LOTASSA:

Un puente entre la geno’mica

y las pasturas del siglo XXI

ContratoN°517617







il

JUMTR DE RANDALUCIA

LOTASSA:

Un puente entre la genomica
y las pasturas del siglo XXT

1B IN' | ECH R 3 PROC’SUR
E‘é/}]ﬁ / R > HA®

CONICET

CSIC
@ s &
8 7 Qi v S

.. INTA



© Instituto Interamericano de Cooperacion para la
Agricultura (lICA).2010

El Instituto promueve el uso justo de este documento.
Se solicita que sea citado apropiadamente cuando
corresponda

Esta publicacién también estd disponible en formato
electrdnico (PDF) en el sitio Web institucional en
http://www.iica.int

Coordinacion editorial: Juan Sanjudn, Monica Rebuffo
Correccién de estilo: Juan Sanjudn y Monica Rebuffo
Diagramado. Esteban Grille

Disefio de portada: Esteban Grille

Impresion: Imprenta Boscana

LOTASSA: un puente entre la genémica y las pasturas del siglo
XXI/ PROCISUR -- Montevideo: IICA, 2010.

71p. 187x265cm
ISBN 978-92-9248-294-7

1. Recursos genéticos 2. Plantas forrajeras 3. Pastizales 4.
Lotus 5. Lotus japonicus 6. Uruguay 7. Brasil 8. Chile 9.
Espafia 10. Portugal 11. Europa I.1ICA II. Titulo

AGRIS DEWEY
F30 58115

Montevideo, Uruguay - 2010



http://www.iica.int

Presentacion

Como cierre del proyecto LOTus Adaptation and Sustainability in South America - LOTASSA,
se realiz6 la siguiente publicacion sintesis que recoge los resultados mas relevantes generados
durante su ejecucion. La naturaleza de un proyecto como este, que estuvo integrado por 14 insti-
tuciones de Europa y del Cono Sur de América, amerita una sostenida difusion de sus resultados
a todo nivel, tanto para que usuarios de distintos ambitos puedan aprovechar los avances genera-
dos, como también para que grupos interdisciplinarios de investigadores generen nuevos proyec-
tos sobre la base del avance cientifico y tecnoldgico alcanzado con LOTASSA.

Otro aspecto importante de esta publicacion es divulgar una metodologia de trabajo de alto va-
lor cientifico y orientada a la solucién de problemas y vacios de conocimientos de impacto en
grandes zonas consideradas marginales en los paises del Cono Sur de América Latina. La con-
centracion de recursos de investigacion y de capacidades cientificas en zonas con limitaciones es
una necesidad imperiosa para los proximos afios en esta region. Consideramos que en ese tema
LOTASSA ha sido un proyecto pionero y esperamos que la difusion de sus resultados sea valorada
por los tomadores de decisiones al momento de la asignacion de recursos.

Hasta ahora la mayor cantidad de recursos para investigacion, tanto publica como privada, como
es logico se ha concentrado en zonas de alto potencial y de gran impacto productivo, social y
economico. Pero hoy, con la creciente demanda alimentaria y escasez de territorios de alto po-
tencial productivo, cobra una mayor relevancia la focalizacién de proyectos en zonas con limita-
ciones, para ir gradualmente generando innovaciones tecnoldgicas que transformen estas areas
consideradas marginales en nuevos recursos productivos sustentables para la creciente demanda
alimentaria mundial.

El Programa Cooperativo para el Desarrollo Tecnolégico Agroalimentario y Agroindustrial del
Cono Sur - PROCISUR, desde sus inicios ha venido promoviendo el uso sustentable de los re-
cursos naturales. Esperamos que esta publicacion sea de utilidad para toda la region, y al mismo
tiempo sirva de estimulo a los equipos técnicos que han hecho este valioso aporte, para que con-
tinten en la busqueda de nuevos conocimientos y formas de difusion en beneficio de los agricul-
tores y de nuestros recursos naturales.

Emilio Ruz

Secretario Ejecutivo
PROCISUR
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Introduccion

El proyecto LOTASSA surgié como una iniciativa de cooperacion cientifico-tecnoldgica entre insti-
tuciones de Europa y Latinoamérica bajo los auspicios del VI Programa Marco de la Unién Europea.
Tanto en su contenido como en su modelo de gestion, LOTASSA represent6 una excelente oportu-
nidad para abordar investigaciones sobre leguminosas forrajeras para suelos marginales, problema-
tica de gran impacto para la ganaderia del Cono Sur de América Latina. En el proyecto participaron
16 grupos pertenecientes a 14 instituciones de 4 paises del Cono Sur y 4 paises europeos, y su coor-
dinacion corrid a cargo del Dr. Juan Sanjuan (CSIC, Espana), quien junto a la Ing. Ménica Rebuffo
(INTIA, Uruguay) fueron los responsables de la coordinacién cientifica del mismo.

