abidtico, y sobre su rol
como reguladores de la produccion de defensas. Desde este punto de vista, la eliminacion
de las lipoxigenasas de los granos de soja se vuelve un tema controversial ya que se
podria estar afectando la capacidad de respuesta frente a plagas, como las chinches, que
se alimentan directamente de los granos. En la primera parte de esta tesis, se caracterizo
la respuesta defensiva de un genotipo de soja de referencia (Williams) tanto en un
momento especifico dentro del llenado de los granos (R6) (Capitulo 4) como a lo largo
del llenado (R5>R6) (Capitulo 5) y lo que se observo es que luego del dafio provocado
por la chinche verde, tanto la expresién como la actividad de lipoxigenasas aumenta y, a
su vez esto se correlacion6 con un aumento en los niveles de transcriptos y actividad de
inhibidores de proteasas. Ahora bien, para definir cuéal de las lipoxigenasas es la méas
relacionada a la regulacién de las defensas frente a chinches se trabajé con tres genotipos
mutantes para las isoenzimas LOX1, LOX2 y LOX3: P1408251 (mutante lox1), P186023
(mutante lox2) y P1205085 (mutante lox3) (Lenis et al., 2010) de manera de poder evaluar

si existe una enzima mas importante para regular dicha respuesta.
5.5. Objetivos e hipdtesis

El objetivo de este capitulo fue determinar si la ausencia de lipoxigenasas

aumenta la susceptibilidad de la soja al ataque de chinches. Las hipdtesis asociadas son
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que aquellas plantas de soja que no produzcan lipoxigenasas no seran capaces de producir
defensas directas cuando sean dafiadas por chinches y, su vez, los insectos se veran
beneficiados al encontrarse con un alimento libre de compuestos antinutritivos

(presentaran una mayor supervivencia).

5.6. Metodologia

5.6.1. Material botanico

Para determinar cual de las lipoxigenasas de semillas se encuentra vinculada a la
respuesta antiherbivoro se utilizaron 4 genotipos:

- Williams 82 (Lox1, Lox2, Lox3): expresa normalmente los genes de cada una de
las isoenzimas y es el genotipo de referencia

- P1408251 (mutante lox1): posee una mutacién de delecion de 74 pb en el exon 8,
creando un coddn de stop prematuro. Esto provoca que la proteina traducida se encuentre
truncada y pierda funcionalidad. En Esquema 5-1, se puede observar el sitio de mutacion
(Lenis et al., 2010)

- P186023 (mutante lox2): posee una mutacion de substitucion en sitio conservado
rico en histidinas que no impide la expresion del gen, pero si afecta a la funcionalidad de
la proteina, ya que afecta a su estructura y estabilidad (Kitamura, 1984; Wang et al.,
1994)

- P1205085 (mutante lox3): posee una mutacién por delecién de una base en el
exon 1, lo que provoca un cambio en el marco de lectura dando como resultado un codon
de stop, por lo que la proteina también se encuentra truncada y sin funcionalidad (Lenis

et al., 2010).
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Esquema 5-1: Representacion de la ubicacién cromosémica de LOX1, LOX2 (cromosoma 13) y LOX3
(cromosoma 15) (@), ubicacion de las mutaciones en los genes lox1, lox2 y lox3 en los genotipos
mutantes utilizados en este trabajo. Se esquematiza la estructura completa de cada gen en el genotipo
de referencia Williams 82. Las flechas negras indican los sitios de mutacion.

5.6.2. Disefo experimental

Experimento 3

Para completar el objetivo 1 (identificar la/s enzima LOX involucrada en la
regulacién de las defensas en semillas de soja en crecimiento) se realizd un experimento
en el cual se utilizaron los 4 genotipos descriptos anteriormente. El disefio experimental
respondio a un DCA (disefio completamente aleatorizado) en parcelas divididas, donde el
factor genotipo se asigno al azar en parcelas mayores (4 parcelas de 6 m x 6 m) y el factor
herbivoria se asigno aleatoriamente cuando las plantas se alcanzaron en el estado R6. Las
condiciones de siembra, raleo y mantenimiento de las plantas hasta alcanzar el estadio R6
fueron las mismas que las descriptas en la seccion 2.1 del capitulo 2. De acuerdo con la

finalidad de uso (analisis de expresion, actividades enzimaticas y compuestos de defensa)
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se obtuvieron 4 o 5 réplicas independientes. Las muestras extraidas fueron conservadas a
-80°C para su posterior analisis (Esquema 5-2).

Genotipo A Genotipo B Genotipo C Genotipo D

o cH a oM o o d & o o B oM ch q 2

) D MEI D MEI B MEJA Dh

H ¢ H £ i H £ H

Esquema 5-2: Disefio experimental del experimento 3. Las parcelas grandes corresponden a cada
genotipo (a modo de esquema representativo se utilizaron las etiquetas A, B, C y D). Para realizar los
tratamientos se seleccionaron plantas al azar. Referencias: C: sin dafio, control; DM: dafio mecanico;
SA: aplicacion de 4cido salicilico; JA: aplicacion de acido jasménico; CH: dafio por chinche durante
30 minutos a partir de la alimentacion efectiva.

Experimento 4:

Para determinar los efectos de las defensas reguladas por el JA sobre el
crecimiento y supervivencia de los insectos se realizd otro experimento en el cual se
utilizaron plantas de los 4 genotipos que se cultivaron hasta alcanzar el estado R6. Se
sembraron semillas de cada genotipo en parcelas de 3 m x 3 m (una parcela por genotipo)
con las mismas condiciones de distanciamiento que los experimentos descriptos
anteriormente (200 pl/parcela). Al llegar a R6 se seleccionaron 6 ramas/genotipo que
fueron aisladas con bolsas de tul de 30 cm x 70 cm. En la mitad de dichas bolsas se
colocaron 60 ninfas de Nezara viridula de 2do estadio que fueron observadas diariamente
durante 4 dias registrando individuos muertos y vivos (supervivencia), mientras que la
otra mitad de bolsas fue reservada como control, sin ninfas. Por otro lado, al culminar con
el periodo de observacion, se cosecharon las vainas presentes en las ramas aisladas para
la determinacion de compuestos de defensas (inhibidores de proteasas e isoflavonoides)

(Esquema 5-3).
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Esquema 5-3: Experimento de supervivencia de ninfas de Nezara viridula. Dentro de cada parcela se
sembraran distintos genotipos (Williams y mutantes P186023 (mutante lox2), P1205085 (mutante
lox3) y P1408251 (mutante lox1). Se colocaron bolsas de tul para aislar las ramas y colocar dentro 60
individuos juveniles y asi poder estimar la supervivencia.

Para evaluar la supervivencia de los insectos en los diferentes genotipos se realizé
el Test de Supervivencia (Log-rank test) utilizando el programa PRISM 5, haciéndose un
analisis global (todos contra todos). Las curvas de supervivencia se analizaron con el test
Gehan-Breslow-Wilcoxon que otorga mas peso a los resultados obtenidos durante los
primeros dias del experimento. Se eligié este analisis estadistico teniendo en cuenta que
los insectos demuestran mayor sensibilidad a los agentes externos durante los primeros

estadios (Zavala y Baldwin, 2004; Zavala et al., 2008b).

5.6.3. Determinacion isoflavonoides

La extraccion de isoflavonoides consistid de 2 etapas:
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1)  Extraccion de la fase lipidica: para ello se utilizaron 0.2 g de semillay 5
ml de ciclo hexano (100%).

