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RESUMEN

La alfalfa es una leguminosa de gran importancia econdémica y cultivada en gran parte del
mundo debido a varios factores que destacan su valor en la agricultura y la ganaderia. Su forraje
es de alta calidad gracias a su elevado contenido de nutrientes, vitaminas y minerales. Sumado a
su alta palatabilidad, la convierten en un alimento ideal para el ganado.

Con alrededor de 3 millones de hectareas cultivadas, Argentina es uno de los principales
productores de alfalfa del mundo. No obstante, la creciente variabilidad climatica de las ultimas
décadas, incluyendo periodos de sequia, altas temperaturas, inundaciones y otros eventos
climaticos extremos, afecta directamente la produccidn y persistencia de esta pastura,
ocasionando pérdidas econdmicas importantes para los agricultores.

En este aspecto, el estrés hidrico, tanto como por defecto como por exceso, tiene un
impacto considerable en los cultivos, afectando directamente su rendimiento y supervivencia.
Bajo estas condiciones se ven alterados procesos clave como la fotosintesis, la transpiracion y la
absorcion de nutrientes. Este estrés puede afectar la produccion agricola, poniendo en riesgo la
seguridad alimentaria, la economia y la sostenibilidad ambiental. Por ello, la investigacion y las
practicas agricolas adaptativas son fundamentales para mitigar el impacto del estrés hidrico sobre
los cultivos.

En esta tesis se caracterizé la respuesta frente al estrés hidrico de tres cultivares de alfalfa
utilizados en la regidn central de la provincia de Santa Fe. Las plantas fueron sometidas, por un
lado, a 14 dias de anegamiento y, por otro, a 14 dias de sequia, tras los cuales se evaluaron
parametros agronomicos, morfologicos, bioquimicos y moleculares. De esta manera, se logrd
determinar el grado de tolerancia o sensibilidad de cada uno de los cultivares a dicho estrés. La
seleccion de cultivares mas tolerantes es esencial para abordar desafios como la sostenibilidad
agricola y la adaptacion al cambio climatico, al tiempo que contribuye a una gestion mas
eficiente y responsable de los recursos forrajeros por parte de los productores.

Con este proposito, el presente estudio concluye también con una exhaustiva
caracterizacion de plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana sometidas a condiciones de
sequia y anegamiento. El objetivo fue determinar si el gen MsMDHAR de alfalfa puede estar
involucrado en la tolerancia a este tipo de estrés, el cual ejerce una influencia significativa en el
desarrollo de este cultivo. Este enfoque busca contribuir al mejoramiento genético de la alfalfa,

ofreciendo nuevas perspectivas para su manejo y produccion en condiciones adversas.



Palabras clave: Alfalfa, anegamiento, sequia, estrés



ABSTRACT

Alfalfa is a legume of great economic importance and is cultivated in many parts of the
world due to several factors that highlight its value in agriculture and livestock. Its forage is of
high quality, thanks to its elevated nutrient, vitamin, and mineral content. Coupled with its high
palatability, it makes an ideal feed for livestock.

With around 3 million hectares under cultivation, Argentina is one of the world's leading
producers of alfalfa. However, the increasing climate variability over the past few decades,
including periods of drought, high temperatures, floods, and other extreme weather events,
directly affects the production and persistence of this forage, causing significant economic losses
for farmers.

In this regard, water stress, both from deficiency and excess, has a considerable impact on
crops, directly affecting their yield and survival. Under these conditions, key processes such as
photosynthesis, transpiration, and nutrient uptake are altered. This stress can affect agricultural
production, food security, the economy, and environmental sustainability. Therefore, research
and adaptive agricultural practices are essential to mitigate the impact on crops.

In this thesis, the response to water stress of three alfalfa cultivars used in the central
region of the province of Santa Fe was characterised. The plants were subjected to 14 days of
waterlogging and, separately, 14 days of drought, after which agronomic, morphological,
biochemical, and molecular parameters were evaluated. In this way, it was possible to determine
the degree of tolerance or sensitivity of each cultivar to this stress. The selection of more tolerant
cultivars is essential to address challenges such as agricultural sustainability and climate change
adaptation, while contributing to more efficient and responsible management of forage resources
by producers.

For this purpose, the present study concludes with a thorough characterisation of
transgenic Arabidopsis thaliana plants subjected to drought and waterlogging conditions. The
aim was to determine whether the alfalfa MsMDHAR gene may be involved in tolerance to this
type of stress, which has a significant influence on the development of this crop. This approach
seeks to contribute to the genetic improvement of alfalfa, offering new perspectives for its

management and production under adverse conditions.

Keywords: Alfalfa, waterlogging, drought, stress



INTRODUCCION

Medicago sativa L., difundida como alfalfa, es una leguminosa perenne de porte erecto y
que debido a sus aptitudes es conocida como la reina de las forrajeras (Lin et al., 2021). Es
fundamental en la dieta del ganado bovino, ovino y caprino (Blume et al., 2021). Este cultivo
proporciona una fuente crucial de proteinas, vitaminas y minerales en la dieta animal (Kulkarni
et al., 2018; Markovi¢ et al., 2009), contribuyendo directamente al aumento de la produccion de
leche y carne (Horner et al., 1985), y mejorando la salud y el rendimiento general del ganado
(Blume et al., 2021; Vanzant et al., 1994). Una caracteristica a destacar de este cultivo es la
persistencia del mismo, la cual en 6ptimas condiciones de manejo, de suelo y climatologicas
puede alcanzar una vida productiva de entre 3 y 5 afios (Veronesi et al., 2010).

En cuanto a su morfologia (Figura 1), la alfalfa posee semillas generalmente arrifionadas y
de color amarillento, aunque pueden encontrarse algunas con formas angulares y de distintas
tonalidades del marréon (Figura la; Del Pozo Ibaiiez, 1977). Sus hojas son compuestas (Figura
1b), formadas normalmente por tres foliolos (trifolioladas); no obstante, pueden encontrarse
hojas de cuatro o mas foliolos (multifolioladas; Barsukov et al., 2024). En la parte superior de la
raiz se desarrolla una estructura que se denomina corona (Figura 1¢). En la misma se encuentran
las yemas que formarén el rebrote basal, emitiendo tallos principales que son responsables, junto
a los secundarios, del rebrote de la planta (Marquez-Ortiz et al., 1996). Su sistema radicular es
robusto y profundo, con una longitud que alcanza normalmente los 4 metros, pudiéndose
extender de 5 a 7 metros en suelos bien drenados (Herbert et al., 2000). Sus raices se pueden
clasificar en cuatro categorias: pivotantes, ramificadas, rizomatosas y rastreras (Goplen et al.,
1980). En cultivares sin reposo invernal (GRI 8-11), como los que se utilizan normalmente en la
region pampeana de nuestro pais, generalmente se observa una raiz pivotante con pocas
ramificaciones.

En cuanto a sus flores, estas se agrupan en inflorescencias en forma de racimo simple,
conteniendo entre 10 y 30 flores cada una (Figura 1d), siendo estas de distintos tonos de violetas
y azules. Es una especie que presenta fecundacion preponderantemente aldégama, favorecida por

mecanismos naturales de autoincompatibilidad y autoesterilidad (Viands et al., 1988).



Figura 1. Morfologia de Medicago sativa 1.. a. Semillas de alfalfa con forma arrifionada y colores que
varian del amarillo palido al marron. b. Hojas trifolioladas, la forma mas abundante de hojas de este
cultivo. c. Corona de una planta de aproximadamente 1 afio de edad. d. Inflorescencia en forma de racimo

simple.

La importancia de la alfalfa en la industria ganadera es innegable, especialmente en paises
con sistemas ganaderos altamente desarrollados, donde la demanda de forraje de alta calidad es
constante. En este contexto, las exportaciones argentinas de alfalfa han experimentado un
crecimiento significativo en respuesta a la demanda internacional de forraje nutritivo y confiable
(Consejo Agroindustrial Argentino, 2023).

Con cerca de 3 millones de hectareas (ha) actualmente cultivadas y, a pesar de que el area
de siembra del cultivo ha experimentado una disminucion durante la Gltima década, Argentina es

uno de los principales productores de alfalfa en el mundo. Es por lejos el principal productor de
10



América del Sur, donde Uruguay (140.000 ha), Pert (120.000 ha), Chile (120.000 ha), Bolivia
(65.000 ha) y Brasil (35.000 ha) distan considerablemente de la produccion argentina (Basigalup
et al., 2022). Aunque la mayor parte de la superficie cultivada se encuentra predominantemente
en las regiones sur y centro de las provincias de Santa Fe y Cordoba, asi como en el norte de
Buenos Aires y La Pampa, la produccion bajo riego esta creciendo en otras areas del pais
(Odorizzi, 2015). Por ejemplo, la produccion de semillas se lleva a cabo principalmente en zonas
aridas con riego y sin precipitaciones estivales (Echeverria et al., 1995). Provincias como
Mendoza y San Juan, entre otras, destacan por sus altas tasas de produccion de alfalfa, tanto de
semilla como de heno. Aproximadamente el 60% se cultiva en forma pura y el 40% en mezclas
con diferentes pasturas forrajeras (Basigalup et al., 2018). Las areas puras se usan principalmente
para producir leche y heno, mientras que las mezclas se destinan generalmente a la produccion
de carne. La amplia distribucion de la alfalfa en Argentina (Figura 2) indica una notable
capacidad de adaptacion del cultivo a las diversas condiciones de precipitaciones, suelos,

temperatura, plagas, enfermedades y practicas de manejo especificas de cada region.

Figura 2. Regiones del cultivo en Argentina. En verde oscuro se destacan todas las zonas productoras de
alfalfa. En verde claro se indica la region de mayor concentracion de cultivo. Modificado de Davies,

2018.
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La reduccion gradual pero constante en la extension de cultivo de alfalfa se debe a diversos
factores, incluyendo el cambio en el uso del suelo, que prioriza el empleo de los de mejor calidad
para la agricultura exclusiva (Jauregui et al., 2022). El traslado de recursos forrajeros hacia
suelos poco adecuados o “marginales” planted desafios para el cultivo de alfalfa, que requiere
niveles optimos de fertilidad quimica y caracteristicas fisicas apropiadas para su produccion y
persistencia (Summers & Putnam, 2008). Estos suelos, en general, manifiestan una menor
disponibilidad de nutrientes esenciales (Lal, 2009), condiciones de suelo compactadas que
dificultan el crecimiento de las raices del cultivo (Glab, 2011), una menor capacidad de retencion
de humedad del suelo (Vanwalleghem et al., 2017), y mayores fluctuaciones de temperatura
debido a la menor capacidad de los suelos pobres para regular la temperatura del mismo.

A pesar de su relevancia, todas estas situaciones derivadas del traslado del cultivo a suelos
de menor calidad crean desafios que pueden limitar su rendimiento, calidad y persistencia. Entre
ellos, el estrés abiotico se destaca como uno de los factores mas prominentes. Dicho estrés,
consecuencia de condiciones ambientales adversas como la sequia y el anegamiento, puede
afectar negativamente el crecimiento, desarrollo y productividad de la alfalfa.

En esta tesis, nos enfocaremos en explorar los efectos del estrés hidrico en la alfalfa, tanto
por exceso como por defecto. La sequia y el anegamiento representan dos extremos del espectro
hidrico que pueden comprometer seriamente la supervivencia y el rendimiento de los cultivos.
Comprender como la alfalfa responde y se adapta a estas condiciones es esencial para desarrollar
estrategias de manejo agrondmico que mejoren la tolerancia, la productividad y la persistencia
del cultivo en un contexto cambiante de clima y demanda global de forraje.

Este trabajo tiene como objetivo evaluar y analizar los efectos del estrés hidrico en la
alfalfa desde diversas perspectivas agronomicas. Se abordaran aspectos relacionados con las
respuestas fisioldgicas, morfoldgicas y moleculares de la planta frente a condiciones adversas,
con el proposito de identificar estrategias y practicas que puedan mejorar la tolerancia de la
alfalfa a estos factores de estrés. A través de este estudio, no solo se busca avanzar en el
conocimiento cientifico sobre la fisiologia y bioquimica de la alfalfa frente al estrés hidrico, sino
también proporcionar informacidon practica y aplicable para mejorar la resiliencia y
sostenibilidad de los sistemas de produccion forrajera, contribuyendo asi al fortalecimiento de la
seguridad alimentaria y la viabilidad econémica de la industria ganadera a nivel local e

internacional.
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Objetivo general

Evaluar los mecanismos morfologicos, bioquimicos, moleculares y fisioloégicos implicados
en la respuesta de plantas de alfalfa a estrés hidrico, con la finalidad de encontrar nuevas
alternativas que apunten a mejorar la productividad y persistencia de alfalfares. Ademas, se
propone analizar datos transcriptomicos y protedmicos que permitan detectar genes de interés
para el desarrollo de estrategias biotecnoldgicas destinadas a disminuir las pérdidas ocasionadas

por anegamiento.

Se contemplan los siguientes objetivos especificos:

. Identificacion de los grados de dafio en alfalfa sometida a condiciones de sequia y
anegamiento.

. Estudio de la respuesta de alfalfa en diferentes condiciones de estrés abiotico.

. Analisis molecular de plantas de alfalfa sometidas a sequia y anegamiento.

. Estudio funcional de genes involucrados en procesos de estrés hidrico mediante la

generacion de lineas transgénicas de plantas de Arabidopsis thaliana.

Esquema de la tesis

Con el fin de responder a los objetivos mencionados, el presente trabajo se organizé de la
siguiente manera:

En el capitulo I se analizo la situacion actual del efecto de la sequia sobre plantas de
alfalfa. Particularmente se evaluo la influencia de dicho estrés en el desarrollo, morfologia y
fisiologia de tres cultivares utilizados en nuestra region. Para ello, se sometieron a las variedades
NK-Vaquera 9, NK-Matrera 8 y Monarca SP INTA § a sequia siguiendo de una evaluacion de
parametros agronomicos, bioquimicos y moleculares para determinar su grado de tolerancia a
dicho estrés.

En el mismo sentido, en el capitulo II se analizo el estrés hidrico por exceso, es decir que
se sometieron a los cultivares antes mencionados a 14 dias de anegamiento, luego de los cuales,

se determinaron los parametros agronomicos, bioquimicos y moleculares previamente

13



mencionados. De esta manera se clasificaron a los cultivares dependiendo de la tolerancia o
sensibilidad a este estrés.

Finalmente, en el ultimo capitulo de esta tesis, capitulo III, se analiz6 la participacion de
una enzima clave del ciclo del Ascorbato-Glutation en los mecanismos de proteccion celular
frente al estrés hidrico. Para ello se desarrollaron y caracterizaron plantas de Arabidopsis
thaliana expresantes del gen MsMDHAR, codificante para la enzima monodehidroascorbato
reductasa de alfalfa. La seleccion de este gen se basd en diversos analisis transcriptdmicos y
protedomicos previamente publicados, los cuales indicaron su posible papel relevante en la

respuesta al estrés abidtico.
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Capitulo I: Caracterizacion de la respuesta de alfalfa a sequia

1.1 Introduccion

La sequia es una de las principales limitaciones productivas y afecta la produccion de una
amplia variedad cultivos a nivel mundial (Lesk et al., 2016). No solo limita el crecimiento
normal de las plantas, sino que también reduce la eficiencia en el uso del agua. Afecta
negativamente la tasa fotosintética al reducir la conductancia estomatica y limitar el suministro
de CO, al sitio de fijacion (Flexas et al., 2004). Se ha observado también, que la sequia durante
el periodo de floracion puede disminuir significativamente el numero de flores y, en ultima
instancia, el rendimiento del cultivo (Farooq et al., 2009). Aun mas, el estrés hidrico por déficit
puede provocar la acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en las células vegetales,
lo que resulta en dafio oxidativo y en la alteracion de procesos metaboélicos claves (Chaves et al.,
2003).

Las plantas, a su vez, muestran una variedad de mecanismos para resistir la sequia, como
por ejemplo, la reduccién de la pérdida de agua mediante el aumento de la resistencia difusiva,
mayor absorcion de agua debido al desarrollo de sistemas radiculares profundos, y disminucion
del tamafio de las hojas para reducir la pérdida transpiratoria (Farooq et al., 2012).

La alfalfa es un cultivo forrajero perenne nativo de ambientes aridos y semiaridos. Se
estima que desde hace unos 4.000 afios AC ya era cultivada en Oriente Medio. Luego del afio
1.200 AC el cultivo llegd a Grecia y fue desde alli donde se difundi6 hacia el resto del mundo
(Rodriguez et al., 2022). Su sistema radicular profundo la ayuda a prevenir la pérdida de suelo y
agua en tierras semiaridas (Moran et al., 1994). Debido a esto, es una especie considerada
resistente y con un nivel relativamente mas alto de tolerancia a la sequia en comparacién con
otros cultivos (Tang et al., 2013).

Este cultivo muestra una alta tolerancia a sequia siempre y cuando pueda desarrollar un
sistema de raices amplio y el suelo tenga capacidad para retener agua (Annicchiarico, 2007; Ma
et al., 2021). A pesar de su reputacion de ser tolerante al déficit hidrico, la variabilidad en la
respuesta a la falta de agua entre diferentes cultivares puede ser significativa (Kang et al., 2011).
Al entender como distintas variedades de alfalfa responden al estrés hidrico, los agricultores

pueden seleccionar los cultivares mas adecuados para sus condiciones especificas, optimizando
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asi el uso del agua y asegurando una produccion sostenible y consistente. En los altimos afios se
han logrado desarrollar algunas variedades transgénicas de alfalfa con el fin de aumentar su
tolerancia al estrés por sequia (Li et al., 2014; Ferradini et al., 2015). Sin embargo, los efectos
perjudiciales del estrés abidtico siguen siendo un limite importante para la produccion de alfalfa
(Wang et al., 2015). Identificar los mecanismos fisiol6gicos y bioquimicos que permiten a la
alfalfa tolerar la sequia puede, a su vez, ayudar a determinar genes especificos involucrados en la
resistencia al estrés hidrico. La identificacion y caracterizacion de estos genes, asi como las vias
metabolicas que modulan son cruciales para el desarrollo de nuevas variedades de alfalfa con
mayor resistencia.

En Argentina, los estudios sobre variabilidad genotipica de la respuesta de la alfalfa al
déficit hidrico son ain escasos. Es por eso que en esta tesis se evaluo la respuesta bajo
condiciones de sequia de tres cultivares utilizados en la region centro-norte del pais. En este
capitulo se presentaran los resultados de la caracterizacidon de la respuesta de los cultivares
NK-Vaquera 9 (Vaquera), NK-Matrera 8 (Matrera) y Monarca SP INTA 8 (Monarca).

Tras el estrés, los cultivares mostraron niveles similares de supervivencia e indice de
verdor, pero una marcada reduccion del peso fresco (PF) y seco (PS) en la parte aérea. Monarca,
fue el mas afectado en el desarrollo radicular, con mayor disminucion del didmetro de raices y
depositos de suberina en todos los cultivares. A nivel molecular, Monarca no mostrd un aumento
en la expresion del gen de aldehido oxidasa 2 (AO), clave en la sintesis de acido abscisico (Seo
& Koshiba, 2002), a diferencia de Matrera y Vaquera, lo que podria explicar su respuesta
diferencial a la sequia.

En sintesis, en un contexto de cambio climatico, donde se prevé un aumento en la
frecuencia y severidad de los eventos de sequia (Goodess, 2013), es de suma importancia contar
con cultivos que puedan mantener su productividad en condiciones adversas. Este trabajo busca
dar herramientas para la eleccion o mejoramiento de cultivares naturalmente mejor adaptados al
estrés, ademds de intentar comprender las vias involucradas en la tolerancia a estas situaciones
criticas. Esto no solo ayudaria a mejorar la estabilidad econdmica de las comunidades rurales,
sino que también promoveria practicas agricolas mas sostenibles al reducir la necesidad de riego

y el uso de recursos hidricos limitados.
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1.2) Materiales y Métodos
1.2.1) Material vegetal y condiciones de estrés

Un total de 24 plantas de cada cultivar (NK-Vaquera 9, NK-Matrera 8§ y Monarca SP INTA
8) fueron cultivadas en cdmara de cultivo con temperatura promedio de 25 °C, ciclo de 16 horas
de luz y riego normal con agua desmineralizada. Las plantas fueron cultivadas en macetas
plasticas conteniendo sustrato comercial GrowMix® Multipro (Terrafértil). El riego se prolongd
durante 4 semanas hasta el estadio vegetativo 1 (vegetativo temprano; Rodriguez & Spada,
2007). Luego de ello, se suspendi6 el riego durante 14 dias a 12 plantas de cada cultivar,
mientras que las 12 restantes continuaron con riego normal y fueron utilizadas como control.

La capacidad exploratoria de las raices de los genotipos no fue considerada en nuestros
ensayos dadas las limitaciones de las condiciones en las cuales el estrés fue evaluado, llevandose
a cabo en macetas de 0,2 litros. Sin embargo, se midieron pardmetros biométricos, tales como
biomasa aérea, biomasa radicular, contenido de ceras, apertura estomatica y morfologia interna.
Para los estudios se considerd que todas las macetas contaban con la misma cantidad de agua
(25-30% de capacidad de campo), por lo que juzgamos apropiado para determinar el grado de
tolerancia/sensibilidad de un genotipo. Este ensayo fue repetido 3 veces y los resultados

muestran el promedio obtenido de ellos.

1.2.2) Determinacion de variables agronomicas

Luego de 14 dias de estrés, se determind el porcentaje de sobrevida de los diferentes
cultivares. Ademas, se midi6 el indice de verdor de todas las plantas vivas utilizando el medidor
de clorofilas SPAD-502 (Konica Minolta).

Luego, las plantas fueron retiradas de su maceta y lavadas cuidadosamente para no romper
el sistema radicular. Las plantas fueron colocadas en una batea con agua, fotografiadas y
digitalizadas para posteriores andlisis estructurales. Posteriormente, se separaron las partes
radiculares de las aéreas de cada planta de alfalfa y se pesaron para determinar el peso fresco
(PF). Cada muestra se introdujo luego en sobres de papel individuales para su secado completo
en estufa a 60 °C hasta peso constante. Al llegar a este punto, se procedidé a realizar las

mediciones para la obtencion del peso seco (PS).
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1.2.3) Fenotipado de raices

Las fotografias de las raices de todas las plantas sobrevivientes obtenidas en el punto
anterior, fueron analizadas con el programa de procesado y analisis de imagenes Imagel Fiji

(https://fiji.sc/) para la determinacion del area total de las raices y longitud de la raiz principal.

1.2.4) Cortes histologicos

Fragmentos de raices de los tres cultivares crecidos tanto en condiciones de riego normal
como en sequia, fueron fijadas en FAA (ver material suplementario) por 48 horas, y preservados
en etanol 70% (v/v) hasta su procesamiento. Luego fueron seleccionadas las zonas a cortar y
escindidas con un bisturi. Se selecciond la zona de la raiz 3 cm por debajo de la interfase
tallo-raiz. Se utilizaron 5 réplicas biologicas de cada variedad y tratamiento.

Los fragmentos de raices de alrededor de 1 cm de largo fueron colocados en distintos
casetes de procesamiento. A continuacion, se realizaron los siguientes pasos sucesivos a fin de
preparar las muestras para el entacado: fueron deshidratadas en una serie creciente de etanol 80%
(v/v), 90% (v/v), 95% (v/v), 30 minutos en cada solucidn; 2 pasajes por etanol 100% (v/v), de 30
minutos cada uno; solucion etanol-xilol 3:1, etanol-xilol 1:1 y etanol-xilol 1:3 por 60 minutos
cada una, 2 pasajes por xilol puro, de 1 hora cada uno; mezcla xilol-parafina 3:1, xilol-parafina
1:1, xilol-parafina 1:3, de 2 horas cada una y a 60 °C; 2 pasajes por parafina pura de al menos 2
horas cada uno.