En este proyecto se aprovechd la estrecha relacion entre las especies forrajeras de Lotus y la “plan-
ta modelo” Lotus japonicus para investigaciones genéticas y genomicas. Con esta estrategia se
busco desarrollar nuevos recursos genéticos especificos y herramientas biotecnologicas para
asistir y acelerar el mejoramiento de genotipos que posean buena adaptacién a ambientes con
restricciones abidticas (sequia, salinidad, pH y toxicidad por Al). Al mismo tiempo se abordé
la problematica de la fijacién simbidtica de nitrégeno, mediante la identificacion y seleccion de
cepas bacterianas con alto potencial como inoculantes de praderas de Lotus adaptados a suelos
con limitaciones abidticas.

Algunos de los resultados mas relevantes obtenidos por LOTASSA han sido:

- Una coleccién de especies, genotipos e hibridos interespecificos de Lotus caracterizados
a nivel genético, bioquimico o fisioldgico en su respuesta a estreses abidticos, incorpora-
dos a una bases de datos.

- Una coleccién con centenares de cepas de rizobios, procedentes de Europa y del Cono
Sur, identificadas molecularmente a nivel taxonémico y caracterizadas para su interac-
cion con el ambiente con especies forrajeras de Lotus, incorporadas a una base de datos
de acceso publico.

- Un conjunto de genes y otros marcadores genéticos identificados en Lotus y asociados
con la respuesta adaptativa frente a estreses abioticos.

- Lacaracterizacion de una amplia variedad de respuestas metabdlicas y fisiologicas de las
especies de Lotus, identificadas y caracterizadas para la tolerancia a estreses abioticos.

Muchas de las herramientas y recursos bioldgicos desarrollados por el proyecto LOTASSA servi-
ran para apoyar la obtencion rapida y eficiente de futuras variedades vegetales, con alta producti-
vidad en suelos y ambientes marginales. Otras seran de utilidad para la produccién de inoculantes
de Lotus particularmente eficientes para la fijacién de nitrogeno en tales ambientes degradados.

En esta publicacion se detallan los resultados mas relevantes de LOTASSA, que son presentados
en forma de capitulos para facilitar su comprension, asi como un listado de todas las personas que
han participado en el mismo.
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Capitulo 1. Colecciones y bases

de datos asociadas
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1.1. Introduccion

El género Lotus se ha usado histéricamente en
el Cono Sur para mejorar las pasturas. El ob-
jetivo de LOTASSA es contribuir a la susten-
tabilidad de las pasturas en la region a través
de la generacion de herramientas biotecno-
légicas y productos bioldgicos que permitan
el desarrollo de mejores adaptaciones de las
especies forrajeras de Lotus corniculatus L.,
L. tenuis Waldst. et Kit. (Sin. L. glaber Mill.),
L. uliginosus Schkuhr (Sin. L. pedunculatus
Cav.) y L. subbiflorus Lag. en suelos que su-
fren sequia, acidez o salinidad. El proyecto
LOTASSA aprovechd la existencia de la es-
pecie modelo Lotus japonicus L. para desa-
rrollar herramientas que permitan acelerar el
mejoramiento genético de especies cultivadas.
En paralelo, el proyecto trabajo en la identifi-
cacion y caracterizacion de cepas de rizobios
que garanticen una optima fijaciéon de N en
dichos suelos, mejorando asi la productivi-
dad, calidad y sustentabilidad de pasturas de
Lotus en suelos marginales.

Un elemento fundamental para que la estra-
tegia tuviese éxito fue lograr resultados com-
parables e intercambiables entre los grupos de
investigacion participantes, como un acerca-
miento para desarrollar herramientas dutiles
y aumentar el conocimiento en las diferentes
disciplinas de investigacion. Como cada gru-
po de investigacion tiene sus propios méto-
dos de trabajo, el Consorcio acordé compar-
tir los materiales bioldgicos y los resultados
obtenidos para prevenir las diferencias en el
desarrollo y validacion de la metodologia de
evaluacion. De esta manera, todos los par-

ticipantes usaron los mismos materiales de
planta y bacteria asi como compartieron los
métodos de investigacion.