2)  Extraccién de la fraccion de isoflavonoides: al sobrenadante de la
extraccion anterior se le agreg6 en 2 etapas sucesivas 5 ml de metanol + rutina
(est&ndar interno).

El solvente se evapor6 en Rotavap a 40 °C. Posteriormente, el extracto se diluyo
en 0.5 ml de metanol (100%) y se centrifugd durante 5 min a 10000 rpm. EI sobrenadante
se colocd en un vial y se realiz6 la cuantificacion por Cromatografia Liquida de Alta
Resolucion en un equipo HPLC Agilent 1100 A series con detector UV de longitud de
onda multiple. La separacion se realizé en una columna analitica Eclipse XDB-C18 4,6 x
150 mm. La fase movil consistié en un gradiente de 15— 60% de acetonitrilo en 0.1%
acido acético durante 60 min con un flujo de 1 mL/ min y el volumen sembrado fue de 5
ul. Los compuestos fueron medidos con el detector a A 270 nm. Los tiempos de retencién
y la cuantificacion para rutina, genistina, daidzina, genisteina y daidzeina se obtuvieron

por comparacion con estandares conocidos (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

5.6.4. Determinacion de la expresion de genes

La metodologia utilizada para estudiar la expresion de genes fue la misma que la
descripta en el capitulo 4, ya que se utiliz6 la misma técnica PCR en tiempo real (qPCR)
y los mismos métodos de calculo. En este caso se utiliz6 como control de tratamiento a la
expresion del genotipo Williams sin dafio, es decir, los niveles de trascriptos de todos los
tratamientos (generados por la combinacion genotipo x herbivoria) fueron relativizados a
la situacion control del genotipo normal, para poder comparar entre genotipos los niveles

de expresion.
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5.6.5. Determinacion de hormonas

Para determinar el efecto de la herbivoria sobre la sintesis de hormonas en los
diferentes genotipos, muestras de semillas que habian sido reservadas a -80°C fueron
pulverizadas con nitrdgeno liquido y liofilizadas. 10 mg de material (peso seco) fue
agitado a temperatura ambiente durante 30 min en el agitador Starlab, con 1 mL de una
solucién de metanol:agua (7:3) que contenia 20 ug de d4-SA 'y d5-IAA, y 10 pg de d6-JA
y d6 -ABA, como estandares internos. Las muestras fueron centrifugadas a 16.000 g a 4
°C durante 5 min. El sobrenadante fue transferido a un balén de 50 mL y evaporado en un
programa de vacio rapido a 45 °C durante 2,5 h. Los extractos fueron disueltos en 100 uL
de soluciéon metanol:agua (1:1) con acido férmico al 0,05% , vortexeados y centrifugados
a 16.000 g a 4 °C durante 10 min. El sobrenadante fue transferido a viales de HPLC y
reservado a -20 °C. Se utilizaron 5 réplicas biologicas por tratamiento. La cuantificacién
de fitohormonas se realizé por HPLC-MS/MS segun Trapp et al. (2014) en un sistema
HPLC Agilent 1100 acoplado a espectrémetro de masas (Thermo Scientific, Bremen,

Alemania).

5.7. Resultados

5.7.1. Efecto de la herbivoria sobre de la expresién y actividad

de lipoxigenasas en genotipos mutantes lox

Para saber si la presencia de lipoxigenasas en semillas de soja es crucial para la
regulacién de las defensas antiherbivoro, se analizaron los niveles de transcriptos y
actividad de LOX1, LOX2 y LOX3 en cada uno de los genotipos descriptos
anteriormente, bajo la hipotesis planteada en la cual se establece que al menos una de las

tres enzimas LOX participa en la regulacion de defensas en semillas de soja.
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Respuesta de LOX 1: En Williams se encontr6 la misma respuesta descripta en los

capitulos anteriores, en donde los niveles de expresion aumentaron luego de 24 hs de
dafio de chinche. Lo mismo ocurrié con los genotipos mutantes P186023 (mutante lox2) y
P1205085 (mutante lox3), cuyos niveles constitutivos e inducidos (chiche 24 hs) fueron
mayores que en Williams. En cambio, en el genotipo P1408251 (mutante lox1) se observo
que los niveles de transcripto fueron muy bajos (Figura 5-1, a). Estos resultados
coincidieron con actividad de LOX1 (Figura 5-1, b) donde se pudo observar que en el
genotipo P1408251 la actividad de LOX1 fue menor que en los demas genotipos y no fue

alterada luego de la herbivoria.
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Figura 5-1: a) Expresion transcripcional del gen LOX1 y b) actividad enzimatica de LOX1 luego de
aplicados los tratamientos de herbivoria (H: control, chinche 24 hs) en cada genotipo (Williams,
P1408251, P186023, P1205085). Se realiz6 un ANOVA bifactorial, seguido del Test de comparaciones
multiples Tukey. Letras diferentes indican diferencias significativas (p< 0,05).

Respuesta de LOX 2: La expresion basal de LOX2 en los genotipos mutantes fue

mayor que en Williams, sin embargo, no se encontraron inducciones significativas luego

del dafio de chinche (solo se observé una tendencia a un aumento (pe++ 0.0102). También

se observo que la expresion de LOX2 se encuentra alterada en el genotipo Pl 408251
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(mutante lox1) (Figura 5-2, a). No se encontraron diferencias en la actividad de LOX2

entre los 4 genotipos.

a)

b)

Expresion relativa LOX2

AE LOX 2 (OD/mgprot/min)

60
D G*H 0,0102
o
[+]
E 40'
3 cD D
N * v
[N
> 1 B8 co
S5 R
201 BC . o
AB AB A
0- : D, e
0.08
G*H 0,0036
0.061 c BC
C o
BC A
[ * C
0.041 . E N
AB T
o®e A ’
0.021 o
0.00 - ” :
— 0 = — %) — %)
: ¢ g 2 g ¢ g ¢
I - L lox1 Ion2 L lox3 I
Williams
Pl 408251 Pl 86023 Pl 205085

Figura 5-2: a) Expresion transcripcional del gen LOX2 y b) actividad enzimética de LOX2 luego de
aplicados los tratamientos de herbivoria (H: control, chinche 24 hs) en cada genotipo (Williams, PI
408251, PI1 86023, Pl 205085). Se realiz6 un ANOVA bifactorial, seguido del Test de comparaciones
multiples Tukey. Letras diferentes indican diferencias significativas (p< 0,05).

Respuesta de LOX 3: Los niveles constitutivos de expresion de LOX3 fueron

mayores en los 3 genotipos mutantes, comparando con Williams. Sin embargo, no se
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encontrd un aumento de la expresion luego de la herbivoria (Figura 5-3, a). Por otro lado,

el dafio de chinche provoco un aumento en la actividad de LOX3 sdlo en Williams (pe*H

0.0029). La actividad de esta enzima fue mucho menor en los genotipos mutantes (Figura

5-3, b)
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Figura 5-3: a) Expresion transcripcional del gen LOX3 y b) actividad enzimatica de LOX3 luego de
aplicados los tratamientos de herbivoria (H: control, chinche 24 hs) en cada genotipo (Williams, Pl
408251, PI1 86023, Pl 205085). Se realiz6 un ANOVA bifactorial, sequido del Test de comparaciones
multiples Tukey. Letras diferentes indican diferencias significativas (p< 0,05).