Luego se procedio al armado del taco. Los bloques de parafina con las muestras en su
interior fueron cortados transversalmente a 10 um de espesor, mediante la utilizacién de un
microtomo de rotacion (Leica RM2125 RTS). Las secciones obtenidas fueron tefiidas utilizando
una doble coloracion con Safranina (Sigma-Aldrich) y Astra Blue (Biopack) y finalmente fueron
montadas con Balsamo de Canadéd (Johansen, 1940; Luque et al., 1996). Todos los preparados
fueron observados bajo un microscopio Leica DM1000, y fotografiados con una camara digital
Canon EOS-REBEL T2i adaptada al equipo. Para la preparacion de las figuras se utilizaron los
softwares ImagelJ (https:/fiji.sc/) e Inkscape (https://inkscape.org).
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1.2.5) Determinacion de ceras

Las ceras epicuticulares se extrajeron utilizando cloroformo, siguiendo el protocolo
descrito en Jaime et al. (2020) con modificaciones. Brevemente, se tomaron foliolos de cinco
plantas control y cinco estresadas de cada cultivar, los cuales fueron introducidos separadamente
por 20 segundos en un recipiente de peso conocido, conteniendo 10 ml de cloroformo (Cicarelli).
La solucién obtenida (cera + cloroformo) se coloco en una campana de extraccion de gases hasta
evaporacion total del cloroformo y determinacidon por peso constante del recipiente. El peso de
ceras se estimd como la diferencia entre el peso del recipiente después de la evaporacion del
cloroformo y el mismo vacio antes de realizar el experimento. Las hojas recolectadas fueron
digitalizadas, y las imagenes, usadas para la obtencion del area foliar total utilizando el software
Fiji (ImagelJ). La cuantificacion de cera fue expresada como cantidad de cera por unidad de area

foliar (mg cm™).

1.2.6) Conteo de estomas

El conteo de estomas se realiz6 siguiendo el método descrito por Gudesblat et al. (2007)
con modificaciones. Las plantas se cultivaron bajo condiciones de sequia y riego normal como se
especifico anteriormente. Se eligieron al azar cinco foliolos de cinco plantas de cada cultivar,
resultando en un total de 25 foliolos por cultivar, por condicion de riego. Los mismos se fijaron
en un portaobjetos de vidrio utilizando cinta adhesiva de doble cara transparente (3M). El
mesofilo se elimind raspandolo con una hoja de bisturi y una solucién 1:1 de hipoclorito de
sodio, asegurando que la epidermis abaxial permaneciera adherida a la cinta. Posteriormente, las
muestras se lavaron con agua y se examinaron bajo un microscopio Leica M205 FAC con un
aumento total de 400X. Al localizar los estomas y células epidérmicas, se tomaron fotografias
con una camara digital Canon EOS REBEL T2i. Se seleccionaron cuatro zonas al azar para cada

impresion y se realizaron conteos de estomas totales, cerrados y abiertos.
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1.2.7) Estudio de expresion génica

Se realizo la extraccion de ARN total, por separado, de hojas y raices de los cultivares bajo
distintas condiciones de riego (normal y sequia). Entre 50 y 100 mg de tejido fueron colocados
en un tubo de 1,5 ml y se agregd 1 ml de trizol (TRIzol, Thermo Scientific). El tejido se
centrifugo a 12.000 g durante 15 minutos a 4 °Cy el homogenado se transfirio a un nuevo tubo.
Se agregaron 500 pl de cloroformo (Cicarelli) por cada ml de TRIzol usado, se invirtio
vigorosamente y se centrifug6 a 10.000 g durante 15 minutos a 4 °C. La fase superior,
conteniendo el ARN, fue transferida a un tubo nuevo para luego adicionar un volumen de
isopropanol (Cicarelli). Se incub6 por 30 minutos a temperatura ambiente, se centrifugd a 10.000
g durante 10 minutos a 4 °C, se removio el sobrenadante y se agreg6 1 ml de etanol al 75% (v/v)
frio. Se mezclo y centrifug6 a 7.500 g durante 5 minutos a 4 °C. Se extrajo el sobrenadante y se
repitié el lavado con etanol y centrifugacion. Se descart6 el sobrenadante y se dejo secar el pellet
por 5-10 minutos. Se procedio a resuspender el pellet de ARN total en 50 ul de agua libre de
DNAsa/RNAsa. El ARN total fue tratado con DNAsa (DNase I, NEB) segun las indicaciones del
fabricante. EI ARN resultante se retrotranscribi6 a ADNc utilizando la enzima transcriptasa
reversa [Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase (MMLYV), Trans], siguiendo las
indicaciones del fabricante.

Para la cuantificacion relativa de los niveles de expresion de los genes analizados se utilizo
la técnica de PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR). El analisis de qPCR se llevé a cabo
utilizando un termociclador AriaMx Real Time PCR System (Agilent Technologies). Las
reacciones se realizaron en un volumen final de 20 pl, utilizando una Master Mix Maxima SYBR
Green/ROX qPCR (Thermo Fisher Scientific), 200 ng de ADNc como molde y oligonucledtidos
especificos para los genes a evaluar. En este caso se seleccionaron los genes codificantes para las
enzimas aldehido oxidasa (AO), ACC oxidasa (ACCO), fosfolipasa A2y (FA2) e isocorismato
sintasa (ICS). Estas enzimas cumplen roles claves en la sintesis de acido abscisico (ABA,
abscisic acid), etileno (ET, ethylene), acido jasmonico (JA, jasmonic acid) y acido salicilico (SA,
salicylic acid), respectivamente. Para los controles basales de expresion se utilizé el gen que
codifica para la ubiquitina ligasa (UBL-2a, ubiquitin protein ligase 2a; Castonguay et al., 2015).
Para las secuencias de los oligonucledtidos, véase la tabla del material suplementario. Para
determinar cuantitativamente los niveles de transcripcion de los genes, se utiliz6 el método 2 44

(Livak y Schmittgen, 2001).
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1.2.8) Analisis estadistico

Para probar el supuesto de normalidad se utilizo la prueba de Shapiro—Wilks (Field, 2013).
La prueba de Levene se utiliz para probar el supuesto de homogeneidad de varianza (Field,
2013). Después de verificar que los datos cumplian con los supuestos, se realizé un analisis de
varianza (ANOVA) de una o dos vias (segin el caso) seguido de una prueba de Tukey para
identificar diferencias entre los tratamientos. Todo el anélisis estadistico se realizd utilizando el

software estadistico Rstudio (R Core Team, 2021).
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1.3) Resultados
1.3.1) Tasa de supervivencia al estrés e indice verde

Tres cultivares de alfalfa fueron sometidos a estrés por sequia durante 14 dias. El estrés no
mostrd ser letal para ninguno de los cultivares evaluados (Figura 3), ya que mostraron niveles
altos de sobrevida luego del mismo. Los cultivares Matrera y Monarca, presentaron un 92% de
supervivencia mientras que Vaquera mostrd un 83% de supervivencia luego de 14 dias con bajo
contenido de humedad en el suelo (25-30% CC; Figura 4a).

Sin embargo, la coloracion de las hojas de las plantas se vio afectada significativamente. El
contenido de clorofila de las hojas se utiliza como un indicador del estado fisiologico y la
actividad fotosintética de las plantas (Ouyang et al., 2011). Al medir su contenido utilizando el
medidor de clorofila SPAD, los 3 cultivares mostraron una disminucion significativa (p < 0,05)
de alrededor del 50% en el indice de verdor luego del estrés (Figura 4b), con valores de
alrededor de 25 unidades arbitrarias, mientras que los cultivares crecidos bajo riego normal
evidenciaron valores promedio de entre 50 y 55 unidades arbitrarias. Los 3 cultivares mostraron
una variacion en el fenotipo de sus hojas, que iban desde hojas verdes normales hasta hojas

pequeiias de color amarillento y marchitas (Figura 3).

22



Ir

-[*
[
N

Matrera control Matrera sequia

Monarca control Monarca sequia

Vaquera control Vaqguera sequia

Figura 3. Fotografia de plantas de alfalfa crecidas bajo riego normal (izquierda) y sequia (derecha).
Veinticuatro plantas de cada cultivar fueron crecidas en camara de cultivo durante 4 semanas luego de las
cuales, doce de ellas fueron sometidas a 14 dias de sequia. Las doce restantes fueron regadas de forma

normal y utilizadas como control. El ensayo fue repetido por triplicado y las fotografias son una muestra

representativa de ellos.
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Figura 4. Caracterizacion de cultivares de alfalfa sometidos a sequia. a. Porcentaje de supervivencia
alcanzado por cada uno de los cultivares crecidos bajo condiciones de riego normal (azul) y bajo déficit
hidrico (amarillo). b. Indice de verdor obtenido utilizando el medidor de clorofila SPAD. Las plantas
fueron cultivadas en camara de cultivo con temperatura promedio de 25 °C, 16 horas de luz y riego
normal durante 4 semanas. Luego se aplico el estrés hidrico manteniendo un 25-30% CC durante 14 dias.
Se utilizaron 12 réplicas biologicas para cada condicion y cultivar. El ensayo fue repetido por triplicado,
obteniéndose resultados similares entre ellos. Las barras de error indican la desviacion estandar (DE).
Letras diferentes sobre las graficas (a, b) indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05,

ANOVA de dos vias seguido por la prueba de Tukey).

1.3.2) Determinacion de variables biométricas

Tanto las plantas crecidas bajo riego normal como aquellas sin riego por 14 dias, fueron
retiradas de sus macetas, lavadas y analizadas para determinar pardmetros biométricos. Se
procedi6 a separar la parte aérea de las raices luego de lo cual fueron pesadas para determinar el
peso fresco (PF) y el peso seco (PS) tanto de parte aérea (PFA-PSA) como de raiz (PFR-PSR).
Los resultados se observan en la Figura 5. En condiciones control, las plantas del cultivar
Matrera mostraron un promedio de 1,42 g de PFA, las del cultivar Monarca un promedio de 1,29
g y las correspondientes a Vaquera 0,92 g (Figura 5a), no mostrando diferencia estadistica entre

ellas (p > 0,05). Sin embargo, los tres cultivares mostraron una disminucién significativa en su
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PFA luego de la sequia y comparados con los tratamientos control (p < 0,05). Matrera evidencid
0,3 g PFA, Monarca 0,32 gy Vaquera 0,31 g (Figura 5a). En cuanto a las raices, las plantas en
condicién de riego normal (controles) mostraron un promedio de 0,23 g (Matrera), 0,43 g
(Monarca) y 0,23 g (Vaquera) de PFR (Figura 5b). Al analizarlas luego del estrés, Monarca
mostro una disminucion significativa (p < 0,05) de su PFR al compararla con su control, con un
peso promedio de 0,13 g. Sin embargo, las plantas de los cultivares Matera y Vaquera no
mostraron diferencia significativa en su PFR luego del estrés, con valores de 0,14 gy 0,17 g,
respectivamente (Figura 5b).

Luego del secado en estufa hasta peso constante, se procedid a evaluar el PSA y PSR. En
condiciones controles, los cultivares Matrera, Monarca y Vaquera mostraron valores de PSA de
0,25 g,0,20 gy 0,17 g, respectivamente. Se encontraron valores significativamente menores (p <
0,05) al evaluarlas en condiciones de estrés, con un promedio de 0,05 g, 0,07 gy 0,08 g para
cada cultivar (Figura 5c). En relacion al PSR, Matrera no mostr6é diferencias en los valores
obtenidos en riego normal y sequia (0,020 g y 0,017 g, respectivamente). El mismo
comportamiento se observd en Vaquera con valores de 0,028 g para condiciones control y 0,026
g para sequia. Sin embargo, Monarca si mostrd diferencia significativa (p < 0,05) entre los
valores obtenidos en condiciones control (0,04 g) y durante el déficit hidrico (0,025 g; Figura

5d).
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Figura 5. Analisis de peso de parte radicular y aérea de plantas bajo sequia. a. Peso fresco de hojas y
tallos (PFA). b. Peso fresco de la raiz (PFR). c¢. Peso seco de hojas y tallos (PSA). d. Peso seco de raiz
(PSR). Las plantas fueron cultivadas en camara de cultivo con condiciones controladas durante 4
semanas, luego de las cuales la mitad de ellas se sometieron a sequia durante 14 dias. La mitad restante se
mantuvo bajo riego normal y fue utilizada como control. Se utilizaron 12 réplicas bioldgicas para cada
condicién y cultivar. El ensayo fue repetido por triplicado, obteniéndose resultados similares. Las barras
de error indican la DE. Diferentes letras sobre los histogramas (a, b) indican valores significativamente

diferentes entre tratamientos (p < 0,05, ANOVA de dos vias seguido por la prueba de Tukey).

Previo a la determinacion de peso fresco, la raiz de cada planta sobreviviente fue
fotografiada individualmente en una batea con agua para analizar su estructura. Las imagenes
fueron luego digitalizadas y analizadas utilizando el software ImageJ. De esta manera se
determind la longitud y el 4rea total de las raices de cada cultivar (Figura 6).

Respecto a la longitud, los cultivares Matrera y Vaquera no mostraron diferencias entre
aquellas plantas crecidas en condiciones control y aquellas sometidas a sequia (p > 0,05; Figura

6a). Sin embargo, Monarca mostrd nuevamente una disminucion significativa (p < 0,05) en sus
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valores comparando aquellas crecidas bajo riego normal (15,9 cm) con las sometidas a estrés
(10,5 cm; Figura 6a).

Un comportamiento similar fue encontrado al analizar el area de las raices donde solo el
cultivar Monarca se vio afectado significativamente (p < 0,05), con un 4rea promedio de 11 cm?

para aquellas plantas crecidas en condiciones control y un area de 4,2 cm? para las estresadas

(Figura 6b).
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Figura 6. Fenotipado de raices de plantas crecidas en condiciones normales (barras azules) y en sequia
(barras amarillas). a. Longitud de raices. b. Area radicular. El estrés fue aplicado luego de 4 semanas de
crecimiento normal y cortando el riego durante 14 dias. Para el andlisis se utilizd Imagel] Fiji
(https://fiji.sc/). Se utilizaron 12 réplicas bioldgicas para cada condicion y cultivar. El ensayo fue repetido
por triplicado, con resultados similares entre ellos. Las barras de error indican la DE. Diferentes letras (a,
b) corresponden a diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (p < 0,05, ANOVA de

dos vias seguido por la prueba de Tukey).

1.3.3) Estudio morfologico de raices

La histologia estudia la composicidn, la estructura y las caracteristicas de los tejidos de los
seres vivos. Para evaluar la influencia del estrés hidrico sobre la morfologia interna de las raices,
se decidié realizar cortes transversales de 10 um de espesor a las raices de plantas
correspondientes a los 3 cultivares sometidos a dos condiciones de riego diferentes (riego normal

y sequia).
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Como se observa en la Figura 7, los tres cultivares muestran una fortificacion de la capa
mas externa de la peridermis en sequia, dada por depositos de suberina (Figura 7, flechas
negras). Esto es coherente con la necesidad de una resistencia superior que les permitiria una
mayor capacidad exploratoria en bisqueda de agua en suelos compactados o endurecidos.

Interesantemente, también se observa una disminucion en el diametro de las raices al
comparar aquellas plantas crecidas en condiciones control y aquellas que sufrieron el estrés
(Figura 7). En este sentido, Vaquera fue el cultivar menos afectado, mostrando en promedio una
relacion de 1,1 entre el didmetro de las plantas control y el diametro de las estresadas. El cultivar
Matrera tuvo un comportamiento intermedio, observandose una relacion promedio de 1,6
(control/sequia), mientras que el cultivar Monarca fue el mas afectado, mostrando en promedio
2,7 veces mayor didmetro en los cortes de raices control en comparacion a aquellos sometidos a

déficit hidrico.
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Matrera Monarca Vaquera

Figura 7. Analisis histologico de raices de alfalfa crecidas con riego normal (C) y con déficit hidrico (S),
y tefiidos con Safranina y Astra Blue. Se seleccion6 la zona de la raiz 3 cm por debajo de la interfase
tallo-raiz. Se utilizaron 5 réplicas biologicas de cada cultivar y tratamiento. La figura es representativa de
los resultados de todas las réplicas analizadas. Las flechas negras indican los depdsitos de suberina. La
letra X corresponde al xilema, la F al floema, la C indica el cortex y la E, la epidermis. Las barras negras

indican la escala y corresponden a 100 pm.

1.3.4) Produccion de ceras epicuticulares y analisis estoméatico

Para evaluar el comportamiento fisioldgico de las plantas sometidas a déficit hidrico, se
determiné el contenido de ceras epicuticulares totales utilizando extraccion con cloroformo. Se
seleccionaron cinco hojas de cinco plantas al azar de cada cultivar y por cada condicidn de riego.
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Como puede observarse en la Figura 8a, los tres cultivares aumentaron la produccion de ceras
durante el periodo de sequia. En condiciones control, Matrera mostrd en promedio 1,60 mg/cm?,
Monarca 1,48 mg/cm? y Vaquera 1,73 mg/cm? de ceras epicuticulares por area foliar. Respecto a
la condicion de déficit hidrico, se encontraron valores de 3,80 mg/cm? 2,41 mg/cm? y 3,10
mg/cm? de ceras para Matrera, Monarca y Vaquera, respectivamente.

A su vez, utilizando el sistema de negativo previamente reportado y descrito anteriormente
en el punto 1.2.6, se cuantific el namero de estomas totales por mm? en hojas de plantas bajo las
dos condiciones previamente mencionadas. Como muestra la Figura 8b, no se encontraron
diferencias significativas (p > 0,05) en el nimero de estomas totales ni entre cultivares, ni entre
condiciones de riego.

Sin embargo, al determinar el porcentaje de apertura estomatica, una drastica disminucidon
fue evidenciada en plantas de los 3 cultivares crecidas en sequia (Figura 8c). Las plantas control
tenian 69,1% (Matrera), 72,1% (Monarca) y 69,7% (Vaquera) de estomas abiertos. Sin embargo,
al analizar las plantas sometidas a sequia, estas mostraron un 35,4% (Matrera), 30,6% (Monarca)

y 33,8 % (Vaquera) de apertura estomatica (Figura 8c).
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Figura 8. Estudios de respuestas fisiologicas de cultivares de alfalfa bajo déficit hidrico. a. Contenido de
ceras epicuticulares de plantas crecidas bajo riego normal (azul) y sequia (beige). El nimero de estomas
totales se observa en b. En ¢ se muestran los resultados del porcentaje de apertura estomatica. En ambos
casos, en tonalidades de azul se observan las barras correspondientes a plantas crecidas bajo riesgo
normal y en tonalidades de verde aquellas sometidas a estrés. Se utilizaron 5 réplicas bioldgicas para cada
cultivar en cada condicion de riego. Las barras de error indican la DE. Distintas letras por encima de las
barras (a, b) indican diferencia significativa entre tratamientos (p < 0,05, ANOVA de dos vias seguido por

la prueba de Tukey). Los graficos sin letras por encima de las barras indican que los tratamientos no son

estadisticamente diferentes.

1.3.5) Analisis molecular de la expresion de genes relacionados con vias hormonales

Con el objetivo de obtener una comprension mdas detallada de los mecanismos
involucrados en la respuesta al estrés hidrico, se determind la expresion de genes involucrados
en vias hormonales, ya que la regulacion hormonal juega un papel crucial en la adaptacion y
supervivencia frente al estrés.

Primeramente, se midié la expresion del gen codificante para la aldehido oxidasa (AO)
tanto en muestras de parte aérea (Figura 9a) como de raiz (Figura 9b). La AO es una enzima
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clave en la biosintesis del ABA (Seo & Koshiba, 2002), hormona esencial para la respuesta al
estrés hidrico y la regulacion del cierre estomatico. En condiciones de estrés, en plantas del
cultivar Matrera se observd un aumento del doble en la expresion del gen en parte aérea,
mientras que para Vaquera aumentd un 70% su expresion (Figura 9a). Interesantemente, en
plantas del cultivar Monarca no se encontr6 diferencia (p > 0,05) en la expresion del gen de la
AO en condiciones de sequia (Figura 9a), lo que podria indicar que el nivel de la hormona es
menor en este cultivar. En cuanto a la expresion en tejido radicular, los tres cultivares mostraron
una drastica disminucion de la expresion del gen de la AO, con un 98% de disminucion de la
expresion para Matrera, 85% para Monarca 'y 97% para Vaquera (Figura 9b).

También se evalud la expresion del gen codificante para la ACC oxidasa (ACCO), enzima
clave en la biosintesis del etileno (ET), hormona vegetal que también juega un papel
significativo en la respuesta al estrés hidrico. En las condiciones ensayadas, no se encontrd
diferencia en la expresion de este gen ni entre cultivares ni entre variaciones de riego al evaluar
la parte aérea (Figura 9c). En relacion a la expresion en raices, el gen de la ACCO disminuy6 en
promedio un 68% de su expresion durante el estrés en el cultivar Matrera, y un 90% en Vaquera
(Figura 9d). Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas (p > 0,05) en la expresion
del gen en el cultivar Monarca entre diferentes condiciones de riego (Figura 9d).

La fosfolipasa A2 (FA2) es una enzima que hidroliza los fosfolipidos de las membranas
celulares, liberando acidos grasos libres y lisofosfolipidos (Mariani & Fidelio, 2019). Entre los
productos liberados, el acido linolénico es particularmente importante debido a que es un
precursor directo en la biosintesis del acido jasmdnico (Wasternack & Hause, 2013). Al evaluar
la expresion de su gen codificante en plantas de alfalfa, hemos encontrado que las plantas de los
cultivares Matrera y Vaquera no modificaron su expresion ante condiciones de sequia (Figura
9¢). Sin embargo, aquellas correspondientes al cultivar Monarca mostraron un comportamiento
diferente, disminuyendo la expresion del gen de manera significativa (p < 0,05) en un 53%
durante el estrés (Figura 9e). Al evaluar su expresion en raiz, los tres cultivares mostraron
disminuciones significativas (p < 0,05). Se encontr6é una disminucién promedio del 63% para
plantas del cultivar Matrera, 75% para Monarca y 80% para Vaquera (Figura 9f).

La isocorismato sintasa (ICS) es una enzima clave en la biosintesis del 4cido salicilico
(SA), una hormona vegetal esencial para la defensa contra patogenos y en la respuesta al estrés

abiotico (Chen, 2024). Cataliza la conversion del corismato en isocorismato, un precursor directo
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del 4cido salicilico en las plantas (Dempsey et al., 2011). Este proceso es fundamental para la
produccion de SA en respuesta a diversas sefiales de estrés, especialmente durante la interaccion
con patogenos. El SA también interactia con otras vias hormonales, como las del acido
jasmonico y el etileno, en la modulacién de las respuestas de defensa y adaptacion (Aziz &
Kapoor, 2018). Al evaluar la expresion del gen codificante para la ICS en muestras de parte
aérea, no se encontraron diferencias ni entre cultivares ni entre condiciones de riego (Figura 9g).
En muestras de raiz, Monarca y Vaquera tampoco mostraron diferencias en su expresion (p >
0,05), mientras que Matrera evidencio un aumento significativo de la expresion del gen en sequia

(Figura 9h).
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a sequia durante 2 semanas. El resto se mantuvo con riego normal y se utilizaron como control. Al
finalizar el ensayo, se tomaron muestras de hojas y raices a partir de las cuales se obtuvo el ARN total y
se midi6é la expresion de los genes mediante RT-qPCR. Los resultados fueron obtenidos relativizando la
expresion a la correspondiente al cultivar Matrera en condiciones normales de riego (expresion = 1)
utilizando el método 2%, Se midi6 la expresion de los genes codificantes para la aldehido oxidasa (a'y
b), la ACC oxidasa (c y d), la fosfolipasa A2 (e y f) y la isocorismato sintasa (g y h). En la columna de la
izquierda se observan los resultados para las muestras de hojas y en la columna de la derecha para las
muestras de raiz. Las barras de error indican la DE. Distintas letras por encima de las barras (a, b, ¢)
indican diferencia significativa entre tratamientos (p < 0,05, ANOVA de dos vias seguido por la prueba de
Tukey). Los graficos sin letras por encima de las barras indican que los tratamientos no son

estadisticamente diferentes.
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1.4) Discusion y conclusiones

La escasez de agua se identifica como una de las principales causas de la reduccion de los
rendimientos de los cultivos y es la principal limitacion que afecta la produccion de forraje y la
estabilidad del rendimiento en la mayoria de las regiones aridas y semiaridas (Shao et al., 2009).
Frente a esta situacion, las plantas utilizan distintos mecanismos de adaptacion para minimizar
los dafios y aumentar la supervivencia, incluyendo la regulaciéon osmotica, la produccion de
metabolitos protectores, proteinas y sistemas para la eliminacion de especies reactivas de
oxigeno (Ma et al., 2016).