1.2. La coleccion vegetal de LOTASSA

La creacion de la Coleccion LOTASSA empezd
mucho antes que el Proyecto, con germoplas-
ma que proporciond la Univ. de Aarhus y mul-
tiplico INIA Uruguay. La Coleccién empezo
con 8 entradas (L. japonicus ecotipos Gifu y
MG-20, L. filicaulis Durieu, L. burttii Borsos,
3 entradas de L. corniculatus y 1 entrada de L.
uliginosus 2n; Tabla 1). Cuando fue necesario,
los sets de semillas producidos segtin protoco-
los estandares de aislamiento se entregaron a
la Coleccion LOTASSA en INIA La Estanzue-
la, Colonia, Uruguay. Por supuesto, este es un
trabajo laborioso que requiere dedicacion sin
un retorno cientifico inmediato. Sin embargo,
el conocimiento de los participantes de que la
contribucién de cada componente del Proyec-
to es necesaria para el bien comun en el largo
plazo asegurd que los participantes aceptaran
este programa.

Al final del proyecto la colecciéon LOTASSA
incluia 886 entradas de especies de Lotus mo-
delo y cultivadas, incluyendo 239 Lineas Re-
combinantes Endocriadas (RILs en inglés) de
hibridos interespecificos, 7 mutantes, 10 cul-
tivares testigos y 24 poblaciones mejoradas de
especies cultivadas. La coleccion estuvo activa
durante toda la ejecucion del Proyecto, con
un total de de 1446 materiales intercambiados
con los 15 laboratorios que llevaron a cabo in-
vestigacion dentro de LOTASSA.

P



Tabla 1. Origen y tipo de germoplasma en la coleccion vegetal de LOTASSA

Especies modelo

Estatus de la coleccidn

Coleccion inicial 4 0
Coleccion LOTASSA 4 151
Muestras intercambiadas 101 799

La coleccion de especies cultivadas empezd
con una seleccién de cultivares y poblaciones
regionales que representan el germoplasma co-
munmente usado en el Cono Sur para ser uti-
lizado como testigos. Los primeros materiales
fueron los cultivares de L. corniculatus cv. San
Gabriel, Estanzuela Ganador, INIA Draco, L.
uliginosus diploide LE 627 de INIA Uruguay,
y mas tarde la inclusion de L. corniculatus Sao
Gabriel y UFRGS de Brasil, L. tenuis cv. Es-
meralda de INTECH, Argentina y Lg 3y Lg
8 de INIA Chile, L. uliginosus ecotipos Lu A
y Lu 1 de INIA Chile, entre otros. El Consor-
cio desarroll6 24 poblaciones divergentes se-
leccionadas por su comportamiento frente a
sequia, acidez o salinidad que se describen en
los capitulos correspondientes.

Los pedidos de material por los participantes
fueron realizados indicando por escrito el uso
propuesto. Todos los materiales conservados
son de libre acceso para los miembros de la
red bajo MTA. Para otros, la colecciéon de LO-
TASSA estara so6lo disponible en base a MTA.
La unica condicién exigida fue informar de
los resultados que se recogen del germoplas-
ma recibido en la Base de Datos de Lotus. Esto
permite que el equipo de LOTASSA mejore
nuestro conocimiento del material y su adap-
tabilidad a ambientes diferentes.

1.3.La base de datos de Lotus

La informacioén se hizo disponible usando va-
rias estrategias diferentes: reuniones del pro-
yecto, publicando articulos e informes, orga-
nizando foros electrénicos y proporcionando

12

Parentales Hibridos GxLB Hibridos LFxG

Especies cultivadas
) Germoplasma g
Mutantes Testigos mejorado Hibridos
0 0 4 0 0
88 7 10 24 602
246 47 75 8 170

bases de datos de germoplasma de Lotus y de
rizobio en el sitio web de LOTASSA (Figuras
1y 2). En este contexto, la Base de Datos Lotus
ha sido también una parte activa en la dise-
minacién de la informacioén y promoviendo
su intercambio. Esta base de datos, que esta
exclusivamente disponible para los miembros
del Proyecto en la actualidad, se desarroll6
mediante el acuerdo de PROCISUR con la
unidad de documentacién de recursos genéti-
cos de INTA Castelar, liderada por el Dr. Julio
Tilleria (Argentina).