5.7.2. Respuesta defensiva frente al dafio de chinches

- Inhibidores de cistein proteasas (CPI)

Dentro del estudio de la expresion de genes de CPI1 (N2, R1y L1) se encontrd que
la expresion L1 y R1 aumentd luego de la herbivoria s6lo en Williams (pe+n 0,0113),
mientras que en el resto de los genotipos no se hallo respuesta (Figura 5-4, a 'y b
respectivamente). R1 disminuy6 la expresion luego del dafio de chinche en el genotipo
mutante lox1, Pl 408251, mientras que en el resto de los mutantes la expresion fue mas
baja comparado con Williams y no se vio afectada por la herbivoria (Figura 5-4, b). Por
ultimo, el gen L1 no fue inducido por la herbivoria en ninguno de los genotipos
estudiados pero sus niveles fueron mayores en el genotipo de referencia (ps <0,0001)
(Figura 5-4, c).

La actividad de CPI fue inducida por la herbivoria sélo en Williams comparado
con la situacion control mientras que en el genotipo mutante lox1 (P1 408251) el dafio de
chinche provoco la disminucion de la actividad de este tipo de inhibidores. Los otros dos
genotipos no se vieron afectados por la herbivoria y los niveles constitutivos de CPI
fueron menores que la situacion control en el genotipo normal, correspondiéndose con lo

encontrado en el andlisis de expresién (Figura 5-5).
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Figura 5-4: Expresion transcripcional de CPIl: N2 (a), R1 (b) y L1 (c) luego de aplicados los
tratamientos de herbivoria (H: control, chinche 24 hs) en cada genotipo (Williams, Pl 408251, PI
86023, Pl 205085). Se realiz6 un ANOVA bifactorial, seguido del Test de comparaciones multiples
Tukey. Letras diferentes indican diferencias significativas (p< 0,05).
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Figura 5-5: Actividad de CPI luego de aplicados los tratamientos de herbivoria (H: control, chinche
24 hs) en cada genotipo (Williams, Pl 408251, Pl 86023, Pl 205085). Se realizd un ANOVA
bifactorial, seguido del Test de comparaciones multiples Tukey. Letras diferentes indican diferencias
significativas (p< 0,05).

- Inhibidores de tripsin proteasas (TPI)

La expresion del TPI del tipo Kunitz (Pl Kz) se vio afectada diferencialmente
segun el genotipo y la herbivoria. En el genotipo Williams se encontraron los mayores
niveles de expresion y un aumento en la expresion luego de la herbivoria. Los genotipos
mutantes lox2 (Pl 86023) y lox3 (Pl 205085), presentaron menor nivel de expresion basal
comparado con Williams, sin embargo, el dafio de chinche provoc6 una induccion
significativa de la expresion (pn 0,0026). Los niveles méas bajos de expresion de Pl Kz se
hallaron en el genotipo mutante lox1 (Pl 408251), que se diferencio de todos los

genotipos y en el cual la herbivoria no provocé ningun efecto (Figura 5-6, a).
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Respecto a la expresion del otro tipo de TPIs, el tipo Bowman-Birk (P1 BBCII), si
bien no se encontraron diferencias significativas en ninguno de los genotipos estudiados,
se pueden observar fuertes tendencias en el genotipo normal, en el cual la expresion
parece aumentar en respuesta a la herbivoria, mientras que en el genotipo Pl 408251 la
herbivoria parece afectar negativamente la expresion del gen comparando con su
situacion control (Figura 5-6, b).

Por ultimo, la herbivoria solo provoc6 un aumento en la actividad de TPI en los
genotipos mutantes lox2 (Pl 86023) y lox3 (PI 205085), mientras que en Williams vy el
mutante lox1 (Pl 405251) se mantuvieron como en las situaciones control, sin diferencias

significativas (Figura 5-7).
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Figura 5-6: Expresion transcripcional de inhibidores de tripsin proteasas: Pl Kz (a) y PlI BBCII (b)
luego de aplicados los tratamientos de herbivoria (H: control, chinche 24 hs) en cada genotipo
(Williams, P1 408251, PI 86023, Pl 205085). Se realizd6 un ANOVA bifactorial, seguido del Test de

comparaciones multiples Tukey. Letras diferentes indican diferencias significativas (p< 0,05).
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Figura 5-7: Actividad de TPI luego de aplicados los tratamientos de herbivoria (H: control, chinche
24 hs) en cada genotipo (Williams, Pl 408251, Pl 86023, Pl 205085). Se realizo un ANOVA
bifactorial, seguido del Test de comparaciones multiples Tukey. Letras diferentes indican diferencias
significativas (p< 0,05).

5.7.3. Efecto de la herbivoria sobre las vias de sintesis de las

hormonas ET y SA

La expresion de ACC y PR1, vinculados con las vias de sefializacion del etileno y
acido salicilico, respectivamente, fue inducida por la herbivoria s6lo en Williams
mientras que en los genotipos mutantes los niveles de transcriptos fueron

significativamente menores comparado con el genotipo normal (Figura 5-8)
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Figura 5-8: Expresion transcripcional de ACC (a) y PR1 (b) luego de aplicados los tratamientos de
herbivoria (H: control, chinche 24 hs) en cada genotipo (Williams, Pl 408251, PI 86023, Pl 205085).
Se realiz6 un ANOVA bifactorial, seguido del Test de comparaciones multiples Tukey. Letras
diferentes indican diferencias significativas (p< 0,05).
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5.7.1. Efecto de la exposicion a MeJA sobre la actividad de

lipoxigenasas y la generacion de compuestos de defensa

La exposicion a MeJA sdlo provocd un aumento en la actividad de LOXS3,
mientras que en los deméas genotipos la actividad de esta enzima se mantuvo en los
niveles minimos. Respecto a LOX1 y LOX2 no se observaron diferencias significativas
por efecto del tratamiento hormonal (Figura 5-9).

Estos resultados fueron completados con la determinacion de los niveles de
defensas (inhibidores de proteasas), con el fin de conocer si la aplicacion exdgena de
MeJA era capaz de restablecer la sefial regulada por las LOX en los genotipos mutantes.
Segun los resultados que arrojé el analisis de los CPI, el MeJA provocé un aumento de la
actividad de inhibidores en Williams, mientras que no provocé cambios en los demés
genotipos (Figura 5-10, a). Por otro lado, el MeJA provoc6 un aumento significativo en la
actividad de los TPI en dos genotipos mutantes (Pl 86023 y Pl 205085), mientras que en
Williams y Pl 408251 la aplicacion exdgena de la hormona no tuvo efecto sobre estas

defensas (Figura 5-10, b).
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Figura 5-9: Actividad de LOX1 (a), LOX2 (b) y LOX3 (c) luego de aplicados los tratamientos de
hormona (H: control, MeJa) en cada genotipo (Williams, P1 408251, Pl 86023, Pl 205085). Se realiz
un ANOVA bifactorial, sequido del Test de comparaciones multiples Tukey. Letras diferentes
indican diferencias significativas (p< 0,05).
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Figura 5-10: Actividad de CPI (a) y TPI (b) luego de aplicados los tratamientos de hormona (H:
control, MeJa) en cada genotipo (Williams, P1 408251, P1 86023, Pl 205085). Se realiz6 un ANOVA
bifactorial, seguido del Test de comparaciones multiples Tukey. Letras diferentes indican diferencias
significativas (p< 0,05).