En el presente capitulo se plante6 como objetivo comparar la respuesta al estrés por déficit
hidrico (aproximadamente 30% de capacidad de campo, CC) de tres cultivares de Medicago
sativa. La alta tasa de supervivencia observada en todos los cultivares tras el estrés hidrico
aplicado sugiere una capacidad intrinseca de resistencia a la sequia. Sin embargo, la disminucion
significativa en el indice de verdor (Figura 4b) refleja un impacto fisiologico severo, que podria
indicar una reduccion en la actividad fotosintética y el contenido de clorofilas. Este es un
fenomeno comun en plantas sometidas a estrés hidrico, ya que el déficit de agua afecta la
integridad de los cloroplastos y reduce la sintesis de clorofilas (Ashraf & Harris, 2013; Flexas,
2004).

La disminucién en el peso fresco y seco, tanto en la parte aérea como en las raices, es
indicativa de una reduccion en el crecimiento debido al estrés. Las plantas del cultivar Monarca,
en particular, mostraron una sensibilidad mayor, con una reduccién significativa en la biomasa
radicular (Figura 5), lo que podria explicarse por su menor capacidad para mantener el
crecimiento radicular en condiciones de déficit hidrico (Figura 6). Esto es coincidente con
estudios previos que muestran que un crecimiento radicular robusto es clave para la tolerancia a
la sequia, ya que permite una mayor exploraciéon y absorcion de agua en el suelo (Comas et al.,
2013; Lynch, 1995).

La fortificacién de la capa externa de la peridermis observada en las raices bajo sequia
(Figura 7) es una respuesta adaptativa que refuerza la resistencia mecéanica y reduce la pérdida de
agua. Las paredes celulares suberizadas de las raices forman importantes interfaces lipofilicas
entre la planta y su entorno, contribuyendo significativamente a la regulacion de la absorciéon de
agua y el transporte de solutos dentro y fuera de ella (Schreiber, 2010). La disminucién en el

diametro de las raices, especialmente pronunciada en plantas del cultivar Monarca, sugiere una
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reduccion en el flujo de agua y nutrientes, lo que podria estar relacionado con su menor
capacidad para tolerar la sequia. Este cambio morfologico podria estar asociado con el aumento
de cantidad de ceras epicuticulares y la disminucién en la apertura estomatica, lo que refleja un
mecanismo destinado a reducir la transpiracion y mantener un balance hidrico positivo.

La mayor concentracion de ceras epicuticulares es una respuesta normal a la sequia (Jenks
et al., 1999; Xue et al., 2017), ya que este mecanismo ayuda a reducir la pérdida de agua
formando una barrera hidrofébica en la superficie de las hojas, disminuyendo la transpiracion
(Shepherd et al., 2006). Ademas de reducir la pérdida de agua, estas ceras pueden reflejar la
radiacidn ultravioleta, protegiendo a las plantas del dafio solar. Zhang y colaboradores (2005)
informaron sobre la induccion de la produccion de ceras en alfalfa y la adquisicion de tolerancia
a la sequia mediante la introduccion del gen WXPI de la leguminosa modelo Medicago
truncatula. Esto resultd en un aumento notable en la acumulacion de cera en las hojas y una
mayor tolerancia a la sequia en las plantas de alfalfa transgénicas. En este capitulo se observa
que los tres cultivares tuvieron un comportamiento esperado, aumentando la produccion de ceras
epicuticulares y en proporciones similares (Figura 8).

En estudios de respuesta al estrés hidrico en plantas, la regulacion hormonal juega un papel
crucial en la adaptacion y supervivencia (Peleg & Blumwald, 2011; Verma et al., 2016). Las
hormonas vegetales, como el acido abscisico y el etileno, son esenciales en la modulacion de
procesos fisioldgicos que permiten a la planta enfrentar la escasez de agua (Wilkinson & Davies,
2010; Zhang et al., 2001). Al medir la expresion de genes involucrados en estas vias hormonales,
es posible obtener una comprension mas detallada de los mecanismos subyacentes que
contribuyen a la tolerancia al estrés hidrico en los distintos cultivares de alfalfa.

Uno de los genes seleccionados en esta tesis fue el codificante para la aldehido oxidasa
(AO), enzima clave en la biosintesis del acido abscisico (ABA). Esta hormona vegetal es
esencial para la respuesta al estrés hidrico y la regulacion del cierre estomatico. En la ruta de
sintesis del ABA, la AO cataliza la oxidacion del precursor aldehido abscisico (ABA-aldehido) a
acido abscisico (ABA) en la etapa final de su biosintesis (Seo & Koshiba, 2002). Esta reaccion
es crucial, ya que el ABA es necesario para activar respuestas de defensa en la planta frente a
condiciones de sequia, incluyendo la regulacion de la apertura de los estomas y la modulacion de
la expresion génica relacionada con el estrés (Finkelstein & Rock, 2002). La falta de aumento en

la expresion del gen de la aldehido oxidasa en plantas del cultivar Monarca (Figura 9a), podria
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desencadenar una menor capacidad para sintetizar ABA en respuesta al estrés hidrico. El ABA
es crucial para activar respuestas adaptativas, como el cierre estomatico, que ayuda a reducir la
pérdida de agua. Si bien la medicion directa de la concentracion de esta hormona seria la manera
mas adecuada para confirmar esta inferencia, este resultado podria ser un primer acercamiento
para entender la mayor vulnerabilidad a los efectos adversos de la sequia. Esta falta de
regulacion genética puede ser un factor clave que podria contribuir a la sensibilidad al estrés
hidrico por parte de este cultivar.

El etileno, una hormona vegetal conocida por su papel en la senescencia y la abscision,
también tiene efectos opuestos sobre el crecimiento de las plantas, pudiendo tanto inhibir como
estimular el crecimiento, dependiendo del contexto y las condiciones ambientales (Pierik et al.,
2006). El papel dual del etileno depende de factores como la concentracion de la hormona, la
etapa de desarrollo de la planta, y las interacciones con otras hormonas como el ABA y las
auxinas. Estas interacciones hormonales y las condiciones ambientales determinan si el etileno
actiia como un inhibidor o un promotor del crecimiento (Pierik et al., 2006). En algunos estudios,
se ha observado que la produccion y sefializacion de etileno pueden no ser significativamente
alteradas durante el estrés hidrico, o que su papel puede estar mas relacionado con la senescencia
y la abscision de hojas en etapas mas avanzadas del estrés, en lugar de una respuesta temprana
como la que induce el ABA. Sharp (2002) revisa el papel del etileno en el contexto de respuestas
a la sequia y sugiere que el ABA es mas crucial que el etileno para las respuestas inmediatas al
estrés hidrico, como el cierre estomatico y la reduccion del crecimiento. La falta de cambio en la
expresion de la ACC oxidasa en los cultivares de alfalfa sugiere que el etileno podria no estar
jugando un rol principal en la respuesta al estrés hidrico en estas condiciones especificas.

El acido jasmoénico (JA) es conocido principalmente por su papel en la defensa contra
herbivoros y patdgenos, pero también participa en la modulacion de respuestas a diversos
estreses abidticos como la sequia, la salinidad, las temperaturas extremas, y la radiacion
ultravioleta (Dar et al., 2015; Kazan, 2015; Ruan et al., 2019). La aplicacion exdgena de JAs
probada hasta ahora en diferentes plantas bajo condiciones de estrés abiodtico, en particular
salinidad, sequia, metales pesados y temperatura (baja/alta), ha demostrado ser eficaz para
mejorar la tolerancia de las plantas al estrés (Yan et al., 2013; Yoon et al., 2009). Sin embargo, su
grado de eficacia depende de la especie de planta analizada o de la concentracion de JA

(Wasternack & Hause, 2013). En relacion al analisis en los cultivares de alfalfa, la expresion de
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la fosfolipasa A2 (FA2) y su relacién con el JA parecen ser relevantes para la respuesta en
Monarca, donde una menor expresion podria estar asociada con una reduccion en la sefializacion
de JA y, por ende, una menor activacion de mecanismos de defensa.

El 4cido salicilico (SA) es un compuesto fendlico de origen natural que desempefia un rol
clave en la regulacion del crecimiento, desarrollo, maduracion y respuestas de defensa de las
plantas (Hara et al., 2012; Rivas-San Vicente & Plasencia, 2011). Ademas del ABA, el SA esta
involucrado en la regulacion de las respuestas por sequia. Se ha observado que los niveles
endogenos de SA se incrementan hasta cinco veces en Phillyrea angustifolia sometida a déficit
hidrico (Munne-Bosch & Peiiuelas, 2003). Bandurska y Stroifiski (2005) también han reportado
un aumento de aproximadamente el doble del contenido de SA en raices de cebada sometidas a
estrés hidrico. La induccion de la acumulacion de SA puede desempefiar un papel en un
mecanismo de proteccion durante el estrés hidrico (Miura & Tada, 2014). Sin embargo, el efecto
del SA en la tolerancia a la sequia sigue sin quedar del todo claro, ya que algunos investigadores
han reportado una mejora de la tolerancia a la sequia mediante la aplicacion de SA (Gao et al.,
2023), mientras que otros han informado una reduccion de la misma (Borsani et al., 2001). En
este capitulo, la activacion de la isocorismato sintasa (ICS) en plantas del cultivar Matrera
sugeriria una respuesta Unica a través de la via del acido salicilico, lo que podria estar
relacionado con un mayor nivel de resistencia al estrés. Sin embargo, dado lo dicho
anteriormente, mas analisis son necesarios para comprobar esta hipotesis.

Ante un escenario actual de cambio climatico y la creciente demanda de agua para la
agricultura, la seleccion de plantas resistentes al estrés por déficit hidrico y, en particular, la
identificacion de los mecanismos genéticos y fisioldgicos detras de su tolerancia es fundamental
para mejorar la resiliencia del cultivo, asegurar la sostenibilidad agricola y enfrentar los desafios
del cambio climatico de manera eficaz (Erice et al., 2010; Sambatti & Caylor, 2007). La mejora
de la resistencia de las plantas a la sequia se vuelve urgente y deberia integrar enfoques
biotecnoldgicos y de mejoramiento convencional. En las tltimas dos décadas, los efectos del
estrés por sequia sobre el rendimiento, crecimiento y calidad de los cultivos se han convertido
cada vez mas en un importante problema ambiental (Wu et al., 2017) y en un factor limitante
principal en la produccion de alfalfa (Ezura et al., 2015). Por lo tanto, estudiar el
comportamiento de distintas variedades y los potenciales mecanismos involucrados en la

respuesta a este estrés son de suma importancia para dirigir futuras estrategias de mejoramiento.
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Como conclusiones, podemos decir que:

e Matrera y Vaquera demostraron ser los cultivares con la mayor capacidad para
mantener la biomasa bajo estrés, mientras que Monarca mostré la mayor
susceptibilidad, especialmente en términos de biomasa radicular y reduccion en el
didmetro de la raiz.

e Las diferencias en la expresion de genes relacionados con la sintesis de ABA, JA'y
SA entre los cultivares reflejan variaciones en la adaptacion hormonal al estrés
hidrico. El cultivar Monarca, en particular, pareceria tener una respuesta hormonal
menos efectiva, lo que podria contribuir a su mayor sensibilidad.

e [a reducciébn en la apertura estomatica y la mayor produccion de ceras
epicuticulares sugieren que todos los cultivares activan mecanismos para evitar la

transpiracion, aunque con diferentes niveles de eficacia.

Estos hallazgos subrayan la importancia de seleccionar cultivares con una regulacion
hormonal robusta y una arquitectura radicular adecuada para mejorar la resistencia a la sequia en

programas de mejoramiento de alfalfa.
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Capitulo II: Analisis integral de la respuesta de cultivares de alfalfa al anegamiento

2.1) Introduccion

El anegamiento es un estrés de gran importancia a nivel global, especialmente cuando
afecta regiones agricolas. Las inundaciones tienen efectos profundos en las propiedades quimicas
del suelo, incluida la dindmica de nutrientes, el contenido de materia organica, la fertilidad del
suelo y el crecimiento y desarrollo de las plantas (Rupngam & Messiga, 2024), generando
grandes pérdidas econdémicas y productivas (FAO, 2021). Las plantas bajo condiciones de
anegamiento pueden sufrir hipoxia o anoxia en las raices, lo que limita su capacidad para
absorber nutrientes del suelo (Colmer & Voesenek, 2009). El anegamiento genera en las plantas
un aumento en los niveles de estrés oxidativo, toxicidad por metales pesados y deficiencia
energética, lo que resulta en la inhibicidn del crecimiento y trastornos metabdlicos (Zhengyuan
et al., 2023), llevando en muchos casos a la muerte del tejido afectado o la planta completa.
Ademas, afecta significativamente la productividad de las plantas, especialmente en zonas donde
las precipitaciones intensas, o un mal drenaje del suelo, provocan encharcamiento prolongado.

El estrés hidrico por exceso puede inducir también la produccion de etileno en las plantas,
que, en ciertas cantidades, lleva a la inhibicion del crecimiento de las raices y a la elongacion del
tallo, asi como a la senescencia prematura de las hojas (Voesenek & Sasidharan, 2013).

El anegamiento no solo afecta el crecimiento y desarrollo de los cultivos, sino que también
aumenta su susceptibilidad a diversas enfermedades, particularmente en especies sensibles como
la alfalfa. Bajo condiciones de anegamiento, la hipoxia inducida en las raices provoca una
disminucién en la eficiencia del sistema inmune de la planta, lo que la hace mas vulnerable a
infecciones por patogenos de suelo, como los hongos y bacterias que proliferan en condiciones
de humedad elevada (Burgess et al., 1999; Moslemi et al., 2018). Esta vulnerabilidad se debe, en
parte, a la acumulacién de etileno y otros compuestos que, si bien actian como sefiales de
respuesta al estrés, también pueden alterar el equilibrio hormonal y comprometer las defensas
naturales de la planta (Voesenek & Bailey-Serres, 2015).

El estrés causado por la hipoxia y la anoxia debilita las raices y facilita la entrada de
patégenos como Phytophthora medicaginis y Fusarium spp., los cuales son cominmente

reportados en suelos saturados de agua (Abbas et al., 2022; Zook et al., 1986). Estas infecciones
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llevan a la podredumbre de las raices, afectando seriamente la capacidad de la planta para
absorber agua y nutrientes, lo que, en ultima instancia, reduce la produccion forrajera y la
longevidad del cultivo (Giles et al., 2022; Wang et al., 2024; Watkins et al., 1996). Ademas, el
anegamiento prolongado puede inducir la formacion de tejido necrosado en las raices, lo que
proporciona un entorno favorable para el establecimiento de patogenos oportunistas (Steffens et
al., 2013). Este fenémeno se debe en gran parte a que su sistema radicular es sensible a la falta
de oxigeno (Striker & Colmer, 2017). Este conjunto de factores fisiolégicos y ambientales crea
un escenario en el que las plantas no solo estan luchando contra el estrés abiotico, sino también
contra amenazas bidticas, afectando tanto la calidad del forraje como su persistencia.

Ademas, ante un exceso hidrico, también se ven afectadas otras variables bioquimicas y
fisiologicas, disminuyendo, por ejemplo, la sintesis de clorofila y la consecuente absorcion de
energia luminica, lo que resulta en una notable reduccion de la tasa fotosintética (Grzesiak et al.,
2016).

En este contexto, las plantas activan varios mecanismos fisiologicos y moleculares para
adaptarse al estrés por anegamiento, que incluyen cambios en la arquitectura de las raices,
alteraciones en el metabolismo energético y la activacion de vias hormonales como las del
etileno y el 4cido abscisico. Estas adaptaciones permiten a las plantas tolerar periodos
prolongados de hipoxia (Voesenek & Bailey-Serres, 2015).

Como ya se ha expuesto anteriormente, la alfalfa es una de las leguminosas forrajeras mas
importantes a nivel global debido a su alto valor nutricional y su uso como alimento para el
ganado. Sin embargo, su sensibilidad al anegamiento limita su productividad en regiones
propensas a condiciones de exceso hidrico. Su crecimiento es deficiente en suelos con mal
drenaje y propensos al encharcamiento (Striker & Colmer, 2017). Aun cuando los episodios de
anegamiento sean breves, las plantas de alfalfa sufren dafios importantes y en gran medida
terminan muriendo (Evans, 1998). Esto implica que grandes superficies de alfalfa pueden
perderse incluso tras un periodo de inundacion relativamente corto. Esta susceptibilidad es la
principal limitacion para la eleccion del area de cultivo y para alcanzar una produccion rentable.

Comparado con otros estreses abiodticos, entre ellos sequia y salinidad, existen escasas
investigaciones enfocadas en el estudio, caracterizacion e identificacion de cultivos con
tolerancia a anegamiento. Aun mas, el estudio sobre el efecto de este estrés en raices de alfalfa es

notablemente menor, principalmente debido a la complejidad técnica de estudiar este tipo de
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estrés y a la diversidad de respuestas que las plantas presentan segun la especie y el entorno. Las
raices, al estar bajo tierra, presentan desafios para la observacion directa y la medicion en tiempo
real de sus respuestas al anegamiento. Ademas, los estudios sobre anegamiento suelen centrarse
en los aspectos mas visibles del estrés, como el crecimiento de la planta y los efectos foliares,
mientras que los procesos subterraneos conllevan el desafio adicional de su monitoreo (Colmer
& Voesenek, 2009).

Ademas, el monitoreo y control de las condiciones de anegamiento en sistemas controlados
(invernaderos, camaras de crecimiento vegetal) puede ser dificultoso y requiere de un
seguimiento continuo. Sumado a esto, el disefio experimental puede ser complicado debido tanto
a variables como la intensidad y la duracion del anegamiento, como a las condiciones del suelo
(Nishiuchi et al., 2012).

La escasez de estudios sobre la respuesta de la alfalfa al anegamiento resalta la importancia
de generar conocimiento sobre este tema, especialmente en un contexto donde el cambio
climatico aumenta la frecuencia e intensidad de las precipitaciones y los eventos de inundacion
(Westra et al., 2013). Debido a esto y al impacto directo que tiene este estrés sobre la produccion
de esta forrajera, se inici6 la caracterizacion de la respuesta de tres cultivares utilizados en
nuestra region bajo condiciones de crecimiento bajo exceso de agua.

Luego de 14 dias de anegamiento, aunque el indice verde se redujo, los tres cultivares
estudiados mostraron alta tasa de supervivencia. Al observar variables agrondmicas, el cultivar
Vaquera fue el menos afectado, mientras que Matrera fue el mas impactado, con un desarrollo
radicular similarmente reducido. A su vez, Vaquera fue el unico cultivar que formé aerénquima
bajo anegamiento, lo que podria explicar su mayor tolerancia. A nivel hormonal, se observo que
las muestras de tejido aéreo del cultivar Vaquera no mostraron diferencias significativas entre
condiciones de riego normal y anegamiento, sugiriendo una menor alteracion fisioldgica ante el
estrés.

En conclusion, este enfoque multidisciplinario permitira avanzar en los estudios tendientes
a identificar mecanismos involucrados en la tolerancia diferencial entre cultivares y
proporcionara informacion valiosa para mejorar la resiliencia de la alfalfa en regiones propensas

a eventos de exceso hidrico.
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2.2) Materiales y Métodos
2.2.1) Material vegetal y aplicacion del estrés

Un total de 24 plantas de NK-Vaquera 9, 24 NK-Matrera 8 y 24 Monarca SP INTA 8
fueron cultivadas en camara de cultivo vegetal con condiciones de temperatura y luz controladas
y riego normal con agua durante 4 semanas. Luego de ello, la mitad de las plantas fueron
inundadas mediante llenado de la bandeja que contenia las macetas hasta la maxima altura, de
manera tal que todo el sistema radicular quedd cubierto de agua (Figura Suplementaria 1). En el
momento de llevar a cabo el tratamiento de estrés, las plantas se encontraban en estadio 1
(vegetativo temprano; Rodriguez & Spada, 2007). El resto de las plantas fueron mantenidas bajo
riego normal y utilizadas como control.

Las plantas fueron cultivadas en macetas de 0,2 litros con sustrato comercial GrowMix®
Multipro (Terrafértil) con temperatura promedio de 25 °Cy ciclo de 16:8 horas de luz/oscuridad.

Este ensayo fue repetido 3 veces y los resultados muestran el promedio obtenido de ellos.

2.2.2) Determinacion de variables agronomicas

Luego de 14 dias de anegamiento, se determino visualmente el porcentaje de sobrevida de
los diferentes cultivares, considerando que una planta estaba muerta cuando el dafio en el tallo y
corona demostraba la imposibilidad de reversion al estado vivo. Ademas, se midio el indice de
verdor de todas las plantas vivas utilizando el medidor de clorofilas portatil SPAD-502 (Konica
Minolta).

Seguidamente, las plantas sobrevivientes fueron retiradas de su maceta y lavadas
cuidadosamente para no romper el sistema radicular. Se colocaron en una batea con agua, fueron
fotografiadas y digitalizadas para posteriores analisis estructurales mediante el uso de un sistema
informatico (ver 2.2.3). Posteriormente, se determind el peso fresco (PF) tanto de la parte aérea
como de las raices de cada una de las plantas por separado. Cada muestra se introdujo luego en
sobres de papel individuales y se llevo a estufa a 60 °C hasta determinacion de peso constante.

En ese momento, se procedid a realizar las mediciones para la obtencion del peso seco (PS).
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2.2.3) Fenotipado de raices

Las fotografias de raices obtenidas en el punto 2.2.2 fueron digitalizadas y utilizadas para
evaluar el fenotipo de estas. Para ello, se empled el programa de procesado y andlisis de
imagenes ImagelJ Fiji (https:/fiji.sc/). De esta manera se determind el area total de las raices y la

longitud de la raiz principal.

2.2.4) Cortes histolégicos

Para evaluar la morfologia interna de las raices, se tomaron muestras de estas
correspondientes a los tres cultivares bajo estudio crecidos tanto en condiciones normales de
riego como en anegamiento (ver 2.2.1) . Se selecciono la zona de la raiz 3 cm por debajo de la
interfase tallo-raiz y se escindieron fragmentos de 1 cm de longitud utilizando un bisturi. Se
analizaron cinco réplicas bioldgicas de cada cultivar y tratamiento.

Los fragmentos de raices fueron fijados en FAA (ver material suplementario) por 48 horas
y conservados en etanol 70% (v/v). Los fragmentos de muestras fueron procesados segun el
punto 1.2.4. Brevemente, las muestras conservadas en etanol 70% fueron luego deshidratadas en
una serie creciente de etanol, clarificadas con xilol (Cicarelli), e incluidas en parafina
(D’ Ambrogio de Argiieso, 1986; Ruzin 1999). Seguidamente, se procedio a la preparacion de los
bloques en moldes de inclusioén de 15x15x5 mm, elaborados en polipropileno transparente. Cada
bloque de raiz fue debidamente rotulado con la fecha, el tipo de muestra y la hora de produccion.
Una vez enfriado a temperatura ambiente, el bloque fue colocado en el brazo de un micrétomo
rotatorio (Leica RM2125 RTS). A continuacion, se desgasto la superficie del bloque de parafina
hasta llegar al tejido, asegurando que se abarcara toda el area deseada para la seccidon. Para
garantizar una mejor adherencia de los cortes a los portaobjetos, se aplico una sustancia
adherente, en este caso, albimina de Mayer.

Una vez obtenidos los cortes en forma de cintas, estas fueron cuidadosamente colocadas en
el portaobjeto cubierto con albumina de Mayer y agua a temperatura ambiente. Luego, se
depositaron durante 3 minutos en una placa calefactora a 45 °C, con el objetivo de eliminar
pliegues. Finalmente, los portaobjetos fueron rotulados, colocados en una gradilla de vidrio y

luego trasladados a una estufa a 37 °C durante 72 horas para su conservacion.
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Por tultimo, las secciones fueron tefiidas con los colorantes Safranina (Sigma-Aldrich) y
Astra Blue (Biopack) y luego montadas en balsamo de Canada sintético (Johansen, 1940; Luque
et al., 1996). Las fotografias de los preparados de interés fueron tomadas con una camara digital
Canon EOS REBEL T2i, adaptada a un microscopio Leica DM1000. Para el analisis de
resultados y la preparacion de las figuras se utilizaron los softwares Imagel (https:/fiji.sc/) e

Inkscape (https://inkscape.org).