5.7.2. Supervivencia de ninfas frente a los distintos genotipos

- Supervivencia de Nezara viridula
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Para evaluar el efecto de la respuesta defensiva de las plantas de soja sobre la
supervivencia de insectos y asi poder determinar la influencia de la actividad especifica
de cada enzima LOX se analizd la supervivencia (% de individuos vivos) de ninfas de
2do estadio. La supervivencia de neonatos fue mayor en los genotipos mutantes lox1 y
lox2 comparado con Williams y menor en aquellos individuos colocados sobre el
genotipo mutante lox3 (Cuadro 5-1). Las chinches colocadas en Williams presentaron
niveles de supervivencia intermedios entre esto 3 genotipos mutantes, siendo menor la
supervivencia comparada con los genotipos P1408251 y PI86023 (valor p 0,0341 y

0,0005, respectivamente) y mayor comparando con el genotipo P1205085 (valor p

0,0406) (Figura 5-11).

100+
S 80f
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) .
@ Williams
201 ® P1408251 (lox1)
4 PI86023 (lox2)
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0 1 2 3 4 5

dias

Figura 5-11: Porcentaje de supervivencia de ninfas de Nezara viridula alimentadas sobre plantas de

soja en R6 de los genotipos Williams, Pl 408251 (mutante lox1), Pl 86023 (mutante lox2) y P1 205085
(mutante lox3).

Cuadro 5-1: y?y valor p de un log-rank test para hipdtesis globales de supervivencia de ninfas de
Nezara viridula y de comparaciones simples entre genotipos.

Comparacién 1 g.l. p-valor Sig.
Global 35,66 3 <0,0001 Fkkk
Williams vs. P1408251 (lox1) 4,487 1 0,0341 *

Williams vs. P186023 (lox2) 12,22 1 0,0005 il
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Williams vs. P1205085 (lox3) 4,193 1 0,0406 *
P1408251 (lox1) vs. P186023 (lox2) 3,129 1 0,0769 ns
P1408251 (lox1) vs. P1205085 (lox3) 15,33 1 < 0,0001 falaleled
P1205085 (lox3) vs. P186023 (lox2) 32,1 1 <0,0001 falalalel

- Efecto de la presencia de ninfas sobre la produccion de inhibidores de proteasas

Luego de los 4 dias en los cuales se registro la supervivencia de ninfas en el
experimento 4, se recolectaron las vainas de las ramas que se aislaron para esta finalidad
y se reservaron en ultrafreezer -80°C para la posterior cuantificacion de compuestos de
defensas.

La actividad de CPI fue afectada por el genotipo (G < 0.0001), diferenciandose Pl
408251 (mutante lox1) de los demés genotipos. A su vez la herbivoria indujo la actividad
de los CPI en Williams y Pl 205085 (mutante lox3) (H< 0,0001) (Figura 5-12). La
actividad de TPI fue mayor en los genotipos Williams y Pl 205085 (p<0.0001), en los
cuales, ademas, la herbivoria provocd un aumento en la actividad, comparado con la
situacion control (plantas sin dafio) (p 0,0037). En los genotipos mutantes lox1 y lox2, en

cambio, se observd que los TPI no respondieron a la herbivoria (Figura 5-13).
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Figura 5-12: Actividad de inhibidores de cistein proteasas (CPI). Los tratamientos Control
representan las bolsas de tul que se colocaron en las ramas sin ninfas de Nezara viridula y Ninfas
representas las bolsas en las que se colocaron 60 ninfas. Se realizé un ANOVA bifactorial, seguido del
Test de comparaciones multiples Tukey. Letras diferentes indican diferencias significativas (p< 0,05).
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Figura 5-13: Actividad de inhibidores de tripsin proteasas (TPI). Los tratamientos Control
representan las bolsas de tul que se colocaron en las ramas sin ninfas de Nezara viridula y Ninfas
representas las bolsas en las que se colocaron 60 ninfas. Se realizd6 un ANOVA bifactorial, sequido del
Test de comparaciones multiples Tukey. Letras diferentes indican diferencias significativas (p< 0,05).

- Efecto de la presencia de ninfas sobre la sintesis de isoflavonoides

Los niveles de isoflavonoides daidzina, genistina, daidzeina y genisteina se vieron
afectados por la interaccion del genotipo con la herbivoria. En términos generales, los
compuestos se indujeron luego del dafio de chinches, y solo para el caso de la daidzeina
se encontraron diferencia en los niveles constitutivos en los genotipos Pl 408251 (lox1) y
P1 86023 (lox2). En el caso de la daidzeina y genistina los niveles constitutivos fueron

menores en P1 86023 y Pl 408251, respectivamente (Figura 5-14).
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Figura 5-14: Contenido de isoflavonoides (mg/mg peso fresco): Daidzina (a), Genistina (b), Daidzeina
(c) y Genisteina (d). Los tratamientos Control representan las bolsas de tul que se colocaron en las
ramas sin ninfas de Nezara viridula y Ninfas representas las bolsas en las que se colocaron 60 ninfas.
Se realizé un analisis no paramétrico Test de comparaciones multiples Kruskal Wallis. Letras
diferentes indican diferencias significativas (p< 0,05).

5.7.3. Caracterizacion del perfil hormonal en cada uno de los

genotipos

Muestras del experimento 3 fueron utilizadas también para la deteccion de los

niveles hormonales tanto en los controles de tratamiento como luego de la herbivoria. El

dafio de adultos de N. viridula provocd un cambio en el perfil hormonal de cada genotipo

estudiado. A las 24 hs de iniciado el dafio de chinches en el genotipo de referencia
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Williams se indujo el JA (p 0,0159), el ET (p 0,0079), el SA (p 0,0043), y el ABA (p
0,0079) (Figura 5-15).

Ahora bien, respecto a la respuesta a chinches de los otros genotipos estudiados,
la produccién de JA se indujo tanto en P1408251 (mutante lox1) como en PI83023
(mutante lox2) mientras que P1205025 (mutante lox3) no evidencié cambios en el
contenido de JA, sin embargo, los niveles constitutivos fueron significativamente
mayores a los de Williams (p 0.0159) (Figura 5-15, a). De manera contraria a lo
encontrado en Williams, los niveles de jasmonil-isoleucina (JA-1lle) aumentaron con la
herbivoria en los tres genotipos (Figura 5-15, b). Por otro lado, la produccion de ET
aumentd en todos los genotipos excepto en PI83023, encontrdndose las mayores
inducciones en Williams y P1205025 (Figura 5-15, ¢). Por altimo, la produccion de SA se
vio afectada por el genotipo, ya que los tres genotipos mutantes mostraron una respuesta
opuesta al comportamiento observado en Williams. Mientras en Williams la produccion
de SA aumentd luego de la herbivoria, en los mutantes disminuyd de manera significativa
el contenido de esta hormona (Figura 5-15, d).

Otros dos compuestos hormonales cuantificados fueron el &cido abscisico (ABA)
y el pacido indolacético (IAA). Sélo se detect6 una disminucion de ABA en P1408251 (p
0,0317) mientras que en los demas genotipos no se detectaron diferencias entre control y
herbivoria (Figura 5-15, €). Por otro lado, el contenido de IAA disminuy6 con el dafio de
chinches en P1 408251(p 0,0159) y PI183023 (p 0,0159), mientras que en P1205085 el

contenido aumento de manera significativa (p 0,0079) (Figura 5-15, f).
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Figura 5-15: Contenido de hormonas JA (a), JAlle (b), ET (c), SA (d), ABA (e) y 1AA (f) luego de
aplicados los tratamientos de herbivoria (H: control, chinche 24 hs) en cada genotipo (Williams, Pl
408251, PI1 86023 y PI 205085). Se realizo un analisis prueba t de student - Mann Whitney Test. Los
asteriscos indican diferencias significativas de los valores p entre comparaciones de a pares.
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5.8. Discusién

La importancia de la participacion de las LOX en la produccion de defensas frente
a insectos ha sido estudiada en numerosas especies. Por ejemplo, en hojas de papa se han
identificado los genes LOX-H1 y LOX-H3 que son inducidos luego de la herbivoria. La
acumulacion de ARN mensajero de LOX-H1 alcanzé un pico a los 30 min mientras que
LOX-H3 alcanzé su maximo nivel 24 hs después (Royo et al., 1999). En hojas de tomate,
solo el gen TomLOXD se acumuld de manera concomitante a la acumulacién de JA luego
del dafio (Heitz etal., 1997). En Arabidopsis de seis genes solo AtLOX2 ha sido
vinculado a la sintesis de JA en respuesta al dafio (Bell et al., 1995).

Las modificaciones genéticas que se han utilizado para interferir la produccion de
enzimas LOX ha permitido entender el mecanismo de las respuestas antiherbivoro en
especies modelo (Royo et al., 1999; Kessler et al., 2004; Van Poecke y Dicke, 2004). De
esta manera, se ha encontrado que la supresion de la expresion de genes LOX se traduce
en una disminucién en la emisién de compuestos volatiles y en la induccién de
inhibidores de proteasas (Ferrie et al., 1994; Griffiths et al., 1999; Ledn et al., 2002; Chen
et al., 2004). Por ejemplo, la expresion antisentido de genes LOX en Nicotiana attenuata
redujo la produccién de nicotina y de inhibidores de tripsin proteasas, asi como también
la sintesis de compuestos volatiles, disminuyendo la resistencia frente a Manduca sexta
(Halitschke y Baldwin, 2003). En el caso de monocotiledéneas, como arroz, el
silenciamiento de genes 13-LOX redujo la produccion de JA e inhibidores de tripsin
proteasas y a su vez mejoro la performance de las larvas de Chilo suppressalis (Zhou
etal., 2009). En coincidencia con lo descripto anteriormente, el uso de mutantes para
cada isoenzima en la presente tesis, en el caso de estudio de interaccion soja-chinche, fue

de gran utilidad para definir que la enzima LOX1 cumple un rol fundamental en la
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respuesta antiherbivoro. El genotipo PI 408.251 (mutante lox1) no fue capaz de inducir la
expresion de los genes de defensas y dicho efecto se vio reflejado en la menor produccion
de inhibidores de proteasas (del tipo TPl y CPI) comparado con el genotipo de referencia
Williams. Por otro lado, esta respuesta no pudo ser restaurada con la aplicacion exogena
de hormonas (MeJA y SA). El genotipo Pl 205.085 (mutante lox3) se comporté de
manera similar a la respuesta observada en Williams, los niveles de transcriptos de los
tres genes LOX se indujeron luego de la herbivoria, pero la actividad de LOX3 fue
despreciable. Este escenario no afect6 a la sintesis de defensas, ya que tanto la expresion
como la actividad de TPI y CPI no se vio perjudicada, aportando nueva informacion al
conocimiento de los roles de cada isoenzima en la respuesta antiherbivoro.

En estudios previos del grupo de trabajo, se ha caracterizado la supervivencia de
larvas de lepiddpteros alimentados sobre distintos cultivares de soja. Tejedor (2017)
demostré que la supervivencia de larvas de Anticarsia gemmatalis alimentadas con dietas
libres de TPI fue mayor que aquellas alimentadas con dietas artificiales enriquecidas con
TPI. Dentro del mismo trabajo, se encontrd que la supervivencia de orugas alimentadas
con plantas del cultivar Williams fue menor que aquellas alimentadas con un cultivar
libre de TPI Kunitz demostrado que estos compuestos funcionan como efectivas defensas
directas (Bhattacharyya et al., 2007; Tejedor, 2017). Por otro lado, Sardoy et al., (2021)
encontraron que la actividad de las enzimas digestivas de chinches (catepsinas)
disminuy6 significativamente cuando los insectos eran alimentados con granos de soja
cruda. Lo novedoso de dicho trabajo radicd en que se encontraron catepsinas resistentes a
los CPI, lo cual podria ser una estrategia de las chinches para poder superar la barrera
defensiva. En este trabajo de tesis, la supervivencia de neonatos de N. viridula se vio

afectada segin el genotipo sobre el cual se alimentaron, encontrandose mayor
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supervivencia en aquellas expuestas a los mutantes lox1 y lox2 (13-LOX) mientras que la
menor supervivencia se encontrdé en el genotipo mutante lox3 (9-LOX). Lenis et al.
(2010) caracterizaron a estos genotipos mutantes encontrando que PI 408.251 y Pl 86.023
tienen afectada la produccion de LOX1, por dicha razén y en funcién de estos resultados,
se infiere que, de las tres isoenzimas, LOX1 es la vinculada a la respuesta frente a
chinches.

Respecto a la produccion de isoflavonoides, existen trabajos que postulan a los
isoflavonoides como metabolitos de defensa frente a herbivoros (Magarelli et al., 2014;
da Silva et al., 2021; Souza et al., 2021). Dentro del sistema de interaccion soja-chinche
Zavala et al. (2015) encontraron una correlacién positiva entre el porcentaje de semillas
sanas y el contenido de daidzeina y genistina en vainas de soja. Por otro lado, se hallaron
diferencias en los niveles de daidzeina entre un genotipo resistente (IAC-100) y uno
susceptible al dafio de chinche verde (Sabljic et al., 2020). En concordancia con estos
hallazgos, en este trabajo se encontrd que en los genotipos mutantes para genes lox1 y
lox2, los niveles constitutivos de estos dos compuestos fueron menor que en el genotipo
de referencia y a su vez los niveles de genistina fueron mayores en el genotipo lox3.

Con respecto a las hormonas de defensa, el JA y su forma activa JA-1lle juegan un
rol fundamental en la induccién de la respuesta frente al ataque de insectos (Fonseca
etal., 2009; Koo et al., 2009). Los jasmonatos también juegan un rol importante en la
respuesta a patdgenos necrotroficos e insectos masticadores (Glazebrook, 2005; Laluk y
Mengiste, 2010) mientras que el SA esta principalmente vinculado a la respuesta frente a
patogenos biotroficos e insectos fitosuccivoros (Pieterse et al., 2012; Lazebnik et al.,
2014). Mientras SA actua generalmente de manera antagénica al JA (Spoel et al., 2003),

el ET y el ABA actlian como co-reguladores (Adie et al., 2007; Kazan y Manners, 2008).
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Este esta tesis se encontrd que los niveles de ABA disminuyeron y los niveles de ET
aumentaron luego de la herbivoria en el caso de los tres genotipos mutantes. Respecto a
la produccion de SA, la respuesta en cambio fue destacada por diferenciarse del genotipo
normal, en el cual luego del dafio de chinche los niveles aumentaron significativamente.
En los genotipos mutantes la produccion de SA disminuy6 luego del dafio de chinches.
En el capitulo 3 de esta tesis se encontrd que el dafio de chinches activa la via del ET y
del SA y que la exposicién a SA tuvo un efecto positivo sobre la produccion de
inhibidores de proteasas, regulados también por el JA. Es decir, contrario a lo que se
esperaba, el SA no actud de manera antagdnica con los genes regulados por el JA. Estos
resultados podrian dar un indicio estrategia vinculada a los insectos fitosuccivoros para
evadir las defensas reguladas por el JA (Lazebnik et al., 2014). Por otro lado, los niveles
de JA y JA-llle aumentaron luego de la herbivoria al igual que los hallazgos de

Giacometti et al. (2016) y Dillon (2017).
5.9. Conclusiones

La primera hip6tesis asociada a los objetivos de este capitulo establecia que las
enzimas LOX1 y LOX 3 serian las enzimas reguladoras de la respuesta antiherbivoro
frente a chinches. Las diferencias encontradas en las respuestas de los diferentes
genotipos estuvieron asociadas a la menos produccion de defensas en genotipos mutantes
lox1, pudiendo alcanzar el objetivo de dilucidar cuél de las isoenzimas es la vinculada a
dicha respuesta.