2.2.5) Cuantificacion de ceras

Las ceras epicuticulares totales, se extrajeron utilizando cloroformo, siguiendo el protocolo
descrito en el punto 1.2.5 (ver también Jaime et al., 2020). Brevemente, se tomaron foliolos de
cinco plantas crecidas en condiciones control y cinco plantas anegadas de cada cultivar, los
cuales fueron introducidos separadamente por 20 segundos en un recipiente de peso conocido,
conteniendo 10 ml de cloroformo (Cicarelli). Se utilizo un recipiente diferente para cada cultivar
y para cada condicion. Los seis recipientes con la solucion obtenida (cera + cloroformo) se
colocaron en una campana de extraccion de gases hasta evaporacion total del cloroformo y
determinacion por peso constante del recipiente. El peso de las ceras se determind por la
diferencia entre el peso del recipiente después de la evaporacion del solvente y el peso del
recipiente vacio. Las hojas, luego de ser sumergidas en cloroformo, fueron colocadas
cuidadosamente en un papel blanco, fueron digitalizadas, y las imdagenes, usadas para la
obtencion del area foliar total utilizando el software Fiji (ImagelJ). La cuantificacion de cera fue

expresada como cantidad de cera por unidad de area foliar (mg cm?).

2.2.6) Conteo de estomas

El conteo de estomas se realizd siguiendo el método descrito en el punto 1.2.6 y en
Gudesblat et al. (2007) con modificaciones. Resumidamente, se crecieron las plantas en camara
de cultivo para plantas durante 4 semanas hasta estadio vegetativo temprano, luego la mitad de
ellas se sometieron a anegamiento como se especificd anteriormente (ver 2.2.1). Una vez

finalizado el ensayo, se eligieron al azar cinco foliolos de cinco plantas de cada cultivar y por
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cada condicién de riego, resultando en un total de 50 foliolos por cada cultivar (25 foliolos
control y 25 foliolos de plantas anegadas). Los mismos se fijaron en un portaobjetos de vidrio
utilizando cinta adhesiva de doble cara transparente (3M). Se utilizé una solucién 1:1 de
hipoclorito de sodio y un bisturi para eliminar suavemente el meséfilo, asegurando que la
epidermis abaxial permaneciera adherida a la cinta adhesiva. Seguidamente, las muestras se
lavaron con agua y se examinaron bajo un microscopio Leica M205 FAC con un aumento total
de 400X. Al localizar los estomas y células epidérmicas, se tomaron fotografias con una cdmara
digital Canon EOS REBEL T2. Se seleccionaron cuatro zonas al azar para cada impresion y se

realizaron conteos de estomas cerrados y abiertos.

2.2.7) Estudio de expresion génica

Como se explico anteriormente en el punto 1.2.7, se realizo la extraccion de ARN total de
tres plantas de cada uno de los tres cultivares, y crecidas tanto bajo riego normal como en
anegamiento. Se realizaron extracciones individuales, por un lado para la parte aérea y por otro,
para las raices de cada planta. Aproximadamente 100 mg de tejido de cada muestra fueron
colocados en un tubo plastico tipo Eppendorf de 1,5 ml, seguidamente se pulverizo el material
utilizando nitrégeno liquido hasta fino polvo. Luego,se adicion6 1 ml de trizol (TRIzol, Thermo
Scientific). El tejido se centrifugdé a 12.000 g durante 15 minutos a 4 °C y el homogenado se
transfirid a un nuevo tubo. Se agregaron 500 ul de cloroformo (Cicarelli) por cada ml de TRIzol
usado, se invirtio vigorosamente y se centrifugd a 10.000 g durante 15 minutos a 4 °C. La fase
superior, conteniendo el ARN, fue transferida a un tubo nuevo para luego adicionar un volumen
de isopropanol (Cicarelli). Se incubdé por 30 minutos a temperatura ambiente, se centrifugo a
10.000 g durante 10 minutos a 4 °C, se removio el sobrenadante y se adiciond 1 ml de etanol al
75% (v/v) frio. Se mezcld y centrifugd a 7.500 g durante 5 minutos a 4 °C. Se extrajo el
sobrenadante y se repitid el lavado con etanol y posterior centrifugacion. Se descarto el
sobrenadante y se dejo secar el pellet por 5-10 minutos. Se resuspendio el pellet de ARN total en
50 ul de agua libre de DNAsa/RNAsa. EI ARN resultante fue cuantificado y analizada su
integridad mediante espectrometria UV (NanoDrop, Thermo Scientific). EI ARN total fue
tratado con DNAsa (DNase [, NEB) segun las indicaciones del fabricante. E1 ARN resultante se
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retrotranscribio a ADNc utilizando la enzima transcriptasa reversa [Moloney Murine Leukemia
Virus Reverse Transcriptase (MMLYV), Trans], siguiendo las indicaciones del fabricante.

Para la cuantificacion relativa de los niveles de expresion de los genes analizados se utilizd
la técnica de PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR) utilizando un termociclador AriaMx Real
Time PCR System (Agilent Technologies). Las reacciones se realizaron en un volumen final de
20 pl, utilizando una Master Mix Maxima SYBR Green/ROX qPCR (Thermo Fisher Scientific),
200 ng de ADNc como molde y oligonucledtidos especificos para los genes codificantes para las
enzimas aldehido oxidasa (AO), ACC oxidasa (ACCO), fosfolipasa A2y (FA2) e isocorismato
sintasa (ICS). Estas enzimas cumplen roles claves en la sintesis de acido abscisico (ABA),
etileno (ET), acido jasmonico (JA) y éacido salicilico (SA), respectivamente. Para los controles
basales de expresion se utilizé el gen UBL-2a (Ubiquitin protein ligase 2a; Castonguay et al.,
2015). La secuencia de los oligonucledtidos puede encontrarse en el material suplementario. Para
determinar cuantitativamente los niveles de transcripcion de los genes, se utilizo el método 244

segun lo descrito por Livak y Schmittgen (2001).

2.2.8) Cuantificacion de hormonas

Para determinar el perfil hormonal de los cultivares definidos como mas sensible y mas
tolerante en funcion de los resultados previos, se procedid a tomar muestras de tres plantas de
cada uno de ellos, crecidas tanto en condiciéon de riego normal como luego de 14 dias de
anegamiento. Se evaluaron por un lado la parte aérea y por otro la radicular. Cada cultivar,
condicidn y tejido fue evaluado por triplicado. Las muestras fueron trituradas hasta observar un
polvo fino mediante mortero y nitrégeno liquido obteniendo aproximadamente 100 mg de tejido.
Seguido, este fue liofilizado y enviado al servicio de determinacion de fitohormonas de la
Facultad de Ciencias Exactas, Fisico-Quimicas y Naturales de la Universidad Nacional de Rio
Cuarto (UNRC, Cordoba, Argentina). Se realizo la identificacidon y cuantificacion del analito en
estudio por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tandem de ultima
generacion (LC-MS/MS). Se determind la concentracion de acido indol-3-acético (IAA,
indole-3-acetic acid), acido abscisico (ABA), acido salicilico (SA), acido giberélico (GA3,
gibberellic acid), 4cido jasmoénico (JA), y kinetina (KIN, kinetin). Los resultados fueron

expresados en nanogramos de hormona por gramos de peso seco (ng/g PS).
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2.2.9) Analisis estadistico

Para probar el supuesto de normalidad se utilizo la prueba de Shapiro—Wilks (Field, 2013).
La prueba de Levene se utiliz para probar el supuesto de homogeneidad de varianza (Field,
2013). Después de verificar que los datos cumplian con los supuestos, se realizé un andlisis de
varianza (ANOVA) de dos vias seguido de una prueba de Tukey para identificar diferencias entre

los tratamientos. Todo el andlisis estadistico se realizé utilizando el software estadistico R (R

Core Team, 2021).
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2.3) Resultados
2.3.1) Supervivencia y coloracion de plantas sometidas a inundacion

Tres cultivares de alfalfa fueron sometidos a anegamiento durante 14 dias. La Figura 10
muestra una imagen representativa de las plantas de los 3 cultivares crecidos bajo riego normal y
bajo estrés. Al evaluar los porcentajes de supervivencia, se observaron tasas de sobrevida altas,
por lo que el estrés no fue letal para ninguno de los cultivares (Figura 11a). Los cultivares
Matrera y Monarca mostraron un 92% de supervivencia mientras que el 100% de las plantas de
Vaquera sobrevivieron luego de 14 dias de inundacion (Figura 11a).

Por otro lado, al evaluar el indice de verdor, se encontrd una disminucidn significativa (p <
0,05) en los valores para los tres cultivares crecidos en estrés comparado con las plantas crecidas
en condiciones normales. Especificamente, en condiciones de riego control, Matrera mostré un
promedio de 50,7 unidades arbitrarias, Monarca 49,8 unidades arbitrarias y Vaquera 49,2
unidades arbitrarias (Figura 11b). Al medir el contenido de clorofilas durante anegamiento,
Matrera presentd un promedio de 16,7 unidades arbitrarias, Monarca 20,9 unidades arbitrarias y
Vaquera 21,9 unidades arbitrarias (Figura 11b). No hubo diferencia significativa (p > 0,05) entre
los valores de los cultivares bajo la misma condicion de riego.

En cuanto al fenotipo de las plantas al finalizar el ensayo, los 3 cultivares mostraron una
variacidon en el color de sus hojas, con una afectacion mucho mayor para el cultivar Matrera,

mientras que Vaquera mostraba un mejor porte de sus plantas luego del estrés (Figura 10).
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Figura 10. Fotografia de plantas de alfalfa crecidas bajo riego normal (control, izquierda) y sometidas a
anegamiento (derecha). El ensayo se realizO con 24 plantas de cada cultivar (Matrera, Monarca y
Vaquera) Estas fueron cultivadas en cdmara de crecimiento durante 4 semanas luego de las cuales, la

mitad de ellas fueron sometidas a 14 dias de inundacion. Las plantas restantes fueron regadas de forma
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normal y se utilizaron como control. El ensayo fue repetido por triplicado y las fotografias son una

muestra representativa de ellos.
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Figura 11. Caracterizacion de cultivares de alfalfa sometidos a 14 dias de anegamiento. a. Porcentaje de
supervivencia, evaluado al finalizar el ensayo, de cada uno de los cultivares bajo riego control (azul) y
anegamiento (gris). b. Indice de verdor obtenido utilizando el medidor de clorofila SPAD. Las plantas
fueron crecidas durante 4 semanas en camara de cultivo y se encontraban en estado vegetativo al
momento de aplicar el estrés. El mismo fue aplicado cubriendo la totalidad de las macetas con agua, de
manera tal que todo el sistema radicular qued6 sumergido. Se utilizaron 12 réplicas biologicas para cada
condicion y cultivar. El ensayo fue repetido por triplicado, obteniéndose resultados similares. Las barras
de error indican la desviacion estandar (DE). Letras diferentes sobre las graficas (a, b) indican diferencias

significativas entre tratamientos (p < 0,05, ANOVA de dos vias seguido por la prueba de Tukey).

2.3.2) Determinacion de variables biométricas

Luego de 14 dias de anegamiento, las plantas estresadas junto con aquellas crecidas en
condiciones normales de riego, fueron retiradas de sus bandejas, lavadas cuidadosamente y
analizadas para la evaluacion de pardmetros agrondmicos.

Primeramente, se separ6 la parte aérea de la raiz de cada planta y se determind el peso
fresco (PF) de cada seccidn, a los que se denomind PFA y PFR, respectivamente. Los resultados
se observan en la Figura 12. Respecto a las plantas crecidas bajo riego control, Matrera mostré
un promedio de 1,02 g de PFA, mientras que las plantas del cultivar Monarca evidenciaron un
promedio de 0,88 gy Vaquera 0,93 g (Figura 12a). No se encontrd diferencia significativa (p >
0,05) entre los valores de PFA entre cultivares en condiciones normales de riego. Sin embargo, al
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evaluar el PFA de aquellas plantas sometidas a anegamiento, diferentes comportamientos han
sido encontrados entre genotipos. Por un lado, Matrera mostr6 un PFA de 0,30 g luego del estrés
y Monarca un PFA de 0,37 g. Ambos cultivares mostraron una disminucion significativa (p <
0,05) de los valores al comparar con aquellos crecidos en condiciones normales (Figura 12a).
Contrariamente a lo observado para estos cultivares, el PFA promedio para Vaquera fue de 0,82 g
luego del estrés, no encontrandose diferencia significativa (p > 0,05) al compararlo con el valor
del mismo genotipo crecido bajo riego control (Figura 12a).

En cuanto a los estudios de pesos de raices, no se encontrd diferencia significativa (p >
0,05) entre las plantas de los tres cultivares crecidos en condiciones de riego normal. Las del
genotipo Matrera, tuvieron un PFR promedio de 0,20 g, las correspondientes a Monarca 0,21 gy
a Vaquera 0,16 g (Figura 12b). Sin embargo, al evaluar aquellas sometidas a anegamiento, se
encontrd que Matrera tenia un PFR de 0,05 g, una disminucion significativamente menor (p <
0,05) a aquellas del mismo genotipo crecidas en condiciones normales de riego (Figura 12b). Sin
embargo, en Monarca se observo un PFR promedio de 0,12 g, el cual no fue significativamente
diferente (p > 0,05) al mismo genotipo crecido en condiciones control (Figura 12b). Finalmente,
el cultivar Vaquera evidencié un PFR promedio de 0,16 g luego del estrés, el cual tampoco fue
significativamente diferente (p > 0,05) al promedio obtenido por su control (Figura 12b).

Luego del secado en estufa hasta peso constante, se determiné el peso seco (PS) tanto de la
parte aérea (PSA) como de la raiz (PSR). En condiciones controles, las muestras aéreas de los
cultivares Matrera, Monarca y Vaquera no mostraron diferencias significativas (p > 0,05) entre
sus promedios, con valores de PSA de 0,22 g para Matrera, 0,25 g para Monarca y 0,20 g para
Vaquera (Figura 12c). Por otro lado, si se obtuvieron valores significativamente menores (p <
0,05) al evaluar el PSA de Matrera y Monarca en condiciones de estrés, con un promedio de 0,08
gy 0,07 g, respectivamente (Figura 12c¢). Interesantemente, el PSA del cultivar Vaquera crecido
en condiciones de estrés fue de 0,21 g, no mostrando diferencia significativa (p > 0,05) con aquel
obtenido en condiciones normales de riego (Figura 12c¢).

Finalmente y respecto al PSR, tampoco se observo diferencia estadistica (p > 0,05) entre
los cultivares crecidos en condiciones normales, con valores de PSR de 0,033 g para Matrera,
0,039 g para Monarca y 0,026 para Vaquera (Figura 12d). Sin embargo, si hubo una marcada
disminucion del PSR de Matrera crecida durante estrés, con un valor promedio de 0,010 g, el

cual fue significativamente menor (p < 0,05) a su control (Figura 12d). Por el contrario, los
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genotipos Monarca y Vaquera no mostraron diferencias significativas (p > 0,05) con sus
respectivos controles, con un PSR promedio luego del estrés de 0,02 gy 0,03 g, respectivamente

(Figura 12d).
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Figura 12. Resultados biométricos obtenidos luego del exceso hidrico. a. Peso fresco aéreo (PFA). b.
Peso fresco de la raiz (PFR). c. Peso seco de hojas y tallos (PSA). d. Peso seco de raices (PSR).
Veinticuatro plantas de cada cultivar fueron crecidas en cdmara de cultivo con condiciones controladas de
luz y temperatura y bajo riego normal (control) durante 4 semanas. Luego, la mitad de ellas fueron
anegadas mediante llenado de las bandejas que contenian las macetas de manera tal que la totalidad de su
sistema radicular quedé bajo agua. L.a mitad restante siguid con las condiciones iniciales y fueron
utilizadas como control. El ensayo fue realizado por triplicado, con resultados similares entre ellos. Las
barras de error indican la DE. Diferentes letras sobre los histogramas (a, b) indican valores

significativamente diferentes entre tratamientos (p < 0,05, ANOVA de dos vias seguido por la prueba de
Tukey).
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Previo a la determinacion de las variables biométricas, tanto las plantas crecidas en
condiciones normales como aquellas sometidas a estrés por anegamiento fueron fotografiadas
individualmente para un posterior analisis radicular. Las imagenes obtenidas fueron luego
digitalizadas y analizadas utilizando el software ImagelJ. De esta manera se determind la longitud
y el area total de las raices de cada cultivar y de cada condicion de crecimiento (Figura 13).

En cuanto a la longitud de las raices, no se observo diferencia (p > 0,05) al comparar
plantas del cultivar Matrera crecidas en condiciones normales de riego (10,8 cm) y plantas
estresadas (9,6 cm; Figura 13a). Del mismo modo, tampoco se observo diferencia significativa (p
> 0,05) en la longitud de las plantas Vaquera control y aquellas anegadas, determinando
longitudes promedio de 13,1 cm y 12,6 cm, respectivamente (Figura 13a). Por el contrario, al
analizar el cultivar Monarca se observo una disminucion estadisticamente significativa (p < 0,05)
en la longitud de sus raices luego del estrés, con valores de 15,9 cm en condiciones normales y
10,6 cm en anegamiento (Figura 13a).

Luego, se procedi6 a evaluar el area total de las raices. El cultivar Matrera se vio afectado
por el anegamiento, mostrando una disminucidn significativa (p < 0,05) del area de sus raices,
con un area promedio de 6,3 cm? en condiciones control y 1,9 cm? luego del estrés (Figura 13b).
Contrario a lo sucedido con la longitud, en el cultivar Monarca no se observd un efecto
significativo (p > 0,05) en el area radicular, con un valor promedio de 11,0 cm? bajo riego normal
y 7,8 cm? luego del anegamiento (Figura 13b). Del mismo modo, plantas del cultivar Vaquera
tampoco mostraron diferencia significativa (p > 0,05) en el area promedio bajo riego control (9,8

cm?) y aquel luego del estrés hidrico (8 cm?; Figura 13b).
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Figura 13. Andlisis de la longitud total y area total de las raices de los distintos cultivares y crecidos bajo
distintas condiciones de riego. En verde se muestran los resultados para las plantas cultivadas bajo riego
normal (control) y en gris, los valores de aquellas sometidas a anegamiento. a. Longitud total de las
raices. b. Area radicular total de los tres cultivares de alfalfa. Las plantas fueron cultivadas en condiciones
controladas durante 4 semanas hasta estadio vegetativo temprano. Luego, la mitad de ellas fueron
anegadas por 14 dias y el resto se mantuvo con riego normal (control). Para el andlisis se utiliz6 Imagel
Fiji (https:/fiji.sc/). Se utilizaron 12 réplicas bioldgicas para cada condicion y cultivar. El ensayo fue
realizado por triplicado, con resultados similares entre ellos. Las barras de error indican la DE. Diferentes
letras (a, b) corresponden a diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (p < 0,05,

ANOVA de dos vias seguido por la prueba de Tukey).

2.3.3) Estudio morfologico de las raices

Con el objetivo de observar determinantes morfoldgicos que reflejen adaptaciones o dafios
sufridos por las raices en respuesta al estrés hidrico, se realizaron cortes histologicos
comparativos entre plantas cultivadas en condiciones de riego normales y aquellas expuestas a
inundacidén. Se evaluaron cortes transversales de 10 um de espesor de raices primarias de los 3
cultivares. Las muestras fueron tomadas al momento de finalizar los 14 dias de anegamiento.

Como se observa en la Figura 14, los tres cultivares mostraron una disminucion en el
diametro de los cortes al comparar aquellos crecidos en condiciones control con los que sufrieron
el exceso hidrico. Este resultado se condice con la menor disponibilidad de oxigeno en el suelo
durante el anegamiento, afectandose la division celular y la elongacion en las raices.

Interesantemente, al evaluar la morfologia interna de plantas del cultivar Vaquera, se

observo la generacion de aerénquima en la raiz de plantas crecidas bajo anegamiento (Figura 14,
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flechas negras). El aerénquima es un tejido vegetal especializado que se forma en las raices de
ciertas plantas. Este estd compuesto por grandes espacios intercelulares que permiten el
almacenamiento y transporte de gases, como oxigeno y dioxido de carbono, entre la planta y sus
raices sumergidas, ayudando a la planta a sobrevivir en condiciones de hipoxia. Por el contrario,
las plantas correspondientes a los cultivares Matrera y Monarca no evidenciaron formacién de

aerénquima en las raices analizadas (Figura 14).

Matrera Monarca Vaquera

Figura 14. Andlisis histoldgico de raices de alfalfa crecidas bajo riego normal (Fila C) y sometidas a 14
dias de anegamiento (Fila A). Se selecciono la zona de la raiz 3 cm por debajo del comienzo de la misma
y se tomaron muestras de la raiz principal. Los cortes transversales se realizaron a 10 um de espesor y

fueron tefiidos con Safranina y Astra Blue. Se utilizaron 5 réplicas bioldgicas de cada cultivar y
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tratamiento. La figura es representativa de los resultados de todas las réplicas analizadas. Las flechas
negras indican los espacios aéreos correspondientes al aerénquima del cultivar Vaquera. La letra X indica
el xilema, la F el floema, la letra C sefiala el cortex y la E, la epidermis. Las barras negras indican la

escalay corresponden a 100 pm.

2.3.4) Cuantificacion de ceras epicuticulares y analisis estomatico

Para observar variaciones fisiologicas en respuesta a las distintas condiciones hidricas, se
cuantificd la produccion de ceras epicuticulares totales en plantas de alfalfa cultivadas bajo
condiciones de riego normal y anegamiento mediante extraccion de las mismas con cloroformo.
Para ello, se seleccionaron al azar, cinco hojas de cinco plantas de cada cultivar y por cada
condicion de riego. En cuanto a los resultados obtenidos, el cultivar Matrera no mostrd
diferencia significativa (p > 0,05) entre el promedio de ceras en condiciones control (1,6
mg/cm?) y el promedio obtenido en anegamiento (1,1 mg/cm?; Figura 15a). Por el contrario, las
plantas correspondientes a los cultivares Monarca y Vaquera disminuyeron significativamente (p
< 0,05) el contenido de ceras epicuticulares durante el estrés. En condiciones control, las plantas
del cultivar Monarca produjeron en promedio 1,48 mg/cm?” mientras que las correspondientes a
Vaquera 1,73 mg/cm? de ceras epicuticulares por éarea foliar. Estos valores se vieron disminuidos
luego del exceso hidrico, con un promedio de 0,87 mg/cm? para Monarca y 0,90 mg/cm? para
Vaquera (Figura 15a).

Por otra parte, se utilizd el sistema de negativo descrito anteriormente para realizar un
analisis de cuantificacion estomatica en las plantas bajo estudio. De esta manera se cuantifico el
numero de estomas totales por mm?® correspondientes para los tres cultivares bajo las dos
condiciones de crecimiento (normal/anegamiento). Como se muestra en la Figura 15b, no se
encontraron diferencias significativas (p > 0,05) en el numero de estomas totales entre cultivares,
y tampoco entre las diferentes condiciones de riego.

Luego, se procedid a determinar el porcentaje de apertura estomatica. En este caso, se
observd una disminucion significativa (p < 0,05) de la misma en los tres cultivares durante el
estrés hidrico (Figura 15c¢). Por un lado, las plantas del cultivar Matrera mostraron un promedio
de 69,1% de estomas abiertos en condiciones control, mientras que luego del estrés se encontrd

un promedio de 58% de apertura estomatica. Por su parte, las plantas correspondientes al cultivar
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Matrera presentaron un 72,1% de apertura estomatica en condiciones control y un 47% en

anegamiento. Por ultimo, el cultivar Vaquera, tuvo en promedio un 69,7% de estomas abiertos y

solo un 31% permanecieron abiertos en anegamiento (Figura 15¢).
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Figura 15. Analisis fisioldgico de tres cultivares de alfalfa luego de ser sometidos a 14 de anegamiento.

a. Contenido de ceras epicuticulares totales expresado en cantidad de ceras por area foliar de cultivares

crecidos bajo riego normal (azul) y exceso hidrico (gris). b. Nimero de estomas totales. c. Porcentaje de

apertura estomatica. Tanto en b. como en c., se graficd en verde claro los promedios obtenidos por las

plantas crecidas bajo riego normal, mientras que en verde oscuro se indican las barras corresponden a

aquellas sometidas a estrés. En todos los casos se utilizaron 5 réplicas bioldgicas para cada cultivar y para

cada condicion de riego. Las barras de error indican la DE. Distintas letras por encima de las barras (a, b,

¢) indican diferencia significativa entre tratamientos (p < 0,05, ANOVA de dos vias seguido por la prueba

de Tukey). Los graficos sin letras por encima de las barras indican que los tratamientos no son

estadisticamente diferentes.
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2.3.5) Analisis molecular de la expresion de genes relacionados con vias hormonales

Para evaluar los mecanismos moleculares que puedan intervenir en la adaptacion de la
alfalfa frente a este tipo de condiciones adversas, se determinaron los niveles de expresion de
genes involucrados en la sintesis de hormonas vegetales. Se cuantifico la expresion de los genes
tanto en muestras de parte aérea como de raiz de plantas correspondientes a los tres cultivares en
ambas condiciones de riego.