Asimismo, un segundo objetivo planteado fue caracterizar la respuesta de cada
uno de los genotipos al dafio de N. viridula, asumiendo que aquellos mutantes lox1 y lox3
presentarian dificultades al momento de producir defensas. En este caso, se pudo alcanzar

el objetivo de caracterizacion de las respuestas, pero la hipotesis quedo parcialmente
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aceptada, debido a que solo el genotipo mutante lox1 mostré un fenotipo incapaz de
defenderse. Para evaluar el efecto de la respuesta defensiva sobre los insectos se
analizaron los niveles de supervivencia y se encontré que la supervivencia fue mayor en
los mutantes para lox1 y lox2, pudiéndose aceptar parcialmente la hipétesis asociada a

este objetivo.
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Perspectivas futuras.
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6. Discusién general
En el presente trabajo de tesis se pudo estudiar la respuesta inducida en semillas

de soja en R6 cuando son picadas por adultos de chinche verde (Nezara viridula). Los
objetivos planteados en esta tesis fueron cumplidos en su totalidad y los logros obtenidos

se detallan a continuacion.
6.1. Cumplimiento de objetivos

Objetivo 1 y 2: Conocer como es la respuesta de las lipoxigenasas de plantas
de soja frente al dafio de chinche verde. Establecer el vinculo que existe entre la
induccion hormonal exdgena, la produccion de lipoxigenasas y el efecto sobre la
produccidn de las defensas.

El dafio que realizan las chinches sobre los granos de soja en crecimiento es
reconocido por la planta, quien activa una respuesta defensiva en cuestion de minutos
mediante la regulacion de MAPK quinasas que fosforilan y activan a varios
intermediarios de la respuesta defensiva (Giacometti et al., 2016). En el capitulo 3 de esta
tesis se probd que las lipoxigenasas se ven inducidas luego del dafio, la exposicion a
hormonas y herbivoria pero que dicha induccién sélo se traduce a una mayor actividad
enzimatica en el caso de la herbivoria e induccion con MeJA. Por otro lado, de manera
novedosa, se encontrd que la exposicion a SA promovio la expresion de LOX1 y LOX2,
aunque en ambos casos esto no se tradujo en una mayor actividad enzimatica.

Respecto a la segunda parte del Objetivo 1, en el capitulo 5 se encontr6 que la
enzima LOX1 es la enzima mas importante para la regulacion de las defensas frente a
chinche ya que el genotipo mutante lox1 no fue capaz de regular la produccion de
defensas (inhibidores de proteasas). Esto permitio alcanzar el primer objetivo y aceptar

las primeras dos hipoétesis planteadas.
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Objetivo 3: Conocer como es la respuesta de las lipoxigenasas al dafio de las
chinches durante el llenado de los granos y si esta relacion afecta a la produccion de
las defensas directas.

Para cumplir con este objetivo se analizaron los niveles de expresion y actividad
de cada una de las enzimas LOX en tres momentos distintos durante el llenado de los
granos (R5, R5.5 y R6). En este trabajo se encontrd que el dafio de chinches induce la
expresion de las tres enzimas LOX a partir de R5.5, complementando los resultados del
capitulo 3. El cambio de técnica de cuantificacion relativa de la expresion de genes hacia
una técnica de mayor sensibilidad (QPCR) permitié visualizar los cambios en la expresion
que ocurren sobre los tres genes LOX. Entonces, a medida que avanza el llenado la
expresion de LOX es inducida por el dafio de chinches, es decir, una sola picadura es
suficiente para desencadenar la respuesta inmune. Lo mismo se observé en cuanto a la
actividad de cada enzima, a excepcion de LOX1 que no parece acumularse en el grano,
ya que sus niveles constitutivos se mantienen durante todo el periodo de estudio (R5 -
R6).

Con estos resultados, se acepta parcialmente la hipdtesis 4 que establecia que
“Existe una variacion de la respuesta a la herbivoria a lo largo del llenado de los
granos.” pero se rechaza la segunda parte que postulaba “...siendo mayor dicha respuesta
al comienzo del llenado comparado con el final del llenado... ” ya que lo que se observé
luego de realizar este trabajo es que la respuesta a la herbivoria aumenta conforme el
avance del llenado.

Por otro lado, respecto a la produccion de defensas, se acepta parcialmente la
hipotesis 4, ya que el resultado final de contenido de inhibidores de cistein proteasas

(CPI) aumenta luego de la herbivoria desde el comienzo del llenado en adelante. Con los
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experimentos realizados se demostrd que la expresion de los genes que codifican para
inhibidores de proteasas aumenta a medida que progresa el llenado pero que la actividad
de estos va disminuyendo, por lo que se propone un efecto de dilucién debido al aumento
del contenido de proteina soluble hacia el fin del llenado. Es decir, contrariamente a lo
que se planted al inicio de esta tesis, la respuesta a la herbivoria es mayor al final del
Ilenado que al principio.

Objetivo 4: Determinar si la ausencia de lipoxigenasas aumenta la susceptibilidad de
la soja al ataque de chinches.

Para poder determinar si los metabolitos regulados por el JA funcionaban como
defensas, se utilizaron genotipos mutantes lox para poner a prueba la hipétesis 5 que
establecia que “Aquellas plantas de soja que no produzcan lipoxigenasas no seran
capaces de producir defensas directas cuando sean dafiadas por chinches y, su vez, los
insectos se veran beneficiados al encontrarse con un alimento libre de compuestos
antinutritivos.” bajo la prediccidn siguiente: la supervivencia de N. viridula serd mayor
en un genotipo que no expresa al menos uno de los genes LOX comparado con genotipo
normal. Luego de realizar esta tesis se acepta parcialmente esta hipétesis ya que solo el
genotipo lox1no fue capaz de regular la produccion de LOX ni de las defensas y que este
escenario se correlaciond con una mayor supervivencia de las ninfas de N. viridula. Por
otro lado, el genotipo lox3 presentd una respuesta similar a Williams con la salvedad que
las chinches alimentadas con este material presentaron los niveles mas bajos de
supervivencia. Estos resultados sugieren que LOX3 no estaria afectando los procesos de
regulacion de defensas, apoyando la propuesta de LOX1 como la enzima vinculada a la
produccion de defensas frente a chinches, ya que este genotipo solo posee activas a

LOX1y LOX2 (13-LOX y 9/13-LOX, respectivamente).
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Objetivo 5: Estudiar la relacion de esta respuesta de las lipoxigenasas luego del
atague de chinches con la produccion de defensas directas inducidas, mas
especificamente, de inhibidores de cistein proteasas.

La utilizacion de mutantes lox para dilucidar la participacion de estas enzimas en
la regulacion de las respuestas antiherbivoro ha sido una herramienta muy utilizada por
diferentes grupos de investigacion. Dichos trabajos han logrado identificar aquellas
enzimas cuya presencia les otorga a las plantas la posibilidad de defenderse. Es este
trabajo se realizaron experimentos para poner a prueba la hipotesis 6 que establecia que
“las lipoxigenasas regulan la expresion de genes que codifican para inhibidores de
proteasas induciendo la sintesis tras el dafio de chinches” teniendo como prediccion que
“genotipos que presentan una mutacién para la expresion de LOX evidenciardn menor
induccién de inhibidores de proteasas comparado con genotipos no mutantes”. Con los
resultados alcanzados se acepta parcialmente la hipotesis ya que solo en el mutante lox1

no se indujo un aumento en la produccion de inhibidores de proteasas (CP1y TPI).
6.2. Contexto tedrico y avances

La soja es uno de los cultivos oleaginosos méas importantes del mundo. Las
semillas son procesadas para obtener aceites, que son utilizados para consumo humano, y
harinas, que constituyen un ingrediente basico en la formulacion de los compuestos con
los que se alimenta a la ganaderia industrializada del mundo desarrollado debido al
elevado contenido de proteinas de alto valor biolégico, en comparacion a otras proteinas
vegetales. Por otro lado, la produccion de biodiesel también forma parte de los usos
industriales que derivan de la producciéon (Ali y Singh, 2010; Koc etal., 2011). En
Argentina, la cadena de soja reviste una importancia estratégica y se configura como una

de las mas competitivas en términos tecnoldgicos, productivos y de generacion de
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divisas. Presenta un fuerte perfil exportador ya que el principal destino de los
subproductos de la industrializacion del grano es el mercado externo. ElI 67% de la
produccion local del aceite se exporta y en el caso de la harina la proporcion es ain
mayor, llegando al 91% (Paolilli et al., 2019). Este escenario se ve amenazado por el
aumento de las plagas, enfermedades y malezas asociados a los cambios en el uso de la
superficie agricola, los sistemas de manejo, aparicion de tolerancia y resistencia a
productos fitosanitarios (insecticidas, herbicidas), entre otros procesos. Dentro de este
contexto, el complejo de chinches forma parte de las plagas claves que afectan al
rendimiento del cultivo de soja, provocando grandes pérdidas econdmicas. Hasta el dia de
hoy, la Unica herramienta de control utilizada es mediante insecticidas compuestos
principalmente por piretroides més neonicotinoides (Gamundi et al., 2007). Este trabajo
de tesis presenta las bases de la respuesta inmune de las plantas de soja frente al dafio de
chinche verde durante el llenado de los granos. De esta manera se pudo demostrar que el
cultivo de soja es capaz de responder a la herbivoria generando diferentes compuestos
quimicos, como son los inhibidores de proteasas que disminuyen el crecimiento,
desarrollo y supervivencia de los insectos (Zavala et al., 2004; Dillon, 2017; Sardoy et al.,
2021). Esto es de suma importancia, ya que los cultivos son sistemas de organismos
seleccionados y mejorados genéticamente durante afios a favor de la produccion de
biomasa, condicion que ofrece alimento con mayor contenido de nitrdgeno, bajo
contenido de lignina y mayor digestibilidad para los insectos plaga (Schoonhoven et al,
2005).

Las enzimas LOX son oxidoreductasas extensamente distribuidas en plantas,
animales, hongos, bacterias, levaduras y algas (Beneytout et al. 1989; Joo and Oh, 2012;

Vick y Zimmerman, 1980) significando que son enzimas cruciales en los sistemas
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biologicos. Muchas moléculas sefializadoras, conocidas como oxilipinas, son sintetizadas
en la via de las lipoxigenasas en plantas. Las mas importantes son el acido jasménico, y
sus derivados, y los compuestos volatiles, ya que participan de diferentes procesos a lo
largo del ciclo de vida de las plantas. Respecto a la interaccion planta-insecto, la
respuesta de las LOX ha sido caracterizada en tejido foliar principalmente en especies
modelo como arabidopsis, tabaco, tomate, papa. Sin embargo, en cultivos es poca la
informacion disponible. Si bien, en los ltimos afios se han llevado a cabo estudios para
descubrir las respuestas de semillas de soja al ataque de chinches (Giacometti et al., 2016;
Dillon et al., 2020), ningin estudio se ha centrado en los mecanismos que regulan la
acumulacion de JA en las semillas de soja cultivada en el campo como respuesta a la
herbivoria.

Luego del ataque de chinches sobre semillas en pleno llenado (R6), se
desencadena una serie de reacciones de sefializacion liderada por MAPK (Giacometti
etal., 2016) que encienden la maquinaria antiherbivoro provocando la activaciéon de
genes y enzimas encargadas de sintetizar metabolitos de defensa (Turner et al., 2002a;
Browse y Howe, 2008). Dentro de dichos genes, los genes que codifican para lox1 y lox2
fueron inducidos luego del dafio de Nezara viridula, del dafio mecénico (Figura 3-2) y
luego de la exposicién a hormonas de defensa (Figura 3-3), sin embargo existe una
diferencia entre la sefial originada por la herbivoria comparado con los demaés
tratamientos, ya que sélo en las semillas dafiadas por chinches aumentaron los niveles de
actividad de LOX 1, dando un primer indicio de que esta enzima es la vinculada a la
respuesta a chinches. De manera sorprendente, la actividad de LOX3 también aumento
luego del dafio de chinche, a pesar de que los niveles de transcriptos no se modificaron.

Estos resultados fueron contrastados en el segundo experimento (4.6.2), que tuvo como
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objetivo determinar el efecto del momento del llenado de los granos sobre la respuesta
defensiva de las semillas, pero que en parte completd este primer indicio. En dicho
experimento, tanto la expresién como la actividad de las tres enzimas LOX, aumentd
significativamente luego del dafio con chinche (Figura 4-11, Figura 4-12 y Figura 4-13),
siendo mayor estas diferencias en R6, momento de maximo tamafio de los granos. A
diferencia del capitulo 3, en el capitulo 4 se utilizé una técnica méas sensible para medir
expresion relativa de genes, es decir, en vez de cuantificar con PCR de punto final, la
expresion se cuantificé con PCR en tiempo real (QPCR). Por ultimo, en el experimento 3,
donde se puso a prueba la hipétesis que afirmaba que las enzimas LOX regulan la
respuesta antiherbivoro contra chinche, se encontr6 que sélo el genotipo mutante lox1 se
encuentra afectada la expresion del gen y la actividad de LOX1 (Figura 5-1) y esto se
relacion6 con una menor produccién de defensas (Figura 5-4, Figura 5-10, Figura 5-12).
La eliminacion genética de LOX fue un camino para resolver esta problematica, sin
afectar los rasgos asociados al rendimiento (Martins et al., 2002; Wang et al., 2020).
Respecto a la calidad de los subproductos de soja, harina y aceites, existen numerosos
trabajos que reportaron que el silenciamiento de los genes lox, y la disminucion de la
actividad de estas enzimas, permite una mejor conservacion post-cosecha de la calidad
organoléptica de la materia prima y sus derivados (Start et al., 1986; Song et al., 1990;
Brash, 1999; Liavonchanka y Feussner, 2006). Los hallazgos de esta tesis refuerzan la
idea sobre la importancia de conservar a los genes LOX en granos ya que, si bien su
presencia puede afectar a la calidad del aceite y los subproductos de soja, su eliminacién
genera individuos sin la capacidad de respuesta frente a dafio de chinches.