En este estudio inicialmente se determiné el nivel de expresion del gen codificante para la
aldehido oxidasa (AO). Como se expuso en el capitulo anterior, la AO es una enzima clave en la
biosintesis del ABA (Seo & Koshiba, 2002). En condiciones de anegamiento, el ABA juega un
rol fundamental en la respuesta de la planta al estrés hidrico, regulando el cierre estomatico y
ajustando la expresion de genes relacionados con la tolerancia al estrés. Teniendo en cuenta las
muestras aéreas y las condiciones evaluadas, el cultivar Matrera aument6 un 170% la expresion
de este gen en anegamiento al comparar con las plantas control (Figura 16a). Del mismo modo,
cuando se analizd Monarca también se observé un aumento significativo (p < 0,05) de la
expresion de este gen, con un valor promedio del 172% mayor en las plantas estresadas y al
compararlas con su control (Figura 16a). En este sentido, en Vaquera se observé un aumento de
la expresion del gen del 80% cuando se evaluaron las plantas en condiciones de estrés (Figura
16a). En cuanto a las muestras de tejido radicular, los tres cultivares mostraron un claro aumento
de la expresion del gen de la AO, con un 180% de aumento promedio de la expresion para
Matrera, 7.000% para Monarca y 400% para Vaquera (Figura 16b).

Luego se evalud la expresion del gen codificante para la ACC oxidasa (ACCO). Al
catalizar la ultima etapa de la sintesis del etileno, esta enzima juega un papel clave en la
modulacion de las respuestas adaptativas de las plantas al anegamiento, contribuyendo a la
formacion de estructuras que mejoran el intercambio gaseoso y a la regulacion del crecimiento
para aumentar la supervivencia en ambientes con exceso de agua (Pan et al., 2021). En las
condiciones ensayadas y teniendo en cuenta lo encontrado para muestras aéreas, se encontrd un
aumento significativo (p < 0,05) de la expresion del gen en plantas de los tres cultivares (Figura
16¢c). Las plantas del cultivar Matrera mostraron un aumento del 150% de la expresion génica
luego de la inundacion, mientras que las correspondientes a Monarca tuvieron un aumento
promedio del 200% al comparar la expresion con la de su control. Finalmente, las plantas del

cultivar Vaquera mostraron en promedio 110% mayor expresion del gen codificante para la
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ACCO durante el anegamiento y en comparacion con el control (Figura 16c). En relacién a la
expresion génica en raices, Se observo que tanto en Monarca como en Vaquera la expresion del
gen aumento significativamente (p < 0,05), mientras que en Matrera no se encontré diferencia
significativa (p > 0,05) entre plantas crecidas bajo riego normal y aquellas anegadas (Figura
16d). Mas detalladamente, Monarca evidencié un 100% mayor expresion del gen durante el
estrés y Vaquera un 50% al comparar con sus controles (Figura 16d).

Luego, se midi6 la expresion del gen codificante para la enzima fosfolipasa A2 (FA2), esta
es una enzima involucrada en la hidrélisis de fosfolipidos de membranas celulares. La reaccion
hidrolitica produce entre otros compuestos, acido linolénico, el cual es un precursor directo en la
biosintesis del 4acido jasmonico (Wasternack & Hause, 2013). Al evaluar la expresion de F42 en
muestras aéreas de plantas de alfalfa, se encontr6 una respuesta diferencial entre los 3 cultivares.
Por un lado, en plantas del cultivar Matrera se observo un aumento del 150% en la expresion del
gen durante el anegamiento (Figura 16e). Sin embargo, al analizar plantas del cultivar Monarca,
no se detectaron variaciones significativas (p > 0,05) en la expresion del gen durante el estrés, y
sus valores de expresion fueron similares a los de las plantas estresadas del cultivar Matrera
(Figura 16e), Finalmente, las plantas del cultivar Vaquera no mostraron variaciones
estadisticamente significativas (p > 0,05) entre condiciones, siendo sus niveles semejantes a los
observados en plantas del cultivar Matrera bajo riego normal (Figura 16e). Por otra parte, al
evaluar la expresion de FA2 en raiz, solo las plantas del cultivar Vaquera mostraron un aumento
significativo (p < 0,05) con, en promedio, 260% mayor expresion durante el anegamiento
(Figura 16f). Las plantas correspondientes a los cultivares Matrera y Monarca no mostraron
diferencias significativas (p > 0,05) en los niveles de expresion de FA2 entre condiciones de
riego (Figura 16f).

Finalmente, se determind la expresion del gen codificante para la isocorismato sintasa
(ICS). Como se expuso en el capitulo anterior, esta es una enzima clave en la biosintesis del
acido salicilico (SA; Wildemurth et al.,, 2001). Esta hormona juega un papel relevante en la
adaptacion de las plantas al anegamiento al influir en la modulacidon de ROS, la defensa contra
patoégenos y el ajuste del crecimiento en condiciones adversas (Herrera-Vasquez et al., 2015;
Vlot et al., 2009). Al evaluar la expresion de /CS en muestras de tejido aéreo, se encontré un
aumento significativo (p < 0,05) de su expresion para los tres cultivares evaluados en esta tesis

(Figura 16g). Concretamente, las plantas del cultivar Matrera mostraron en promedio 100%
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mayor expresion durante el estrés. Las plantas del cultivar Monarca evidenciaron en promedio
150% mayor expresion en anegamiento; y finalmente, se encontr6é un 160% mayor expresion en
plantas correspondientes al cultivar Vaquera al compararlas con plantas sometidas a riego normal
(Figura 16g). En muestras de raiz, también se observé una mayor expresion (p < 0,05) para los
tres cultivares. En promedio, las plantas del cultivar Matrera aumentaron 360 veces la expresion
del gen durante anegamiento, mientras que las del cultivar Monarca 17 veces y las del cultivar
Vaquera 233 veces mayor expresion en condiciones de estrés al comparar con los

correspondientes controles de riego normal (Figura 16h).
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Figura 16. Analisis de expresion de genes involucrados en la sintesis de hormonas. Las plantas fueron

crecidas durante 4 semanas en condiciones controladas de luz, riego y temperatura. Luego, la mitad de
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ellas se sometieron a anegamiento durante 14 dias. El sistema radicular qued6 cubierto de agua durante
todo el periodo de estrés. El resto de las plantas se mantuvo con riego normal y se utilizé como control.
Al finalizar el ensayo, se tomaron muestras de hojas y raices a partir de las cuales se extrajo el ARN total
y se midi6 la expresion de los genes mediante RT-qPCR. Los datos mostrados corresponden a la
expresion evaluada relativizada a la expresion del cultivar Matrera en condiciones normales de riego
(expresion = 1) utilizando el método 2°%“, Se utilizaron 3 réplicas bioldgicas por cada condicion de riego,
cultivar y tejido. Se midio la expresion de los genes codificantes para la aldehido oxidasa (ay b), la ACC
oxidasa (¢ y d), la fosfolipasa A2 (e y f) y la isocorismato sintasa (g y h). La columna de la izquierda
corresponde a los resultados obtenidos de muestras aéreas. L.a columna de la derecha indica los resultados
de muestras de raiz. Las barras de error indican la DE. Distintas letras por encima de las barras (a, b, ¢)
indican diferencia significativa entre tratamientos (p < 0,05, ANOVA de dos vias seguido por la prueba de

Tukey).

2.3.6) Perfil hormonal de los cultivares

El conjunto de resultados obtenidos de los andlisis agrondmicos, fisioldgicos y
moleculares realizados previamente permite inferir que el cultivar Matrera podria ser el mas
sensible al anegamiento mientras que Vaquera se comportaria como el cultivar con mayor
tolerancia al estrés por exceso hidrico. Estos dos cultivares fueron seleccionados para realizar un
analisis detallado de los niveles hormonales en muestras de la parte aérea y de raiz de plantas
cultivadas bajo riego normal (control) y anegamiento. Estos niveles fueron medidos mediante
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tandem.

Si bien el analisis molecular de la expresion génica del punto anterior puede ofrecer una
impresion inicial sobre la sintesis de hormonas en respuesta al estrés, no siempre refleja con
precision los niveles hormonales reales presentes en los tejidos. Esto se debe a que la regulacion
de las hormonas vegetales es un proceso complejo, que no solo depende de la transcripcion de
los genes involucrados en su biosintesis, sino también de factores postraduccionales, la
estabilidad de las proteinas, la actividad enzimatica y la movilidad de las hormonas entre tejidos
(Santner et al., 2009). Debido a esto, se obtuvo el perfil hormonal de estos dos cultivares con
comportamientos contrastantes ante el estrés para obtener una vision mas completa y precisa de
los niveles hormonales y su papel en la respuesta de las plantas al anegamiento. Los resultados

se pueden observar en las Figuras 17y 18.
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Este analisis se centré en aquellas hormonas cuyos genes de sintesis fueron anteriormente
caracterizados respecto a sus niveles de expresion mediante RT-qPCR. En este caso, no se
observo diferencia significativa (p > 0,05) en el contenido de 4cido abscisico ni entre cultivares,
tampoco entre condiciones de riego ni tejidos analizados (Figura 17ay 17d).

En relacion a la cuantificacion de acido jasmoénico (JA), cuando se estudio el tejido aéreo
se observo concordancia con lo determinado a nivel molecular (Figura 16e), donde se evidencio
un aumento en el contenido de JA en plantas del cultivar Matrera durante el anegamiento,
mientras que no hubo modificaciones en los valores en plantas del cultivar Vaquera (Figura 17b).
Interesantemente, al evaluar el contenido de JA en raices, se determin6 un menor contenido (p <
0,05) en muestras provenientes de plantas del cultivar Matrera afectadas por el anegamiento (71
ng/g PS) al comparar con el promedio obtenido en condiciones control (430 ng/g PS; Figura 17¢)
Por el contrario, en plantas del cultivar Vaquera se observé un aumento significativo (p < 0,05)
del contenido de JA en raices durante el estrés, con un promedio de 493 ng/g PS, mientras que en
condiciones control el promedio fue de 93 ng/g PS (Figura 17e).

También, se evalud el contenido de 4cido salicilico (SA) en plantas bajo anegamiento. En
relacion a la parte aérea, se observo un aumento significativo (p < 0,05) en la cantidad de SA en
plantas del cultivar Matrera durante el estrés, con un promedio de 180.000 ng/g PS, mientras que
en condiciones normales el promedio fue de 4.300 ng/g PS (Figura 17¢). En cuanto a las plantas
del cultivar Vaquera, no se encontraron diferencias significativas en su contenido de tejido aéreo
(p > 0,05; Figura 17c). Al analizar el tejido radicular, y de manera similar a lo encontrado en el
analisis molecular (Figura 16h), los dos cultivares aumentaron significativamente (p < 0,05) el

contenido de SA durante el estrés (Figura 17f).
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Figura 17. Contenido de 4cido abscisico (ABA), acido jasmonico (JA)y acido salicilico (SA) en plantas
del cultivar determinado previamente como mas sensible (Matrera) y como mads tolerante (Vaquera) al
anegamiento. Las plantas de ambos cultivares fueron crecidas durante 4 semanas en condiciones
controladas de luz, riego y temperatura. Luego, y mientras se encontraban en estadio vegetativo
temprano, la mitad de ellas se sometieron a anegamiento durante 14 dias. El resto de las plantas se
mantuvo con riego normal y se utilizaron como control. Al finalizar el ensayo, se tomaron en promedio,
100 mg de tejido aéreo y 100 mg de raiz de cada planta. Los tejidos se pulverizaron en frio y se
liofilizaron. Cada muestra fue analizada mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
masas en tandem. Se utilizaron 3 réplicas bioldgicas por cada condicion de riego, cultivar y tejido. La fila
superior corresponde a la determinacion de ABA (a), JA (b) y SA (¢) en muestras aéreas. La fila inferior
indica la concentracion de ABA (d), JA (e) y SA (f) en raices. Las barras de error indican la DE. Distintas
letras por encima de las barras (a, b, ¢) indican diferencia significativa entre tratamientos (p < 0,05,
ANOVA de dos vias seguido por la prueba de Tukey). Los graficos sin letras por encima de las barras

indican que los tratamientos no son estadisticamente diferentes.

Las auxinas, citoquininas (como la kinetina) y giberelinas son fundamentales en Ia
regulacion del crecimiento y desarrollo vegetal, controlando procesos como la elongacion
celular, divisidon celular y diferenciacion de tejidos (Gomes & Scortecci, 2021). En este estudio
se decidié evaluar su contenido en plantas de los cultivares Matrera y Vaquera, y los resultados
se observan en la Figura 18. Primeramente, se evalud la concentracion de acido indol-3-acético

(IAA, indole-3-acetic acid), la auxina natural mas abundante en plantas, y no se encontraron
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diferencias (p > 0,05) en sus valores ni entre cultivares, ni entre condiciones de riego o tejidos
analizados (Figura 18ay d).

Un comportamiento similar fue encontrado al medir la concentracion de kinetina (KIN,
kinetin), donde tampoco se observaron diferencias estadisticas (p > 0,05) entre los promedios
obtenidos entre cultivares, condiciones de riego y tejidos (Figura 18by e).

Para finalizar, se cuantificaron los niveles de 4cido giberélico (GA3, gibberellic acid). En
cuanto a la parte aérea, se observd un aumento significativo (p < 0,05) en el contenido de GA3
en plantas del cultivar Matrera durante el estrés, con un promedio de 2.535 ng/g PS, mientras
que el promedio de las plantas control fue de 289 ng/g PS (Figura 18c). El cultivar Vaquera, no
mostro diferencias significativas (p > 0,05) en el contenido de GA3 al comparar las plantas
estresadas con aquellas crecidas bajo riego normal (Figura 18c). Interesantemente, en tejido
subterraneo proveniente de plantas del cultivar Matrera no se encontré diferencias (p > 0,05) en
el contenido de GA3 de plantas anegadas y de aquellas crecidas bajo riego normal (Figura 18f).
Las plantas del cultivar Vaquera, por su parte, mostraron diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,05), con una disminucién del contenido de GA3 en raices durante el estrés

(292 ng/g PS) al comparar con su control (577 ng/g PS; Figura 18f).
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Figura 18. Concentracion de acido indol-3-acético (IAA), kinetina (KIN) y acido giberélico (GA3) en
tejidos vegetales determinada mediante LC-MS/MS. Se cultivaron plantas de los cultivares Matrera y
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Vaquera en camara de crecimiento durante 4 semanas hasta estadio vegetativo temprano. La mitad de las
plantas se cubrieron de agua de manera tal que todo su sistema radicular qued6 anegado por 14 dias. El
resto de las plantas continuaron durante el mismo periodo bajo riego normal y fueron utilizadas como
control. Se utilizaron 3 réplicas biologicas por cada condicion de riego, cultivar y tejido. La fila superior
corresponde a la determinacion de IAA (a), KIN (b) y GA3 (c) en hojas. La fila inferior indica la
concentracion de TAA (d), KIN (e) y GA3 (f) en raices. Las barras de error indican la DE. Distintas letras
por encima de las barras (a, b) indican diferencia significativa entre tratamientos (p < 0,05, ANOVA de
dos vias seguido por la prueba de Tukey). Los graficos sin letras por encima de las barras indican que los

tratamientos no son estadisticamente diferentes.
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2.4) Discusién y conclusiones

El anegamiento es una clase de estrés hidrico que genera graves dafios a las raices de una
amplia variedad de plantas, entre ellas alfalfa (Medicago sativa L.). El efecto de este estrés se ve
especialmente exacerbado cuando las temperaturas del suelo son elevadas (Striker & Colmer,
2017). El anegamiento reduce la disponibilidad de oxigeno en las raices, provocando hipoxia, lo
que conlleva dafios en el sistema radicular y muerte de tejidos (Voesenek & Sasidharan, 2013).
Ademas, las inundaciones predisponen a las plantas a enfermedades severas, como es el caso de
la pudriciéon de la raiz causada por el patogeno Phytophothora megasperma f. sp. medicaginis
(Wilcox & Mircetich, 1985). Como resultado, la alfalfa es considerada como un cultivo sensible
al anegamiento en comparacion con otras especies. Aun mas, en el estudio realizado por Striker
& Colmer (2017), la alfalfa fue determinada como la especie mas sensible al anegamiento entre
diversas pasturas evaluadas.

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que, aunque los tres cultivares de
alfalfa presentaron una elevada tasa de supervivencia tras 14 dias de anegamiento en camara de
cultivo (Figura 11a), su capacidad para mantener su productividad y estructura radicular difiere
significativamente.

El indice de verdor es un parametro que se utiliza ampliamente para evaluar la salud y el
vigor de las plantas, ya que esta asociado con el contenido de clorofilas, esenciales para la
fotosintesis y el crecimiento vegetativo (Richardson et al., 2002). En condiciones de hipoxia, se
pueden desencadenar procesos de degradacion de clorofila y dafios en el sistema fotosintético de
las plantas, lo que se traduce en una disminucion del indice de verdor en comparacion con
plantas no sometidas a estrés (Ashraf, 2012). En esta tesis, se encontrd una disminucion de
aproximadamente el 60% en el indice de verdor de los tres cultivares estudiados durante el estrés
(Figura 11b). En un estudio reciente se encontrd que un tratamiento de inundacion de 5 dias de
duracion no modifico significativamente el contenido global de clorofila en plantas de alfalfa
(Sghaier et al., 2020), por lo que indicaria que la duraciéon del estrés es clave y que la
degradacion de clorofilas no seria una respuesta inmediata.

Estudios previos, como los realizados por Striker y Colmer (2017), reportaron que, bajo
condiciones de anegamiento o deficiencia de oxigeno, plantas de alfalfa alcanzaron una masa
seca media de solo el 40% en comparacion con las plantas controles. Valores similares se

encontraron en este estudio para plantas de los cultivares Matrera y Monarca, con un promedio
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de 35% de masa seca aérea en comparacion a sus controles (Figura 12c¢). Interesantemente, las
plantas del cultivar Vaquera anegadas, no mostraron diferencia en el PS aéreo al compararlas con
aquellas bajo riego normal (Figura 12c¢).

La reduccion significativa en el area de la raiz de las plantas del cultivar Matrera bajo
anegamiento (Figura 13b) sugiere que este cultivar experimenta un colapso en la integridad
estructural de su sistema radicular bajo hipoxia. Esto podria reflejar una menor capacidad de
resistencia al anegamiento en comparacion con los otros cultivares, al no mantener un area
radicular adecuada para la absorcion de agua y nutrientes. La reduccion en el area radicular
limita la superficie de contacto con el suelo, afectando potencialmente la capacidad de la planta
para enfrentar el estrés hidrico en condiciones de anegamiento prolongado (Voesenek &
Bailey-Serres, 2015). Las plantas de los cultivares Monarca y Vaquera, sin embargo, lograron
mantener el area radicular en niveles estables (Figura 13b). En este contexto, estos cultivares
parecen estar menos afectados en términos de pérdida de area radicular, lo que podria traducirse
en una ventaja adaptativa bajo anegamiento. Es interesante notar que, en el caso de las plantas
del cultivar Monarca, aunque la longitud de la raiz se redujo (Figura 13a), el area radicular no se
vio significativamente afectada (Figura 13b). Esto podria sugerir que, aunque el crecimiento en
longitud disminuye, las plantas de este cultivar compensan su relacion de contacto con el medio
que las rodea manteniendo un area radicular suficiente para su funcion.

Una de las principales respuestas anatomicas a la hipoxia es el desarrollo de aerénquima en
la raiz como respuesta a las condiciones de anegamiento (Mahmood et al., 2019). El tejido
aerenquimatico proporciona un sistema continuo de espacios aéreos interconectados (lagunas
aerenquimaticas) de menor resistencia para el transporte de oxigeno desde los tallos hasta las
raices sumergidas, permitiendo el crecimiento de las raices y la exploracion del suelo en
condiciones anaerobicas (Striker, 2012). Se ha encontrado una tendencia positiva entre la
tolerancia a inundaciones y la capacidad de formar aerénquima en especies como el maiz (Zea
mays; Mano & Omori, 2007). Al analizar la morfologia interna de las raices de plantas de los
cultivares bajo estudio, se encontré que el cultivar Vaquera se destaco como el unico con
formacion de aerénquima (Figura 14), lo que seria una estrategia adaptativa clave que podria
explicar su menor afectacion en las variables agrondmicas.

Por otro lado, un grupo de investigadores ha encontrado que la deposicion de cristales de

cera epicuticular se reduce en plantas de arabidopsis (Arabidopsis thaliana) en condiciones de
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hipoxia (Kim et al., 2017). Teniendo en cuenta que la cuticula es una barrera importante para el
intercambio de gases, especialmente cuando los estomas estdn cerrados en condiciones de
anegamiento, estos autores sugieren que la formacion de una cuticula permeable puede ser una
respuesta adaptativa de las plantas para absorber el oxigeno atmosférico (Kim et al., 2017).
Cuando evaluamos plantas de los cultivares Monarca y Vaquera observamos una disminucién del
contenido de ceras epicuticulares en condiciones de anegamiento (Figura 15a), lo que podria
indicar una respuesta fisioldgica importante para tolerar este estrés. En contraste, las plantas del
cultivar Matrera mantuvieron estable su produccion de ceras bajo anegamiento (Figura 15a), lo
que podria sugerir una menor respuesta fisiolégica adaptativa, limitando su efectividad frente al
anegamiento.

El cierre estomatico durante las inundaciones es un efecto bien estudiado (Sojka, 1992).
Esta determinado como una respuesta temprana al estrés, con el objetivo de disminuir la pérdida
de agua por transpiracion, lo que resulta en una reduccion de la fotosintesis neta y la
conductancia estomatica (Gil et al., 2007). Una reduccion de la conductancia estomatica y de la
tasa fotosintética ha sido encontrada en soja (Glycine max) dos dias después de la aplicacion del
anegamiento (Oosterhuis et al., 1990). En este trabajo, y en concordancia con lo reportado,
hemos encontrado una disminucion significativa en el porcentaje de apertura estomatica en los
tres cultivares durante el anegamiento (Figura 15¢).

El etileno juega un papel fundamental en la respuesta de las plantas al anegamiento (Khan
et al., 2020). Bajo condiciones de hipoxia, este gas regula diversas respuestas fisiologicas clave.
La acumulacién de etileno promueve la formacion de aerénquima, inhibe el crecimiento de
raices y favorece la elongacion de tallos y el hipocotilo, permitiendo que las plantas busquen
mejores condiciones aéreas en su entorno inundado (Jackson, 2008; Steffens & Sauter, 2010). Un
aumento en la expresion de ACCO en tejidos aéreos, como se observd en plantas
correspondientes a los tres cultivares (con incrementos del 110% a 200%, Figura 16c), podria
asociarse con respuestas como la formacion de estructuras de escape, que mejoran el intercambio
de gases y facilitan la supervivencia en condiciones de baja disponibilidad de oxigeno. Sin
embargo, el comportamiento diferencial en raices seria un hallazgo clave que podria explicar el
comportamiento diferencial entre cultivares. Mientras que en plantas de Monarca y Vaquera se
observaron incrementos significativos de la expresion de ACCO (Figura 16d), en las

correspondientes a Matrera no se detectaron cambios significativos. No obstante, vale la pena
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resaltar que la expresion de ACCO en plantas del cultivar Vaquera bajo anegamiento fue
significativamente mayor al observado en los cultivares Monarca y Matrera (Figura 16d). Esto
podria explicar por qué la formacién de aerénquima es Uinicamente observada en este genotipo,
dando una ventaja importante a este cultivar.

Aunque no es directamente responsable del cierre estomatico, las vias de regulacion del
etileno interactuan con las del acido abscisico (ABA) para ajustar el intercambio gaseoso en
situaciones de estrés hidrico (Voesenek & Sasidharan, 2013). Al evaluar la expresion del gen
involucrado en la sintesis de ABA, se ha observado un aumento significativo en los tres
cultivares en ambos tejidos evaluados (Figura 16a y 16b), lo que podria tener influencia en el
cierre de los estomas observado previamente (Figura 15¢).

Ademas, se ha sugerido que el 4cido jasmoénico (JA) podria regular la expresion del gen
que codifica para la ACC oxidasa (Jordan & Casaretto, 2006), aumentando la produccion de
etileno en condiciones de estrés, lo que refuerza su papel en la respuesta al anegamiento. En
tejido aéreo, el aumento tanto en la expresion de FA42 (Figura 16e) como en el contenido de JA
(Figura 17b) en plantas del cultivar Matrera durante el anegamiento indica una activacion
coordinada de la ruta de sintesis de JA en respuesta al estrés. Esta correlacion entre la expresion
de FA2 y los niveles de JA sugiere que Matrera emplearia al JA en tejido aéreo como una sefial
de adaptacion, probablemente para modular la respuesta al estrés y activar mecanismos de
defensa oxidativa. Por otro lado, en plantas del cultivar Vaquera no se observaron cambios en los
niveles de JA cuando se analizé el tejido aéreo (Figura 17b) al igual que no se detectd variacion
en la expresion de FA2 (Figura 16e), lo que podria indicar una estrategia de respuesta menos
dependiente de JA en estos tejidos, sugiriendo que este cultivar podria estar activando otras rutas
hormonales o mecanismos de respuesta para tolerar el estrés hidrico en la parte aérea. En raices,
la disminucién del contenido de JA en plantas del cultivar Matrera bajo anegamiento contrasta
con la respuesta observada en las correspondientes a Vaquera, que muestra un notable
incremento en la cantidad de JA en raices durante el estrés (Figura 17¢). Este hallazgo podria
estar sugiriendo que las plantas del cultivar Vaquera activan la acumulaciéon de JA en la raiz
como respuesta adaptativa para enfrentar el estrés directo en la zona de absorcidén y contacto con
el agua acumulada. Este aumento en raices podria estar relacionado con la necesidad de activar

mecanismos de defensa locales para mitigar el dafio por ROS en un ambiente hipdxico. Este tipo
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de ajuste radicular ha sido observado en otras especies que también aumentan la concentracion
de JA en raices para tolerar condiciones adversas (Haque et al., 2014).

Respecto al acido salicilico (SA), el presente estudio mostraria una fuerte activacion del
sistema de defensa en las plantas mediante el aumento de la expresion del gen /CS y la
acumulacion de SA en respuesta al anegamiento, especialmente en raices (Figuras 16h y 17f).
Este incremento es consistente con la funcion del SA como modulador clave en la respuesta al
estrés, donde participa en la regulacion de la acumulacion de ROS y en la induccidon de
respuestas protectoras, tales como la fortificacion de las defensas contra patdgenos y el control
del crecimiento celular en condiciones de hipoxia (Herrera-Vasquez et al., 2015; Janda et al.,
2014). Observando especificamente los resultados por cultivar, Matrera se destaca con un
aumento considerable de SA en la parte aérea y raices (Figura 17¢ y f), sugiriendo que este
cultivar podria depender en gran medida del SA para modular las respuestas frente al estrés
oxidativo y fortalecer sus defensas bajo condiciones de anegamiento. En contraste, aunque el
cultivar Vaquera muestra una importante expresion de /CS en raiz (233 veces mayor expresion
de ICS, Figuras 16h y 17f), su contenido de SA en la parte aérea no muestra variacioén (Figura
17¢). Este resultado podria indicar que su estrategia de adaptacion involucra principalmente la
acumulacién localizada de SA en la raiz, permitiéndole responder al anegamiento con cambios
especificos en su estructura radicular. La ausencia de cambios significativos en el contenido de
SA en la parte aérea de plantas del cultivar Vaquera, a diferencia de los otros dos cultivares
evaluados en esta Tesis, también podria sugerir una estrategia de optimizacion de recursos ante el
estrés prolongado, donde priorizaria las respuestas radiculares tendientes a mejorar la resistencia
y capacidad de recuperacion en ambientes saturados de agua. Esto refleja una variabilidad en las
estrategias adaptativas entre cultivares, lo que podria contribuir a seleccionar variedades con
respuestas mas efectivas a las condiciones de anegamiento.

En este estudio, también se analizaron las concentraciones de otras hormonas vegetales de
importancia como auxinas (IAA), citoquininas (kinetina) y giberelinas (Figura 18). Estas fueron
reportadas como fundamentales en la regulacion del crecimiento y desarrollo vegetal (Mok,
2019; Yamaguchi, 2008; Zhao, 2010), donde controlan procesos como la elongacion celular,
divisiéon celular y diferenciacion de tejidos, manteniendo un equilibrio entre el crecimiento
vegetativo y reproductivo en condiciones normales de crecimiento. Sin embargo, en respuesta a

estrés abidtico, como el anegamiento, las plantas suelen priorizar mecanismos de supervivencia

73



que podrian implicar mecanismos de regulacion en otras vias hormonales, como las de ABA y
etileno (Martinez Callejon, 2018), relegando a las auxinas, citoquininas y giberelinas a un rol
secundario o modulador. Al evaluar su contenido en los cultivares de alfalfa bajo estudio, no se
encontraron diferencias significativas en las concentraciones de [AA y KIN (Figura 18a, b, d y e)
entre las plantas control y las sometidas a anegamiento, lo que sugiere que la participacion de
estas hormonas en la respuesta al estrés por anegamiento es imperceptible o se mantiene en
niveles basales.

En el caso de Matrera, el aumento observado de GA3 en tejido aéreo (Figura 18¢) podria
reflejar la activacion de vias de elongacion celular, lo cual, aunque en algunos casos puede
permitir el escape para emerger de la inundacion, podria también conducir a un gasto energético
elevado que resulta en la pérdida de biomasa (Figura 12a y c). En este sentido, las giberelinas
suelen estar implicadas en la elongacion celular y el crecimiento en condiciones de cultivo
normal (Castro-Camba et al., 2022), pero su reduccion en tejidos especificos, como el observado
en raices de plantas del cultivar Vaquera (Figura 18f), sugiere un ajuste de este genotipo para
reducir el gasto energético en condiciones de anegamiento. Esto podria permitirle a las plantas de
este cultivar redirigir recursos hacia otros procesos metabolicos que mejoren su tolerancia sin
comprometer el desarrollo radicular. Asimismo, aunque hay una menor cantidad de GA3, las
plantas del cultivar Vaquera podrian estar priorizando mantener la funcionalidad de sus raices
para absorber oxigeno y nutrientes en el entorno anegado, sin necesariamente estar alterando la
estructura fisica. También, podria haber un rol compensatorio de otras hormonas, por ejemplo, el
nivel de JA elevado observado en raices de plantas del cultivar Vaquera bajo estrés (Figura 17e),
podria estar promoviendo mecanismos para inducir la resistencia estructural y fisioldgica frente
al anegamiento (Kazan, 2015), permitiendo que las raices mantengan su forma y tamafio. La
falta de cambios en la longitud y area de las raices en Vaquera (Figura 13) sugiere una
adaptacion que permitiria a la planta mantener su estructura radicular sin necesidad de invertir en
un crecimiento extra. En este sentido, al reducir las giberelinas, las plantas del cultivar Vaquera
podrian estar evitando el estimulo innecesario de elongacion radicular en un ambiente en el que
el crecimiento adicional no necesariamente confiere una ventaja, especialmente si la planta
dirige su respuesta a generar estabilidad y eficiencia metabdlica.

A medida que las fluctuaciones climaticas y eventos de exceso hidrico se vuelven mas

frecuentes y severos, es indispensable identificar y favorecer el cultivo de aquellos cultivares que
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presenten respuestas fisiologicas y bioquimicas eficientes. L.a comprension de estas respuestas
no solo mejora el conocimiento fundamental sobre la tolerancia al estrés hidrico, sino que
ademas es clave para implementar estrategias agricolas adaptativas, contribuyendo a la
sostenibilidad en zonas susceptibles a inundaciones. Este enfoque, ademas, remarca la
importancia de la alfalfa como un recurso valioso en los sistemas agricolas actuales, que
demanda cultivos con mayor resiliencia para hacer frente a los desafios climaticos emergentes.
En sintesis, los resultados obtenidos en este capitulo sugieren que la capacidad para formar
aerénquima y mantener la estabilidad en los niveles hormonales en las partes aéreas bajo
condiciones de anegamiento podria estar relacionada con la mayor tolerancia al estrés hidrico
observado en plantas del cultivar Vaquera. Estos mecanismos de adaptacion, mediados por el
etileno, permiten que las plantas de este cultivar toleren mejor la hipoxia y minimicen los dafios
en comparacion con los observados en plantas de cultivares mas sensibles como es el caso de

Matrera.
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Como conclusiones, podemos mencionar que:

e El cultivar Vaquera destaca por mantener su peso fresco (PF) y seco (PS) aéreo y de
raiz bajo estrés, mientras que Matrera sufre una reduccion significativa en ambos
parametros.

e Las plantas del cultivar Vaquera muestran la formacion de aerénquima, un tejido
especializado que ayuda a tolerar condiciones de hipoxia, mientras que Matrera y
Monarca no muestran esta adaptacion morfologica. Esto es clave para la resistencia
al anegamiento en plantas del cultivar Vaquera.

e Las plantas de los cultivares Monarca y Vaquera reducen significativamente su
produccion de ceras epicuticulares durante el anegamiento, lo que favorece la
permeabilidad de la cuticula.

e En términos de respuestas hormonales, las plantas del cultivar Vaquera destacan por
un aumento significativo en la expresion del gen codificante para la ACC oxidasa
en raices, lo que podria estar ligado a la formacion de estructuras adaptativas como

el aerénquima.

Estos hallazgos destacan la importancia de optimizar la regulacion hormonal, la
respuesta antioxidante y la adaptacion morfologica de las raices en alfalfa para enfrentar el
anegamiento, promoviendo cultivares mas resilientes y sostenibles frente a fendmenos

climaticos extremos.
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Capitulo III: Caracterizacion de plantas de Arabidopsis thaliana expresantes del gen MsMDHAR.

3.1) Introduccion

En el presente capitulo, se llevo a cabo la caracterizacion de plantas transgénicas de
Arabidopsis  thaliana expresantes del gen MsMDHAR, codificante para la enzima
monodehidroascorbato reductasa (MDHAR) de alfalfa. La seleccion de este gen se llevd a cabo
en base a analisis transcriptomicos y protedmicos previamente publicados (Zeng et al., 2019), los
cuales indicaron su posible rol en la tolerancia al estrés hidrico. Ademas, investigaciones
bibliograficas han destacado la importancia de la MDHAR en otras especies (GroBkinsky et al.,
2020; Yeh et al., 2019), sugiriendo una implicancia en la detoxificacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) y en la mejora de la tolerancia al estrés oxidativo. Esta evidencia proporciond
una base solida para explorar su potencial en la mejora genética de cultivos como la alfalfa,
particularmente en contextos de estrés hidrico.

La enzima monodehidroascorbato reductasa es una de las enzimas claves del ciclo del
ascorbato-glutation (AsA-GSH). Este ciclo desempefia un papel clave en la adaptacion de las
plantas vasculares a varios tipos de estrés ambiental al eliminar y detoxificar las especies
reactivas del oxigeno (ROS) generadas durante el estrés (Hasanuzzaman et al., 2012). La via
produce y recicla antioxidantes como AsA y GSH, que neutralizan los ROS y previenen el dafio
oxidativo (Pandey et al., 2015). Ademas, ayuda en la sintesis de componentes de la pared celular
y participa en la biosintesis de fitohormonas esenciales para el crecimiento y desarrollo de las
plantas (Chen et al., 2006).

Para sintetizar estos antioxidantes, la via AsA-GSH requiere de cuatro enzimas: ascorbato
peroxidasa (APX), monodehidroascorbato reductasa (MDHAR), dehidroascorbato reductasa
(DHAR) y glutation reductasa (GR) (Pandey et al., 2015). La enzima MDHAR juega un papel
esencial en esta via al regenerar el AsA (Gallie, 2013), lo que previene el dafio oxidativo y
mantiene el equilibrio celular. Durante periodos de estrés oxidativo, el AsA puede oxidarse
formando monodehidroascorbato (MDHA), una molécula relativamente inestable que puede
reaccionar con componentes celulares y causar dafio oxidativo (Li et al., 2020). Esta molécula
puede dismutar rapidamente a dehidroascorbato (DHA) o a AsA mediante una reaccidon

espontanea o catalizada por la enzima monodehidroascorbato reductasa (MDHAR; Foyer &
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Noctor, 2011). La MDHAR cataliza la reduccion de MDHA previniendo asi el desequilibrio
redox celular (Nahar et al., 2017). El esquema del ciclo puede observarse en la Figura
Suplementaria 2.

Estudios han demostrado que la actividad de la MDHAR es esencial para el desarrollo
adecuado de las plantas, incluyendo el crecimiento de plantulas, el desarrollo de raices y el
avance hacia la etapa reproductiva (Barba-Espin et al., 2010; Truffault et al., 2016). Ademas, se
observo que la expresion y actividad de esta enzima aumenta en respuesta a diferentes tipos de
estrés, tales como sequia, salinidad y alta luminosidad, entre otros (Kavitha et al., 2010),
sugiriendo un papel crucial en la adaptacion de las plantas a condiciones ambientales adversas
(Gallie, 2013). Investigaciones previas han sugerido que niveles mas altos de AsA asociados con
la sobreexpresion del gen MDHAR podrian generar plantas con tolerancia al estrés abidtico
(Eltayeb et al., 2007), particularmente durante el estrés salino y estrés por frio (Shin et al., 2013;
Sultana et al., 2012). Sin embargo, hay poca informacién disponible sobre el papel de la
MDHAR (y los niveles de AsA) en la tolerancia al estrés hidrico.

En este capitulo, se investigd la participacion del gen MsMDHAR en los procesos de
tolerancia al estrés hidrico (inundacién y sequia) mediante su expresion constitutiva en plantas
de Arabidopsis thaliana. Asumiendo que la mayoria de los procesos basicos estdn conservados
en plantas dicotiledoneas, se utilizé este sistema heterdlogo para evaluar la aplicacion potencial
de la MsMDHAR como herramienta biotecnologica. Los resultados aqui encontrados sugieren
una relacion entre MsMDHAR y el nivel de ascorbato en plantas de arabidopsis. Asi mismo, se
observd una asociacion de la alta expresion de MsMDHAR con una mayor tolerancia al estrés
hidrico por parte de las plantas transgénicas sumado a un mayor desarrollo de raices de los
eventos conteniendo el gen de alfalfa. Finalmente, se destaca el aumento en la produccion de
semillas y biomasa por parte de plantas transgénicas de MsMDHAR bajo diferentes condiciones
de crecimiento. En resumen, los datos encontrados son de gran relevancia y resultan

prometedores para futuros programas de mejoramiento de la alfalfa.
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3.2) Materiales y métodos
3.2.1) Construccion genética

A partir de plantas de alfalfa cultivadas en condiciones normales, se extrajo el ARN total
utilizando TRIzol (Thermo Scientific). El ARN resultante se retro-transcribié a ADNc utilizando
la enzima transcriptasa reversa (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase
(MMLYV, Trans) y oligo dT, siguiendo las indicaciones del fabricante. Luego, se realizo una PCR
utilizando oligonucleétidos especificos para la amplificacion del gen MsMDHAR (MsMDHARF
y MsMDHARR, ver secuencias en material suplementario). El material genético amplificado fue
purificado, digerido con las enzimas de restriccion Xbal y Sall (Promega), e insertado en el
plasmido pCHF3 (Jarvis et al., 1998), el cual fue previamente cortado con las mismas enzimas.
El constructo fue entonces transformado en la cepa de Escherichia coli DHS5a y, una vez
obtenidos clones positivos y confirmados por secuenciacidn, se procedio a la transformacion de
la cepa GV3101 de Agrobacterium tumefaciens con el mismo plasmido (Hofgen & Willmitzer,

1988).

3.2.2) Transformacidn e identificacion de plantas modificadas

Las plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana (Col-0) se obtuvieron utilizando el
método de inmersion floral (Clough & Bent, 1998). La seleccion de plantas transformadas se
baso en su resistencia a kanamicina, y se realizé una PCR utilizando ADN gendémico (extraido
siguiendo el protocolo de Doyle & Doyle, 1990) y los oligonucle6tidos MsMDHARF y
MsMDHARR (descritos anteriormente) para verificar la insercion. Como control, se obtuvieron
de manera similar, plantas transformadas con el vector pCHF3 vacio. En todos los casos, se
examinaron tres eventos homocigotas independientes (T3). Estos eventos fueron identificados
como MsMDHAR-3, MsMDHAR-9 y MsMDHAR-14. Para simplificar la nomenclatura, el

vector vacio se denomind como tipo salvaje (WT) en el texto.
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3.2.3) Determinacion de ascorbato y dehidroascorbato

Se utilizo el método de Gillespie & Ainsworth (2007) con modificaciones. Brevemente, se
recolectd material vegetal (20 mg) en tubos y el tejido se homogeneiz6 con nitrégeno liquido
usando un mortero previamente enfriado. Se afiadio 1 ml de acido tricloroacético (TCA) al 6%
(Sigma-Aldrich) y se transfirio a un microtubo de 1,5 ml. Las muestras se centrifugaron (13.000
g durante 5 minutos a 4 °C) y el sobrenadante se transfirio a un nuevo tubo de 1,5 ml. Los
extractos se almacenaron en hielo y el ensayo comenzd de inmediato para evitar la degradacion
del 4cido ascorbico. Resumidamente, se afiadieron 10 pl de buffer fosfato 75 mM (pH=7,0) a
todos los tubos. Luego, se agregaron 20 pl de TCA al 6% a los tubos considerados blancos de
reaccion y 20 pl de estandares de acido L-ascorbico (AsA, Sigma Aldrich; 0,15-10 mM) o
muestra a los tubos a ensayar. Luego se afiadieron 10 pl de ditiotreitol (DTT, Sigma-Aldrich) 10
mM a los tubos de AsA total (AsA+DHA) y se incubaron a temperatura ambiente durante 10
minutos. Seguidamente se afadieron 10 ul de N-Etilmaleimida (NEM, Sigma-Aldrich) al 0,5% a
los tubos de AsA total para eliminar el exceso de DTT. Posteriormente, se afiadieron 20 ul de
agua a los tubos de AsA reducido para equilibrar el volumen de todos los tubos. Finalmente, se
afiadieron 50 pl de TCA al 10%, 40 pl de H;PO, al 43%, 40 pl de 2,2 -bipiridilo al 4% y 20 pl de
FeCl; al 3% a todos los tubos. Las muestras se incubaron a 37 °C durante 1 hora y luego se
determino la absorbancia a 525 nm en un lector de microplacas SPECTROstar Nano (BMG
Labtech). El procedimiento descrito anteriormente se resume en la Tabla 1. La cantidad de AsA
total y reducido se calculd usando la ecuacion de regresion entre los estdndares de AsA y A525

de la siguiente manera:
nmol AsA/well = [(A525-Ordenada al origen)/pendiente]

El AsA oxidado (Dehidroascorbato, DHA) se calcul6 como la diferencia entre el total y el

reducido. Se utilizaron 5 réplicas bioldgicas por linea analizada.

AsA AsA+ DHA

Componentes test blanco test blanco
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fer fosfato 75 mM 10 pul 10 ul 10 ul 10 pl
(PH=7)
standar/muestra 20 pl - 20 pl -
TCA 6% - 20 pl - 20 pl
DTT 10 mM - - 10 pl 10 pl
NEM 0,5% - - 10 pl 10 pl
Agua 20 ul 20 ul - -
TCA 10% 50 pl 50 ul 50 ul 50 pl
H;PO, 43% 40 pl 40 pl 40 pl 40 pl
2’-bipiridilo 4% 40 pl 40 ul 40 ul 40 ul
FeCl; 3% 20 ul 20 ul 20 ul 20 ul
Volumen total 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl

Tabla 1. Resumen del protocolo de determinacion de AsA y DHA en plantas de arabidopsis expresantes
del gen MsMDHAR. Se sigui6 la metodologia de Gillespie & Ainsworth (2007) con modificaciones. El
ensayo se basa en la reduccion del Fe™ a Fe' por AsA y la deteccion espectrofotométrica de Fe™

acomplejado con el 2,2'-dipiridilo.

3.2.4) Ensayos de estrés abiotico

Las semillas de arabidopsis (eventos transgénicos MsMDHAR-3, MsMDHAR-9 y
MsMDHAR-14 y WT) se sembraron en placas de Petri conteniendo medio MS-agar al 50%
(Duchefa Biochemie) y se transfirieron a una cdmara de crecimiento para la germinacién y
crecimiento de plantulas. Luego de la aparicién de la primera hoja verdadera, las plantulas se
trasladaron a un invernadero con ambiente controlado (22°C, humedad relativa 65-70%,

fotoperiodo 14:10 (luz/oscuridad) e intensidad luminica 220-250 pmol m2 s'!; Gasperl et al.,
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2021) donde se trasplantaron a macetas de 15 cm de didmetro con un volumen de 0,43 litros,
conteniendo una mezcla de turba y vermiculita (3:1).

Las plantas se sometieron a tres condiciones de riego: sequia, anegamiento y riego normal,
con 14 réplicas por tratamiento. Para realizar el ensayo de estrés por anegamiento, las macetas se
cubrieron con agua hasta el borde del sustrato colocandolas en bandejas de pléastico durante 14
dias. Para simular el estrés por sequia, se suspendi6 el riego durante 14 dias y se consider6 que el
estrés comenzod cuando el peso de las macetas mas la planta fue constante. El estrés hidrico se
aplicé cuando las plantas estaban en el estadio fenolégico 1,06-1,08 (Boyes et al., 2001) y, por lo
tanto, ain en la etapa vegetativa. Después de los tratamientos, las plantas se distribuyeron
aleatoriamente en el invernadero. Catorce dias después de que comenz6 el estrés, se tomaron
muestras de hojas de diez replicados biologicos de cada linea bajo cada condicion para analisis
molecular. Al final del tratamiento de estrés, las plantas se sometieron a condiciones de riego
normales hasta el final del ciclo de crecimiento. Al final del ciclo de vida, se determinaron
variables agrondmicas de interés como peso seco de la roseta e inflorescencia, asi como el

rendimiento y numero de semillas.

3.2.5) Fenotipado de raices

Las semillas de las lineas transgénicas y WT se sembraron en medio MS-agar al 50%
(Duchefa Biochemie) y se cultivaron en una camara de ambiente controlado (Fitoclima PLH,
Aralab) a 22 °C, 150 pmol m™ s™ de densidad de flujo de fotones, periodo de 14/10 h dia/noche
y con 65-70% de humedad relativa durante 7 dias hasta la apariciéon de la primera hoja
verdadera. Luego se transfirieron a placas verticales que contenian medio MS-agar al 50% y se
incubaron hasta los 12-15 dias de edad para evaluar el desarrollo de las raices. El estrés osmotico
se indujo afadiendo 250 mM de manitol al medio MS en las placas verticales. Las placas se
digitalizaron utilizando un escaner Epson GT-1500, se procesaron con Image] Fiji
(https://fiji.sc/) y se analizaron utilizando RhizoVision Explorer (Seethepalli & York, 2020). El

ensayo fue replicado tres veces, con 8 réplicas bioldgicas por cada evento y condicidn.
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3.2.6) Determinacion de ceras

Las plantas de las tres lineas transgénicas independientes y del vector vacio se cultivaron
en macetas con sustrato y en una camara de crecimiento con las condiciones descritas
anteriormente. Las plantas se sometieron a tres condiciones de riego: sequia, anegamiento y
riego normal (como fue detallado previamente). En el momento de la aparicion del boton floral,
se extrajeron las ceras epicuticulares siguiendo el protocolo descrito anteriormente en el punto
1.2.5. Las hojas completamente expandidas se colocaron sobre una hoja de papel para determinar
el area total utilizando Fiji ImageJ. Se expreso el resultado como cantidad de ceras por unidad de

area foliar. Se utilizaron 5 réplicas biologicas por cada genotipo y tratamiento evaluado.