El aumento de LOX luego del dafio de chinche fue acompafiado por un aumento

de la expresion de genes de defensas directas inducidas, los inhibidores de proteasas
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(Figura 3-5, Figura 3-7). Dichas defensas fueron inducidas por la herbivoria desde el
comienzo del llenado de los granos hasta alcanzar el tamafio maximo. Al comienzo del
llenado, R5, la produccion de defensas fue mayor que hacia el final (R6). Sin embargo, la
expresion de los genes que codifican tanto para CPl como para TPl fue
significativamente mayor en R6 que en R5 (Figura 4-16, Figura 4-17). El tipo de
alimento con el que se encuentran las chinches al colonizar el cultivo de soja seria peor
que con el que se encuentran las generaciones siguientes dentro de la misma campafia, ya
que al principio del llenado los niveles de CPl son mayores mientras que hacia fin del
llenado los niveles de CPI son menores, Esta razon podria estar explicando por qué a
pesar de la induccion de la respuesta defensiva, las chinches logran alimentarse
exitosamente de los granos de soja. Una explicacion podria ser que al comienzo del
Ilenado el metabolismo principal en los granos es el metabolismo primario (metabolismo
del nitrégeno y del carbono), por lo que hay disponibilidad de metabolitos para sintesis de
defensas. A medida que los granos crecen y maduran, el metabolismo primario va
disminuyendo en proporcion y aumenta el metabolismo secundario. Esto se debe a los
cambios a nivel de sefializacion que involucra el proceso de madurez fisiolégica
(Dardanelli etal., 2006; Angelovici et al., 2010; Kambhampati et al., 2021). De esta
manera, la produccion de hormonas, como el JA que también estd vinculado con la
maduracion de los frutos, como el etileno, y los procesos que se desencadenan podrian
estar utilizando los recursos para la desecacion y maduracion fisiologica (Collakova
etal., 2013).

En este trabajo de tesis se estudio la interaccion soja — Nezara viridula con el
objeto de dilucidar los mecanismos que le permiten a la chinche alimentarse de soja sin

afectar su supervivencia. Mediante el uso de un genotipo de referencia se pudo dilucidar
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que, cuando un insecto se alimenta por Unica vez de un grano de soja en pleno llenado, se
desencadena una serie de reacciones que provocan un aumento de las enzimas
lipoxigenasas vy, a su vez, un aumento en la produccion de las defensas mas importantes
en soja, los inhibidores de proteasas. De esta manera se pudo completar el esquema de
transduccion de sefiales frente al dafio de un herbivoro tedrico (Ver seccion 1.5, Figura
1-6) con la informacion especifica de la respuesta de soja al dafio de chinches (Figura

6-1).
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Figura 6-1: Esquema de la transduccion de sefiales: via de las lipoxigenasas, sintesis de hormonas y
compuestos de defensas en granos de soja en pleno llenado atacados por Nezara viridula.

6.1. Conclusiones finales y perspectivas futuras

En el transcurso de los capitulos de esta tesis se abordaron diferentes aspectos de
la respuesta del cultivo de soja al dafio de chinche verde. La hipotesis principal evaluada
fue que el dafio de las chinches ocasiona una respuesta defensiva liderada por las LOX y
JA y que, a su vez, esta respuesta desencadena la produccién de defensas directas

inducidas, mas especificamente, de CPI pero no TPI. Esta hipdtesis es parcialmente
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aceptada pues el dafio de chinches provoc6 un aumento de las LOX, principalmente de
LOX1y asu vez, produjo el aumento de ambos tipos de inhibidores de protesas. Por otro
lado, se encontr6 que el SA 'y el JA operan de manera conjunta en esta respuesta, junto al
ET. Por otro lado, la respuesta antiherbivoro se mantiene a lo largo del llenado del grano,
sin embargo, la produccion neta de defensas es mayor al principio.

Frente a un escenario productivo donde la composicion de los granos es de vital
importancia para la definicién de la calidad quimica y organoléptica y donde la calidad se
ve afectada por enzimas lipoxigenasas, orientar el mejoramiento hacia la eliminacion de
las LOX ha sido una solucion factible, sin embargo, la eliminacién de la LOX1 da como
resultado plantas que no son capaces de regular la produccion de sus defensas frente a
chinches, contribuyendo a un sistema productivo mas dependiente de insecticidas.

Por otro lado, el uso de nuevos materiales mutantes para LOX, como por ejemplo
las semillas con triple mutacion de LOX (lox1lox2lox3) y doble mutantes (lox1lox2)
generada por Wang et al. (2020) mediante Crispr-Cas9, permitiria continuar la
caracterizacion de las vias 13-LOX y 9-LOX en semillas de soja, ya que los genotipos
mutantes utilizados aqui no resultaron materiales 100% discriminantes para los objetivos
de esta tesis, ya que todos presentaron niveles bajos de actividad de LOX3. Ademas,
permitiria dilucidar qué otras vias, independiente de LOX regulan la produccion de
inhibidores de proteasas, por ejemplo, la via del SA.

A su vez se encontr6 que la produccion de lipoxigenasas varia a lo largo del
llenado de los granos, entonces una propuesta a futuro podria ser evaluar el efecto en la
supervivencia y ganancia de peso de ninfas de N. viridula que puede provocar los

diferentes escenarios que provocan las diferencias en la sintesis de defensas reguladas por
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LOX durante el llenado, ya que se encontr6 que la produccion de defensas es mayor al
comienzo del llenado que al final.

Por otro lado, se propone continuar el estudio relacionado a la via 9-LOX (enzima
LOX3 en semillas de soja) y la produccién de compuestos volétiles, también regulados
por JA. En este trabajo de tesis se encontré que la actividad de LOX3 aumenta luego de
la herbivoria, sin embargo, con los experimentos realizados no se logré ponderar la
importancia de la participacion de esta enzima respecto a la respuesta antiherbivoro. Los
compuestos volatiles (VOCs: compuestos volatiles, del inglés volatile organic
compounds) podrian funcionar como claves para el reconocimiento ya que su emision
esta regulada por diferentes vias que les permiten a las plantas percibir el ataque de los
herbivoros a través del dafio mecénico y los elicitores presentes en las secreciones orales
u ovopositoras (Felton y Tumlinson, 2008; Giacometti et al., 2016, 2020). Acompafiando
a esta linea de estudio se propone también realizar experimentos de preferencia de
insectos comparando entre el genotipo de referencia y los mutantes para los genes lox1 y
lox3.

Este estudio muestra que el dafio por chinches induce la produccion de
inhibidores de proteasas, que estdn correlacionados con las vias JA, ET y SA vy la
regulacion positiva de LOX. El hallazgo de caracteristicas que producen una resistencia
al estrés por herbivoros posibilita el desarrollo de mecanismos de control mas amigables
con el ambiente, por ejemplo, el desarrollo de marcadores moleculares para identificacion

de variedades més tolerantes al dafio por chinche.
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