3.2.7) Conteo de estomas

El conteo de estomas se realizd siguiendo el método descrito por Gudesblat et al. (2007).
Las plantas se cultivaron bajo condiciones de sequia, anegamiento y riego normal como se
especifico anteriormente. Se eligieron al azar dos hojas de roseta de cinco plantas de cada linea,
resultando en un total de 10 hojas por evento transgénico o plantas WT, por condicion. Las hojas
se fijaron en un portaobjetos de vidrio utilizando cinta adhesiva de doble cara transparente (3M).
El mesofilo se elimino raspandolo con una hoja de bisturi y una solucién 1:1 de hipoclorito de
sodio, asegurando que la epidermis abaxial permaneciera adherida a la cinta. Posteriormente, las
muestras se lavaron con agua y se examinaron bajo un microscopio Leica M205 FAC con un
aumento total de 400X. Al localizar los estomas y células epidérmicas, se tomaron fotografias
con una camara digital Canon EOS REBEL T2. Se seleccionaron cuatro zonas al azar para cada

impresion y se realizaron conteos de estomas cerrados y abiertos.
3.2.8) Contenido de clorofila a

La clorofila a se extrajo con acetona y se cuantifico espectrofotométricamente como se
informd previamente (Jaime et al., 2020). Las plantas transgénicas y WT se cultivaron bajo
condiciones normales durante 3 semanas. Luego, se sometieron a dos condiciones de estrés:
algunas se anegaron durante 14 dias, mientras que otras se sometieron a sequia hasta el 30% de

la capacidad de campo. Cada condicidon estuvo acompanada de plantas con riego normal como
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control. Se seleccionaron al azar cinco plantas de cada genotipo y cada condicion de riego para
el andlisis. Se extrajo una hoja de roseta de cada planta, se peso y se utiliz6 para la determinacion
de pigmentos. El material foliar se homogeneizd con nitrégeno liquido y se incubd a 4 °C en
acetona al 90% (v/v) durante 18 horas en la oscuridad. Luego, las muestras se centrifugaron a
1.000 g durante 5 minutos. Se midid la absorbancia a 646, 663 y 750 nm utilizando un
espectrofotometro UV-VIS (Hitachi U2000). La estimacion de la clorofila a se realizé utilizando

los coeficientes de extincion y ecuaciones determinadas previamente por Wellburn (1994).

3.2.9) Medicion del contenido relativo de agua

El contenido relativo de agua (CRA) foliar se determind utilizando plantas de 3 semanas
de edad cultivadas bajo sequia, anegamiento y riego normal como se describié en 4.2.8. Se
seleccionaron al azar cinco plantas de cada linea transgénica asi como del WT y se tomo una
hoja de roseta de cada planta para su determinacion. Las hojas se pesaron individualmente (peso
fresco, PF) y se sumergieron en agua destilada durante 18 horas para saturacion. Luego, las hojas
se pesaron (peso turgente, PT) después de eliminar el exceso de agua colocandolas sobre toallas
de papel. Posteriormente, las hojas se secaron a 70 °C hasta un peso constante (peso seco, PS).

El1 RWC se calcul6 utilizando la ecuacion reportada por Smart & Bingham (1974):

CRA= [(PT-PS)/(PF-PS)] x100

3.2.10) Determinacion de ROS

La produccion de peroxido de hidrogeno (H,O,) se detecté utilizando
3,3-diaminobencidina (DAB; Sigma Aldrich) como se describié previamente (Jaime et al.,
2020). Se utilizaron plantas de 3 semanas de edad cultivadas bajo sequia, anegamiento y riego
normal como se describi6 en los puntos anteriores. Se seleccionaron al azar tres plantas de cada
linea transgénica asi como del WT y se tomaron dos hojas de roseta de cada planta para su
determinacion. Las hojas se incubaron cubiertas con una solucion de DAB (1 mg/ml (v/v)) en
tubos de plastico y se incubaron durante 18 horas en la oscuridad. Luego, las hojas se

decoloraron por inmersion en etanol al 96% (v/v) y se incubaron a 37 °C. Se montaron y
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visualizaron cinco fragmentos de cada hoja utilizando un microscopio de fluorescencia (Leica
M205 FAC) con un aumento 6ptico de 40X. Las imagenes obtenidas se analizaron y procesaron
utilizando ImageJ Fiji. Se utilizaron cinco fotografias seleccionadas al azar de plantas
individuales para cada analisis. Las areas tefiidas se identificaron utilizando la funcién de umbral
normalizado y se procesaron utilizando el vector H DAB del plugin de deconvolucién de color
en Imagel Fiji. Se analizd6 el canal correspondiente a R:0.26814753; G:0.57031375;
B:0.77642715.

3.2.11) Cuantificacion del nivel de expresion génica

La extraccion de ARN total de las hojas de cada una de las lineas analizadas se realiz6 bajo
condiciones normales utilizando el reactivo TRIzol (TRIzol, Thermo Scientific) siguiendo las
instrucciones del fabricante. El analisis de qPCR se llevé a cabo utilizando un termociclador
AriaMx Real-Time PCR System. Las reacciones se realizaron en un volumen final de 10 pl,
utilizando el PerfectStart Green qPCR Master Mix (TransGen Biotech), 200 ng de ADNc como
molde y oligonucledtidos especificos para la amplificacion de un fragmento del gen que codifica
para la MsMDHAR (q-MsMDHAR-F y gq-MsMDHAR-R; ver secuencias en material
suplementario). Para los controles de expresion basal, se utilizaron oligonucleétidos especificos
para el gen de actina de Arabidopsis thaliana (Charrier et al., 2002) (q-AtACTIN-F y

q-AtACTIN-R; ver secuencias en material suplementario).
3.2.12) Analisis estadistico

Para testear el supuesto de normalidad, se utilizo la prueba de Shapiro—Wilks (Field, 2013).
La prueba de Levene para la igualdad de varianzas se utilizd para probar la suposicion de
homogeneidad de varianza (Field, 2013). Después de verificar que los datos cumplian con estos
supuestos, se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) de una o dos vias (segun necesario)
seguido de una prueba de Tukey para identificar diferencias entre los tratamientos. Todo el

analisis estadistico se realizo utilizando el software estadistico R (R Core Team, 2021).

&5



3.3) Resultados
3.3.1) Analisis molecular de eventos de Arabidopsis thaliana expresantes de MsMDHAR

Con la finalidad de comprender la funciéon de la MDHAR de la alfalfa durante los procesos
de estrés abidtico, se empled un sistema heterdlogo de plantas de Arabidopsis thaliana con
expresion constitutiva del gen. Con este propdsito, se aislé la secuencia codificante de la
MsMDHAR (JN979555.1) de plantas de alfalfa y se clond, dirigida por el promotor del virus del
mosaico de la coliflor 35S (35SCaMV), en el plasmido pCHF3 (Jarvis et al., 1998).
Posteriormente, esta construccion se utilizo para transformar plantas de arabidopsis. Las plantas
homocigotas de la tercer filial (T3) se genotipificaron para detectar la presencia de secuencias de
MsMDHAR (Figura 19a).

Luego se procedio a cuantificar los niveles de expresion del gen mediante PCR en tiempo
real. Como se observa en la Figura 19b, al analizar plantas de los eventos transgénicos 3, 9y 14
que expresan MsMDHAR, se observo que MsMDHAR-9 exhibia un alto nivel de expresion del
gen, mostrando 46,97 veces mas expresion que MsMDHAR-3, mientras que MsMDHAR-14
exhibia un bajo nivel de expresion, mostrando 1,28 veces mas expresion que MsMDHAR-3. En

este sentido, MsMDHAR-3 y MsMDHAR-14 se definieron como eventos de baja expresion.

Expresion relativa

20

a a
o =, -
MsMDHAR-3 MsMDHAR-3 MsMDHAR14

Figura 19. Analisis molecular de las plantas transgénicas. a. Genotipificacion de MsMDHAR mediante
PCR a partir de ADN genémico de plantas transformadas. Se extrajo ADN gendémico total (10 ug) del
vector vacio (pCHF3) y de tres lineas transgénicas independientes. La extraccion de ADN y los
experimentos de PCR se realizaron a partir de duplicados biolégicos. Se utilizé un marcador de peso

molecular de 100 pb (M). "+" corresponde al control positivo (gen MsMDHAR purificado) y "-" indica el

control negativo (mezcla de PCR sin molde de ADN). b. Niveles de expresion de MsMDHAR en eventos
86



de arabidopsis. Se utiliz6 ADNc extraido a partir de hojas de lineas MsMDHAR-3, MsMDHAR-9 y
MsMDHAR-14 cultivadas en condiciones normales para detectar la expresion de MsMDHAR mediante
PCR cuantitativa en tiempo real. Los resultados se calcularon en relacién con la linea transgénica
MsMDHAR-3 (expresion = 1) utilizando el método comparativo 2 **“'. Los niveles de transcripcion se

determinaron utilizando tres réplicas y se normalizaron utilizando el gen de actina de arabidopsis.

3.3.2) Analisis metabodlico

Para analizar indirectamente la actividad de la MDHAR, se determinaron los niveles de
AsA y DHA en plantas transgénicas de arabidopsis bajo condiciones normales de crecimiento.
Se observo que las plantas del evento MsMDHAR-9 tenian un nivel significativamente mayor de
AsA (18,07 = 1,24 nmol/pocillo) en comparacion con las plantas con vector vacio (10 £ 2
nmol/pocillo; Figura 20). Por otro lado, como era de esperar, las plantas que expresaban
MsMDHAR-9 mostraron niveles significativamente mas bajos de DHA (3,84 + 0,29
nmol/pocillo) en comparacion con las plantas control (7,43 + 2,14 nmol/pocillo). Al analizar los
eventos MsMDHAR-3 y MsMDHAR-14, no se observaron diferencias significativas en los
niveles de AsA en comparacion con las plantas con vector vacio, lo que indica que un alto nivel

de expresion de MsMDHAR puede ser necesario para un aumento marcado en el nivel de AsA.
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Figura 20. Analisis de la actividad de MsMDHAR. Cuantificacion de los niveles de AsA y DHA en

plantas transgénicas de arabidopsis crecidas bajo condiciones normales de riego. El procedimiento para la
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cuantificacion de AsA y DHA se resume en la Tabla 1. Se representan los valores promedio con barras de
error que indican la desviacion estdndar. Se utilizaron 5 réplicas biologicas por evento en cada
experimento. A su vez, cada experimento se repitié tres veces con resultados similares. Letras diferentes
sobre los histogramas (a, b, c, d, e) denotan diferencias significativas entre las lineas (p < 0,05, ANOVA

de dos vias seguido de la prueba de Tukey).

3.3.3) Evaluacién de plantas transgénicas MsMDHAR sometidas a estrés hidrico

Para comprender la funcion de MsMDHAR durante los procesos de estrés hidrico
causados por sequia y anegamiento, se estudid su influencia en la tolerancia de arabidopsis a
estos estreses en términos de crecimiento vegetativo y reproductivo (Figura 21). Con este
proposito, se analizaron las plantas transgénicas MSMDHAR-3, -9 y -14 luego de 14 dias de
sequia o 14 dias de anegamiento. Posteriormente, se permitid la recuperacion mediante riego
normal hasta el final del ciclo de la planta, luego del cual, se procedié a la medicidon del peso
seco (PS) de las hojas de roseta y de la inflorescencia, y la determinacion del peso y nimero de
semillas (Figura 21a, 21b, 21c y 21d). Los resultados obtenidos de la determinacion del PS de las
hojas en roseta y la inflorescencia durante los tratamientos de estrés hidrico mostraron una
tendencia positiva para las plantas del evento MsMDHAR-9 en comparacion con las plantas WT
(Figura 21ay 21b).

Especificamente, se observo un aumento significativo (p < 0,05) en el PS de roseta durante
sequia y anegamiento en las plantas MsMDHAR-9, con aumentos del 113% y 220%,
respectivamente, en comparacion con las plantas WT (Figura 21a). En cuanto al PS de la
inflorescencia, se noté un aumento del 174% durante la sequia y del 377% durante el
anegamiento al comparar plantas transgénicas MsMDHAR-9 con las salvajes (Figura 21b). Por
otro lado, se determin6 que el rendimiento de semillas en las plantas MsMDHAR-9 fue
significativamente (p < 0,05) mayor tanto en condiciones de crecimiento normales como en los
tratamientos de sequia y anegamiento (Figura 2Ic), con aumentos del 75%, 96% y 77%,
respectivamente, en comparacion con las plantas con el vector vacio. Mientras tanto, al comparar
las plantas MsMDHAR-3 y MsMDHAR-14 con las plantas WT, no se observé diferencia
significativa (p > 0,05) en el rendimiento de semillas en condiciones normales y de sequia

(Figura 21c). Sin embargo, si se observd un aumento significativo (p < 0,05) del 52% en el
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rendimiento de semillas en las plantas transgénicas MsMDHAR-3 bajo tratamiento de
anegamiento en comparacion con las plantas WT (Figura 21c).

En cuanto al nimero promedio de semillas por planta, también mostré una tendencia
positiva para las plantas transgénicas de arabidopsis MsMDHAR-9 en comparacion con las
plantas WT (Figura 21d). Especificamente, se observé un aumento significativo (p <0, 05) en el
numero de semillas producidas durante las condiciones de crecimiento normales y sequia en las
plantas MsMDHAR-9, con aumentos del 71% y 117%, respectivamente, en comparacion con las
plantas WT (Figura 21d). Al analizar las plantas transgénicas MsMDHAR-14 sometidas a
sequia, anegamiento y riego normal, no se observaron diferencias significativas en el peso seco
de la hoja en roseta y la inflorescencia ni en el peso y numero de semillas en ninguno de los
tratamientos (Figura 21), excepto por el peso seco de la roseta en plantas anegadas, donde se

observé un aumento de peso en relacion con las plantas WT (Figura 21a).
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Figura 21. Desarrollo de la biomasa aérea bajo condiciones de estrés hidrico. a. Determinacion del peso
seco (PS) de las hojas de roseta. b. PS de la inflorescencia. ¢. Rendimiento de semillas. d. Numero de
semillas en plantas transgénicas (MsMDHAR-3, MsMDHAR-9 y MsMDHAR-14) y plantas WT de
arabidopsis durante condiciones normales de crecimiento (control), sequia y anegamiento. Se realizaron

catorce réplicas por tratamiento y genotipo, sometidas a diferentes condiciones de riego durante 14 dias
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antes de las determinaciones. El estrés hidrico se aplico cuando las plantas estaban en la etapa vegetativa.
Al final del ciclo de vida, se determinaron el peso seco de la roseta y la inflorescencia, el rendimiento de
semillas y el numero de semillas. Las barras de error indican la desviacion estandar (DE). Las diferentes
letras sobre los histogramas (a, b, c, d, e, f) indican diferencias significativas entre las lineas (p < 0,05,

ANOVA de dos vias seguido de la prueba de Tukey).

3.3.4) Estudio del desarrollo de raices en condiciones normales y de sequia

En condiciones de crecimiento normales, las plantas que expresan MsMDHAR
(MsMDHAR-3, MsMDHAR-9 y MsMDHAR-14) mostraron una mayor area de cobertura de
raices y biomasa radicular (Figura 22), lo que sugiere un efecto positivo de MsMDHAR en el
desarrollo de raices. Al analizar la biomasa seca de las raices, se observo un peso de 2,0 0,13
mg para las plantas con el vector vacio WT, mientras que las raices de las plantas transgénicas
que expresan MsMDHAR-3 mostraron un peso promedio de 3,50 + 0,05 mg. Las lineas
MsMDHAR-9 evidenciaron un peso de 3,0 £ 0,6 mg y las MsMDHAR-14 un peso de 2,13 +
0,40 mg (Figura 22b).

Se detectaron diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) al analizar el area total
de la raiz ocupada por las plantas transgénicas en comparacion con el vector vacio WT (0,83 +
0,18 cm?, Figura 22c). En este caso, el area de la raiz fue de 1,44 + 0,30 cm? para MsMDHAR-3,
de 1,58 £ 0,36 cm? para MsMDHAR-9 y de 1,30 + 0,27 cm? para MsSMDHAR-14 (Figura 22c¢).
Finalmente, al analizar el largo total de la raiz principal, no se observé diferencia significativa (p

> 0,05) entre las plantas transgénicas y las plantas con el vector vacio WT (Figura 22d).
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Figura 22. Analisis in vitro de raices transgénicas de arabidopsis MsMDHAR bajo condiciones de
crecimiento normales. a. Imagen representativa de raices de plantulas de 12 dias. b. Peso seco de la raiz.
c. Area total de la raiz. d. Longitud de la raiz principal de plantas de arabidopsis WT y transgénicas,
cultivadas en placas verticales con medio MS. Las pldntulas se cultivaron en placas horizontales durante 7
dias y luego verticalmente durante 5 dias en medio MS al 50% con 1,2% de agar e incubadas a 22 °C, 150
umol m™ s7', 14/10 h dia/noche. Las fotografias son representativas de tres experimentos independientes,
cada uno con 8 réplicas bioldgicas por cada evento. Las fotografias fueron analizadas utilizando
RhizoVision Explorer. Las barras de error indican DE. Letras diferentes sobre los histogramas (a, b, ¢)
indican diferencias significativas entre lineas (p < 0,05, ANOVA de una via seguido por la prueba de
Tukey). Los graficos sin letras por encima de las barras indican que los tratamientos no son

estadisticamente diferentes.

Cuando se analizo6 el PS, la longitud y el area de las raices durante el estrés por sequia
(inducido por la suplementacion con 250 mM de manitol), las plantas de arabidopsis
transgénicas que expresaban MsMDHAR mostraron valores significativamente mas altos (p <
0,05) en comparacion con las plantas con el vector vacio (Figura 23). Especificamente, se
observé un peso de 0,58 = 0,09 mg para las plantas WT, mientras que las raices de
MsMDHAR-3, -9 y -14 tenian un peso de 1,30 = 0,22 mg, 1,36 + 0,15 mg y 1,55 + 0,07 mg,
respectivamente (Figura 23b). Ademas, las raices de las plantas MsMDHAR-3 desarrollaron un

area de 0,35 + 0,04 cm?, las MsMDHAR-9 ocuparon un é4rea de 0,42 + 0,09 cm? y las plantas
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MsMDHAR-14 tuvieron un 4rea de 0,44 + 0,11 cm?, mientras que el 4rea de la raiz de las plantas
WT control fue de 0,20 + 0,03 cm? (Figura 23c¢).

Cuando se analiz6 la longitud de la raiz principal en plantas sometidas a sequia, las plantas
MsMDHAR-3 mostraron una longitud promedio de 3,61 + 0,49 cm, las plantas MsMDHAR-9
tuvieron una longitud de 3,31 £ 0,39 cm y las MsMDHAR-14 una longitud de 3,54 + 0,71 cm.
Todos los eventos mostraron longitudes de la raiz principal significativamente mayores (p <

0,05) que las plantas WT, que evidencidé un promedio de 2,62 + 0,17 cm (Figura 23d).

MsMDHAR-3
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Bi
Area total de la raiz (cm?)
—
Longitud de la raiz principal (cm)

0
WT MsMDHAR-3 MsMDHAR-9  MsMDHAR-14 WT MsMDHAR-3  MsMDHAR-S  MsMDHAR-14 WT MsMDHAR-3  MsMDHAR-9  MsMDHAR-14

Figura 23. Andlisis in vitro de raices transgénicas de arabidopsis MsMDHAR sometidas a estrés
osmotico. a. Imagen representativa de raices de plantulas de 15 dias. b. Peso seco de la raiz. c. Area total
de la raiz. d. Longitud de la raiz principal de plantas de arabidopsis WT y transgénicas, cultivadas en
placas verticales. Las plantulas de control y transgénicas se cultivaron de manera horizontal inicialmente
en medio MS al 50% suplementado con 1,2% de agar durante 7 dias y luego fueron trasladadas a placas
verticales con el mismo medio pero suplementado con 250 mM de manitol e incubadas a 22 °C, 150
umol m2 s™', 14/10 h dia/noche. Las fotografias se tomaron 15 dias después de la siembra y son
representativas de tres experimentos independientes, cada uno con 8 réplicas biologicas de cada evento.
El andlisis de las imdgenes se realizo utilizando RhizoVision Explorer. Las barras de error indican DE.
Letras diferentes sobre los histogramas (a, b) indican diferencias significativas entre lineas (p < 0,05,

ANOVA de una via seguido por la prueba de Tukey).
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3.3.5) Analisis fisioldgicos de las plantas transgénicas MsMDHAR

Para expandir nuestro conocimiento sobre los mecanismos mediante los cuales la mayor
expresion de MsMDHAR mejora la tolerancia a estrés en plantas de Arabidopsis thaliana, se
analizaron la produccién de ceras epicuticulares, el nimero de estomas abiertos y totales, la
acumulacion de clorofila a (Cl a) y el contenido relativo de agua (CRA; Figuras 24 y 25).

Se observo que las plantas transgénicas MsMDHAR-3, -9 y -14 producen una mayor
cantidad (p < 0,05) de cera epicuticular en comparacion con las plantas WT bajo condiciones de
crecimiento normal (Figura 24a). Las plantas transgénicas MsMDHAR-3 tenian 2 + 0,13 mg/cm?
de cera, las MsMDHAR-9 tenian 2,3 £ 0,5 mg/cm? y las MsMDHAR-14 tenian 1,94 + 0,05
mg/cm?, mientras que las plantas WT tenian 1,6 £ 0,1 mg/cm? (Figura 24a). Cuando las plantas
con vector vacio y las transgénicas fueron sometidas a sequia e inundacion, se observé un
aumento en la produccion de cera en las plantas WT, pero no en las plantas transgénicas, que
mantuvieron el alto nivel de ceras durante el estrés.

Curiosamente, al estudiar el numero de estomas totales y abiertos, no se observd una
diferencia significativa (p > 0,05) entre las plantas transgénicas MsMDHAR-3, -9, -14 y las WT
bajo condiciones de crecimiento normal (Figuras 24b y 24c). Sin embargo, cuando fueron
sometidas a sequia e inundacidn, se observéd una fuerte disminucion en la apertura estomatica,
como era de esperarse en condiciones de estrés. No obstante, dicha disminucidn difiri6 entre las
plantas transgénicas y las plantas WT; los eventos transgénicos mostraron una disminucion del
43% en la apertura estomatica, mientras que las plantas con vector vacio mostraron una

disminucién del 72% en comparacion con las condiciones de riego normal (Figura 24c).
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Figura 24. Mediciones de parametros fisiologicos relacionados con la tolerancia al estrés hidrico. a.
Determinacion de ceras epicuticulares. b. conteo total de estomas. c. Porcentaje de estomas abiertos. Las
lineas WT y transgénicas (MsMDHAR-3, MsMDHAR-9 y MsMDHAR-14) se cultivaron bajo
condiciones controladas: 22 °C, 65-70% de humedad relativa, 14:10 h dia, 220-250 pmol m™2 s™'. El
estrés hidrico se aplico cuando las plantas estaban en la etapa vegetativa y en el momento de la aparicion
del botdn floral. Las ceras epicuticulares se extrajeron usando cloroformo. El conteo estomatico se realizo
en plantas de 3 semanas de edad usando un microscopio Leica M205 FAC. Se fotografiaron tres campos
de vision de cada uno de los cinco replicados biologicos de cada genotipo. En condiciones control, se
cuantificé un promedio (= DE) de 12,1 £1,7 (WT), 13.4 £ 1,6 (MsMDHAR-3), 14 + 2.3 (MsMDHAR-9)
y 13 £ 0,9 (MsMDHAR-14). De manera similar, se cuantifico un promedio de 16,3 £ 5,2 (WT), 16,7 +
2,6 (MsMDHAR-3), 15,2 £ 2 (MsMDHAR-9) y 15,6 £ 2,1 (MsMDHAR-14) durante la sequia.
Finalmente, el numero promedio de estomas por campo de vision fue de 14,9 £ 2.6 (WT), 17,3 £3.2
(MsMDHAR-3), 14 + 2,6 (MsMDHAR-9) y 17 + 6,9 (MsMDHAR-14) bajo inundacion. Las barras de
error indican DE. Las diferentes letras sobre los histogramas (a, b, c) indican diferencias significativas
entre lineas (p < 0,05, ANOVA de dos vias seguido por la prueba de Tukey). Los graficos sin letras por

encima de las barras indican que los tratamientos no son estadisticamente diferentes.

Mientras tanto, cuando se cuantificé el pigmento fotosintético Cl a, no se observo

diferencia significativa (p > 0,05) entre las plantas transgénicas MsMDHAR-3, -9, -14 y las
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plantas WT bajo condiciones de crecimiento normal (Figuras 25a y 25b). Sin embargo, cuando
se analizo la acumulacion de Cl a en sequia y se compar6 con la condicidn de riego control, la Cl
a se redujo significativamente (p < 0,05) en las plantas WT (37,12%), mientras que no se
observé una diferencia significativa (p > 0,05) en las plantas transgénicas MsMDHAR-3, -9, -14
(Figura 25a). Luego, se observaron niveles significativamente (p < 0,05) mas altos de Cl a en las
plantas transgénicas MsMDHAR-9 en comparacion con las plantas WT bajo inundacién (Figura
25b). Las plantas transgénicas MsMDHAR-3 tenian 0,22 + 0,07 mg/g PF de Cl q, las
MsMDHAR-9 tenian 0,26 + 0,03 mg/g PF y las MsMDHAR-14 tenian 0,21 £+ 0,03 mg/g PF,
mientras que las plantas WT tenian 0,19 + 0,05 mg/g PF (Figura 25b).

Al analizar el CRA, no se observo diferencia significativa (p > 0,05) cuando las plantas
transgénicas y WT estaban bajo riego normal (Figuras 25¢ y 25d). Cuando las plantas fueron
sometidas a sequia e inundacién, se observé una disminucién (Figura 25¢) y un aumento (Figura

25d) en el CRA, respectivamente, en las plantas WT pero no en las plantas transgénicas.

a b
0 05
a
0,4 0,45 a
0,4 ab 04 a
ab ab ab g 08 I l 2 a
a -
b I ab I b o 03 l 1 b
I I 2025 b b 1 -
I = 02 I - l
“ o1
0 0,1
),0 0,05
U 0
WT MsMDHAR-3 MsMDHAR-9 MsMDHAR-14 WT MsMDHAR-3 MsMDHAR-9 MsMDHAR-14
Control « Sequia Control = Anegamiento
c d
o a a a 100 b
a a ] l l a a o
Io b J . ! a J' a a 3 7 a
I 80 I L de T i
70 l | 1
g $ 60
< 50 < 50
o o
O 4 Y a0
30 30
0 20
0 10
0 0
WT MsMDHAR-3 MsMDHAR-9 MsMDHAR-14 WT MsMDHAR-3 MsMDHAR-9 MsMDHAR-14
Control + Sequia Control wAnegamiento

95



Figura 25. Cuantificacion de clorofila ¢ (Cl a) en plantas bajo riego normal (barras azules), sequia
(barras amarillas, a) y anegamiento (barras grises, b). Contenido relativo de agua de las hojas (CRA %)
bajo riego normal (barras azules), sequia (barras amarillas, ¢) y anegamiento (barras grises, d). El CRA'y
el contenido de ClI a fueron evaluados en plantas W'T y transgénicas sometidas a estrés hidrico, tanto por
exceso como por déficit. Cada condicion fue acompaiiada por plantas bajo riego normal utilizadas como
control. Las barras de error indican la DE. Las diferentes letras sobre los histogramas (a, b) indican

diferencias significativas entre lineas (p < 0,05, ANOVA de dos vias seguido por la prueba de Tukey).

3.3.6) Los niveles de H,0, se reducen en las plantas transgénicas MsMDHAR-9

Adicionalmente, se determinaron los niveles de peroxido de hidrogeno (H,O,) bajo
condiciones de crecimiento normales, sequia y anegamiento (Figuras 26 y 27). Se observaron
areas de tincion DAB significativamente (p < 0,05) menores en las plantas transgénicas
MsMDHAR-9 en comparacién con el tipo salvaje (WT) (Figura 26), con areas de tincion DAB
siendo 22%, 39,5% y 40% mas altas en las plantas WT bajo riego normal, sequia y anegamiento
respectivamente (Figuras 26a, 26b y 26¢). Luego, se determind un area de tincion de DAB
significativamente (p < 0,05) menor al analizar las plantas transgénicas MsMDHAR-3 bajo riego
normal y anegamiento (Figuras 26a y 26c¢). No se observo diferencia significativa (p > 0,05) al
analizar las plantas transgénicas MsMDHAR-3 cultivadas bajo condiciones de sequia, y las
plantas transgénicas MsMDHAR-14 cultivadas bajo riego normal, sequia y anegamiento

(Figuras 26a, 26b y 26c).
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Figura 26. Especies reactivas de oxigeno acumuladas en las plantas WT y transgénicas durante el estrés
hidrico. a. Area tefiida con DAB (en pixeles) de las hojas de plantas cultivadas con riego normal. b. Area
tefiida de plantas sometidas a sequia hasta el 30% de la capacidad de campo. c. Area de depositos de DAB
en plantas anegadas durante 14 dias. Se utilizaron cinco fotografias microscdpicas de hojas de plantas WT
y transgénicas tefiidas con DAB para cada andlisis. Las éareas tefiidas se identificaron utilizando la funciéon
de umbral normalizado y se procesaron usando el vector H DAB de Imagel Fiji. Las barras de error
indican la desviacion estandar. Las letras diferentes sobre los histogramas (a, b) indican diferencias

significativas entre las lineas (p < 0,05, ANOVA de una via seguido por la prueba de Tukey).
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Figura 27. Visualizacion microscdpica del peroxido de hidrogeno detectado mediante tincion con DAB.
Iméagenes representativas de plantas WT, MsMDHAR-3, MsMDHAR-9 y MsMDHAR-14 bajo riego
normal (A), sometidas a sequia hasta el 30% de la capacidad de campo (B) y anegamiento durante 14 dias
(C). Las hojas se incubaron con una solucion DAB de 1 mg/mlL (v/v) durante 18 horas antes de
blanquearlas en etanol al 96% (v/v). Las imagenes se examinaron con un microscopio Leica M205 FAC

utilizando un aumento de 40X.
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3.4) Discusion

Asi como otros seres vivos, las plantas poseen un sistema enzimatico altamente eficiente
cuyo papel es protegerlas contra el dafio oxidativo y mantener la homeostasis redox (Morales &
Munné-Bosch, 2016). Las principales enzimas que constituyen este sistema, involucradas en la
eliminacion y desintoxicacion de ROS, incluyyen MDHAR, DHAR y GR (Mittler et al., 2011;
Liebthal et al., 2018). Entre ellas, se considera que la MDHAR es la enzima con la mayor
capacidad antioxidante y de eliminacion de radicales libres en las plantas.

Basado en el estudio transcriptomico realizado en el capitulo 3, sumado a otro analisis
protedmico y transcriptdmico previamente publicado (Zeng et al., 2019), se puede inferir sobre
la participacion de MsMDHAR de alfalfa en la tolerancia a este proceso de estrés. Debido a esto
se decidio evaluar esta hipotesis utilizando un sistema heterélogo.

Nuestros resultados establecen una relacion directa entre el nivel de expresion de
MsMDHAR y la acumulacion de AsA y la degradacion de DHA en plantas de arabidopsis, lo que
se cree que media el equilibrio de ROS vy las respuestas al estrés en plantas. En este sentido, se
ha observado que, aunque el nivel de expresion en los eventos MsMDHAR-3 y -14 es bajo en
comparacion con el MsMDHAR-9, y no suficiente para aumentar los niveles de AsA, podria
existir un nivel de regulacién fino involucrado en prevenir una acumulacion significativa de
DHA en estas plantas. Los resultados presentados en este capitulo nos permitieron concluir que
la expresion de MsMDHAR tiene la capacidad de modificar el metabolismo de AsA y sus
derivados en plantas de arabidopsis. Por lo tanto, es razonable hipotetizar que MsMDHAR
participaria en respuestas de las plantas a la tolerancia a los estreses abidticos, y particularmente
al estrés hidrico.

Se procedio, luego, a evaluar como se ve influido el fenotipo de estas plantas bajo
condiciones de estrés hidrico, tanto por sequia como por anegamiento. Primero, se realizaron
mediciones de componentes involucrados en el rendimiento de la planta, como el desarrollo de
biomasa de hojas e inflorescencias y la producciéon de semillas. En este sentido, podemos inferir
que MsMDHAR tiene una contribucion directa en el aumento del rendimiento de semillas de
arabidopsis (peso y numero de semillas) y biomasa de hojas en roseta e inflorescencias. En estos
ensayos se encontrd que los efectos fenotipicos de la expresion de MsMDHAR sélo se
observaron en el evento de alta expresion (MsMDHAR-9). Por lo tanto, esto dependeria del nivel

de ascorbato presente en las plantas y su accion antioxidante. Aun mas, el alto nivel de expresion
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de MsMDHAR promoveria la produccion de semillas bajo condiciones de riego normal e incluso
bajo sequia y anegamiento.

Recientemente, se aislo y caracterizdo la PeMDHAR de plantas de Pennisetum glaucum
(Sonkar et al., 2023). Estos autores propusieron que la estabilidad aumentada de la enzima
MDHAR podria ser la razén detras de la excelente tolerancia al estrés abiotico de estas plantas.
Otro estudio reciente encontr6 que la alta suplementacion de azufre en plantas de Brassica napus
L. mejord la tolerancia al anegamiento mediante aumento en la producciéon de antioxidantes
(Hussain et al., 2023). Este trabajo informd que el AsA fue uno de los antioxidantes mas
importantes que contribuye a la mejora de la productividad y que MDHAR, DHAR, GR, CAT y
APX fueron las enzimas mas criticas involucradas en esta mejora (Hussain et al., 2023). Los
hallazgos presentados en este trabajo, junto con informes previos de otros autores, apuntan a un
papel relevante del metabolismo del ascorbato en la tolerancia de las plantas a los estreses
abidticos, y son muy prometedores para futuros planes de mejoramiento de plantas.

Las moléculas de ROS son sefializadoras muy importantes para el mantenimiento celular.
Sin embargo, en condiciones de estrés, como puede ser una situacion de hipoxia, se genera una
mayor acumulacion de ROS en raices y tejidos aéreos, siendo el H,O, la principal ROS presente
en estos tejidos (Chang et al., 2012; Pucciariello et al., 2012; Xu et al., 2014; Zhang et al., 2017,
Sachdev et al., 2021). En un escenario de sequia, el proceso de producciéon de H,O, y otras ROS
también se exacerba, causando multiples dafios oxidativos en las plantas (Noctor et al., 2002;
Miller et al., 2010; Sachdev et al., 2021). En este contexto, en esta tesis se analizd la
acumulacion de H,O, en hojas de plantas transgénicas bajo riego normal y estrés hidrico.
Nuestros hallazgos sugieren que MsMDHAR, junto con altos niveles de AsA y los procesos que
modula, pueden estar involucrados en la reduccion de la acumulaciéon de H,O, tanto bajo
condiciones de riego control como de estrés hidrico.

Luego, se realizd un ensayo in vitro para estudiar como la expresion de MsMDHAR influia
en el desarrollo de las raices. Nuevamente, nuestros resultados demuestran que bajo condiciones
de riego normal y estrés osmotico, las plantas de arabidopsis que expresan MsMDHAR exhiben
una mayor produccion de raices, tanto en términos de biomasa como de area. Ahmad & Li
(2021) mostraron una correlacion entre el aumento de los niveles enddgenos de ciertas
hormonas, el aumento de la actividad de las enzimas MDHAR, DHAR, CAT y GR, y el

incremento de la produccion de raices en suelos compactados bajo condiciones de sequia.
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La evaluacion de diferentes variables fisioldgicas relacionadas con el desarrollo de las
plantas tanto bajo condiciones de control como de estrés reveld que las plantas transgénicas
exhibieron una mayor tolerancia que las plantas de control. En este sentido, se estudiaron la
acumulacion de ceras, la apertura estomatica, la acumulacion de clorofila a y el contenido
relativo de agua. Observamos que las plantas WT aumentaron la produccion de ceras
epicuticulares durante los tratamientos de sequia y anegamiento, mientras que las plantas
MsMDHAR mantuvieron consistentemente un alto nivel de produccion de ceras epicuticulares
independientemente de la presencia del estrés. Estos resultados sugieren que las plantas que
expresan MsMDHAR estarian mejor adaptadas al efecto inicial del estrés hidrico, ya que tendrian
una capa protectora de cera en sus cuticulas. Aunque algunos informes confirman el aumento de
ceras bajo condiciones de sequia (Aharoni et al., 2004), su papel durante el anegamiento sigue
siendo poco claro. Por lo tanto, los resultados presentados en esta tesis implican que la
produccion de ceras epicuticulares puede ser similar bajo condiciones de sequia y anegamiento.
En un estudio relacionado, Zhu et al. (2013) informaron que la sobreexpresion de EsWAXI en
plantas de Arabidopsis thaliana mejord significativamente la tolerancia a la sequia a través de un
mecanismo que involucra niveles aumentados de ceras y AsA.

Durante el estrés por inundacion, sumersion y anegamiento, las plantas tienden a cerrar sus
estomas, lo que lleva a la degradacion de clorofilas y una consiguiente reduccion en su capacidad
de captura de luz, resultando en una disminucién de la tasa fotosintética (Kuai et al., 2014; Yan
et al., 2018). Respuestas similares se observan en el caso del estrés por sequia (Chaves &
Oliveira, 2004; Chaves et al., 2009). En nuestro estudio, cuando analizamos el nimero total de
estomas, no observamos diferencias al comparar plantas con vector vacio y plantas transgénicas
MsMDHAR. Interesantemente, al analizar el porcentaje de estomas abiertos durante el estrés,
como era de esperar, se observd una reduccion drastica en todas las lineas transgénicas. Sin
embargo, lo notable fue que esta reduccion fue significativamente menos pronunciada en los
eventos transgénicos, lo que sugiere que incluso bajo condiciones de estrés, mantienen un mayor
nimero de estomas abiertos para asegurar el intercambio de gases. Mas alla de lo observado a
nivel oxidativo, estos resultados, junto con la alta produccién de ceras epicuticulares,
proporcionan un sélido fundamento para explicar la tolerancia al estrés hidrico.

En resumen, a partir de los resultados obtenidos en este capitulo y gracias a la

caracterizacion funcional de MsMDHAR en arabidopsis, podemos concluir que esta enzima
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participa en la tolerancia al estrés hidrico, tanto causado por sequia como por anegamiento. Entre
los cambios causados por MsMDHAR que contribuirian a una mayor tolerancia al estrés,
identificamos una mayor producciéon de antioxidantes (AsA), mayor contenido de ceras
epicuticulares, mayor acumulacion de clorofila a, mayor contenido relativo de agua (CRA) en
sequia y menor en anegamiento, y menor produccioén de H,O,.

A medida que las sociedades progresan, hay una tendencia creciente a explotar los recursos
naturales, lo que resulta en la alteracion del medio ambiente natural. En consecuencia, varios
tipos de estrés abidtico, como el estrés salino, la sequia, el anegamiento, las temperaturas
extremas y la exposicion a radiacion, asi como la exposicion a contaminantes organicos o
inorganicos, se estan volviendo mas frecuentes (Rivero et al., 2022). Los resultados de este
trabajo muestran la capacidad de las plantas generadas para sobrevivir y prosperar en algunos de
estos entornos desafiantes, representando un avance significativo en la biotecnologia agricola,
abriendo nuevas posibilidades para el desarrollo de cultivos mas resilientes que puedan

contribuir a la seguridad alimentaria global frente a los desafios del cambio climatico.
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DISCUSION GENERAL

La sequia y el anegamiento son los problemas globales mas graves para la agricultura
(Akhtar & Nazir, 2013). El estrés por sequia ocurre cuando la tasa de transpiracion de las
superficies de las hojas es mayor que la absorcion de agua por las raices (Salehi-lisar et al.,
2012). Por el contrario, en los suelos anegados, el exceso de agua llena los poros del suelo,
disminuyendo la concentracion de oxigeno (Pan et al., 2021), lo que reduce el intercambio de
gases entre la atmdsfera y el suelo, creando un estado de hipoxia que lleva a la muerte del tejido
vegetal (Fukao et al., 2019). Tanto el anegamiento como la sequia afectan a una serie de procesos
biologicos y quimicos, que pueden modificar el crecimiento de los cultivos, tanto a corto como a
largo plazo (Sapeta et al., 2013; van Veen et al., 2014; Yan et al., 2018). La tolerancia de las
plantas al estrés hidrico representa uno de los desafios mas importantes en la agricultura
moderna debido a los efectos del cambio climatico y la creciente demanda por cultivos
resilientes.

La alfalfa (Medicago sativa L.) es un cultivo forrajero clave en Argentina y el mundo,
ampliamente reconocido por su alta productividad y calidad nutricional, lo que la convierte en un
componente esencial para la alimentacion del ganado en sistemas de produccién intensivos
(Atumo et al., 2021). Este cultivo ocupa una superficie significativa en las regiones templadas
del pais (Jauregui et al., 2022), contribuyendo tanto a la economia agropecuaria como a la
sostenibilidad de los sistemas agricolas, debido a su capacidad para fijar nitrégeno y mejorar la
estructura del suelo (Anglade et al., 2015). Sin embargo, el rendimiento de la alfalfa esta
fuertemente condicionado por factores climaticos. Los eventos extremos como la sequia y la
inundacion, son cada vez mas frecuentes e intensos debido al cambio climatico, y generan
importantes reducciones en la biomasa aérea y radicular, comprometiendo tanto su rendimiento
como su persistencia en los sistemas de produccion (Cao et al., 2017; Diatta et al., 2021). La
alfalfa es una especie con alta diversidad genética, especialmente debido a su naturaleza alégama
(polinizacion cruzada), lo que promueve la variabilidad dentro y entre poblaciones (Li &
Brummer, 2012). Diferentes cultivares pueden tener variantes alélicas que les confieren

diferentes capacidades para tolerar todo tipo de estrés, entre ellos el hidrico.
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En este contexto, esta tesis explord diferentes estrategias para abordar este problema, evaluando
tanto la respuesta de cultivares de alfalfa como la caracterizacion funcional del gen MsMDHAR
de alfalfa en un sistema heterologo.

En el Capitulo 1, el analisis de los tres cultivares de alfalfa frente a la sequia evidencia las
profundas implicancias del déficit de agua en la productividad agricola, resaltando la relevancia
de mecanismos adaptativos especificos en cada cultivar. Los cultivares Matrera y Vaquera
demostraron una mayor capacidad de adaptacion, manteniendo significativamente mas biomasa
bajo estrés en comparacion con el cultivar Monarca, lo que indicaria diferencias intrinsecas en
sus estrategias de resistencia.

En el Capitulo 2 de esta tesis se analizo la respuesta de tres cultivares de alfalfa al estrés
por anegamiento, un tipo de estrés hidrico que afecta principalmente las raices, reduciendo la
disponibilidad de oxigeno y causando dafios por hipoxia. En este estudio, se observd que aunque
los cultivares presentaron una alta tasa de supervivencia tras 14 dias de anegamiento, su
capacidad para mantener la productividad y la estructura radicular fue variable. A través de una
evaluacion agrondmica y fisiologica, se identificaron diferencias significativas en la tolerancia al
estrés hidrico entre los cultivares, destacandose Vaquera como el mas tolerante. Este cultivar fue
el Uinico que desarrolld aerénquima en sus raices, lo que podria explicar su mejor adaptacion al
anegamiento, al permitir una mayor absorcidon de oxigeno en condiciones de hipoxia.

En el Capitulo 3, se abord¢ el estudio funcional del gen MsMDHAR de alfalfa, una enzima
clave en el reciclaje de ascorbato, dentro del sistema antioxidante de las plantas. Los resultados
obtenidos en plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana demostraron que la sobreexpresion de
MsMDHAR no solo mejora la acumulacion de antioxidantes (AsA) y reduce la concentracion de
H-0:, sino que también tiene impactos significativos en la biomasa, el rendimiento de semillas y
la produccion de raices. Ademas, se observo que las plantas transgénicas producian niveles altos
de ceras epicuticulares y un porcentaje mayor de estomas abiertos, caracteristicas que
probablemente contribuyeron a su mayor tolerancia al estrés. Los resultados obtenidos en este
estudio demuestran de manera concluyente que la introduccion del gen de alfalfa en plantas de
arabidopsis confiere una mayor tolerancia tanto a la sequia como al anegamiento. Este hallazgo
no solo valida la hipdtesis planteada, sino que también destaca el potencial de la ingenieria
genética para mejorar la resistencia de las plantas a condiciones ambientales adversas. Aunque

arabidopsis es una planta modelo ampliamente utilizada, es crucial trasladar estos resultados a un
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contexto agronomico real. Por lo tanto, el siguiente paso implicaria el desarrollo de plantas
transgénicas de alfalfa sobreexpresantes del gen elegido y evaluar si la mayor tolerancia
observada en arabidopsis también se manifiesta en este cultivo de importancia econémica.

La integracion de estos hallazgos permite establecer una relacion entre las respuestas
fisiologicas observadas en alfalfa y los mecanismos moleculares identificados en plantas
transgénicas de Arabidopsis. En este sentido, los resultados sugieren que la mejora en la
tolerancia al estrés hidrico podria lograrse mediante una combinacion de estrategias: (1)
seleccion de cultivares con caracteristicas agrondémicas y fisioldégicas adaptativas, como las
observadas en Vaquera, y (2) modificaciéon genética dirigida a optimizar el metabolismo
antioxidante, como lo evidencia la funcionalidad de MsMDHAR.

En conclusion, los resultados presentados en esta tesis contribuyen al entendimiento de los
mecanismos fisioldgicos y moleculares que subyacen a la tolerancia al estrés hidrico en plantas.
Con una agricultura enfrentando cada vez mayores desafios, este conocimiento representa un
avance importante para promover practicas mas sostenibles y cultivos mejor preparados para los

retos ambientales y productivos del futuro.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

I) Composicidn de las soluciones utilizadas

FAA: (etanol absoluto, 4cido acético glacial, formaldehido, agua desionizada, en proporcion

50:5:10:35).

Solucién de siembra de ADN y ARN en geles de agarosa: Azul de bromofenol 0,25% (p/v);

Sacarosa 40% (p/v).

TAE 1X: Tris-acetato 40 mM (pH 8,0); EDTA 1 mM.

IT) Oligonucleotidos utilizados en reacciones de PCR semi-cuantitativa y PCR en tiempo real

(qPCR)
NOMBRE SECUENCIA (5’-3°) USO CAPITULO
MsAOF ACGTGCCCAACAA q-PCR 1-2
TAACTCG
MsAOR AAATCCACAGCAG q-PCR 1-2
GGTTGAG
MsACCOF GCATTGGAGGGAC q-PCR 1-2
ATCAATC
MsACCOR TGGCATCATCCTT q-PCR 1-2
CTCTTCC
MsFA2F TGATGTCTGCCTT q-PCR 1-2
CATCAGC
MsFA2R AAGCTTGCTCTGC q-PCR 1-2
TCTTTCG
MsICSF AGTGCTGCTGAGG q-PCR 1-2
AACCATC
MsICSR ATGCGATCCTTGC q-PCR 1-2
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TCCCATT

MsMDHARF CGATCTAGAAAAT PCR 4
GGCGGAACATTCA| semicuantitativa

MsMDHARR CGAGTCGACTTAC PCR 4
TGGCAAAAGTAAT | semicuantitativa

q-MsMDHAR-F GGGAGAAAGATTG q-PCR 4
CTTCCAGAA
q-MsMDHAR-R TGTTTCTCCTTTT q-PCR 4
GCACTAGTCAGA

q-AtACTIN-F GGTAACATTGTGC q-PCR 4
TCAGTGGTGG

q-AtACTIN-R AACGACCTTAATC q-PCR 4
TTCATGCTGC

III) Figura Suplementaria 1: aplicacion del anegamiento.

Control Anegamiento

Figura Suplementaria 1. Imagen representativa del material vegetal y aplicacion del anegamiento en
plantas de alfalfa. Un total de 24 plantas de NK-Vaquera 9, 24 NK-Matrera 8 y 24 Monarca SP INTA 8

fueron cultivadas en camara de cultivo vegetal con condiciones controladas y riego normal durante 4
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semanas, hasta estadio vegetativo temprano. En ese momento la mitad de las plantas fueron inundadas
(derecha), mientras que la mitad restante continud bajo riego normal y fue utilizada como control

(izquierda).

IV) Figura Suplementaria 2: ciclo del Ascorbato-Glutation

__-H0+1/20,

\ = 2HO
e
/ 2GSH \ / \

AsA —F———— MDHA
DHAR

\ GSSG / -

Figura Suplementaria 2. Esquema representativo del ciclo del Ascorbato-Glutation. Este ciclo es clave
en la detoxificacion de especies reactivas de oxigeno, manteniendo el equilibrio redox celular y la
proteccion contra el estrés oxidativo. AsA: ascorbato, APX: ascorbato peroxidasa, MDHA:
monodehidroascorbato, MDHAR: monodehidroascorbato reductasa, DHA: dehidroascorbato, DHAR:
dehidroascorbato reductasa, GSH: glutatién reducido, GSSG: glutatién oxidado, GR: glutatidon reductasa.

SOD: superoxido dismutasa. CAT: catalasa.
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