Los pasaportes de las bases de datos contie-
nen informacion fenotipica colectada en for-
ma individual y por grupos de investigacién
del Consorcio, aumentando rdpidamente el
valor potencial del germoplasma modelo y
ofreciendo la oportunidad de explorar la in-
formacioén para mejorar las leguminosas fo-
rrajeras. La cantidad y calidad de informacién
generadas por LOTASSA es transferida en su
capacidad plena a través del desarrollo de esta
base de datos, con una interfaz facil de usar
que se expande mas alla del simple almacena-
miento de informacion. La estructura de esta
base de datos relacionada contiene un sistema
para acceder a una busqueda especifica o a un
rango de informacién que describe una acce-
sioén de germoplasma determinada. La utiliza-
cién de la informacioén fisioldgica y genética
ingresada por cada equipo de LOTASSA a
través del sistema, proporcionara en el futu-
ro cercano a otros usuarios el complemento
de informacion mas pleno posible de la Co-
leccion LOTASSA, con la informacion exacta
para los testigos y accesiones mejoradas ca-
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racterizados para los estreses por acidez, sa-
linidad y sequia.

1.4. Coleccion de rizobios de Lotus y base de
datos asociada

Durante el proyecto LOTASSA se habilité un
catdlogo exhaustivo y comprensivo de recur-
sos microbianos presentes en el Cono Sur de
América y otras partes del mundo. Esa serd la
base para el desarrollo de germoplasma me-
jorado de especies de Lotus de importancia
agricola mas tolerantes a los estreses abidticos
prevalentes, y para producir inoculantes supe-
riores que garanticen la fijaciéon de nitrégeno
optima de las pasturas de Lotus en tales con-
diciones ambientales desfavorables.

La ubicacion de la coleccion de germoplasma
de Lotus-rizobio se estableci6 en el Laborato-
rio de Bioquimica de la Facultad de Agrono-
mia, Universidad de la Republica, Uruguay. El
laboratorio estara a cargo del mantenimiento
y distribucion de la coleccién de rizobios.

Se implement6 una base de datos en la Web para
la coleccion de rizobios en el dominio registrado

http://microorganism.LOTASSA-databases.org.

Todos los medios para organizar el funciona-
miento del banco de datos de rizobios fueron
contratados para garantizar los necesarios
niveles de seguridad asi como el respaldo de
informacién. Esta aplicacion también po-
dria usarse en otros proyectos con cualquier
colecciéon de rizobios de otras especies de
leguminosas.

Considerando que la aplicacion podria habi-
litarse en servidores online que usan platafor-
mas libres de licencia, la siguiente tecnologia
se usé en su desarrollo: el idioma de progra-
macioén: Java; la base de datos: MySQL. Los
requisitos de la instalacién son: la Plataforma
de Java (version 1.6 o superior); la aplicacion
de servidor WEB Apache Tomcat (version 4.1
o superior).

En esta base de datos se ingresaron los datos
completos de muchos de los rizobios colecta-
dos durante la fase experimental de este pro-
yecto, aproximadamente 295 cepas y contiene
todos los elementos necesarios que le hacen
una herramienta util por compartir los resulta-
dos experimentales entre los participantes del
proyecto y en el futuro con otros cientificos.


http://microorganism.lotassa-databases.org
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Capitulo 2. Especies modelo de Lotus
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2.1. Introduccion

Las leguminosas juegan un papel critico en
los ecosistemas naturales, agricultura, y agro-
silvicultura dénde su habilidad para estable-
cer simbiosis fijadoras de nitrégeno con bac-
terias comunmente denominados rizobios,
las hace colonizadores eficaces en ambientes
bajos en nitrogeno. La fijacién simbidtica de
nitrégeno tiene lugar dentro de los nddulos en
raices o tallos de la leguminosa y aprox. 90%
de las especies de leguminosas examinadas
forman noédulos fijadores de nitrégeno. La fi-
jacion simbidtica de nitrégeno en los cultivos
de leguminosas reduce la necesidad de fertili-
zante y mejora la fertilidad de la tierra a través
de la rotacién de los cultivos e intersiembra.
Ademas, las semillas y el forraje de las legumi-
nosas tienen en general un contenido mas alto
de proteina que las no-leguminosas, y esto las
hace cultivos proteicos deseables. Una impor-
tante proporcion de los atomos de nitrégeno
en los organismos vivientes realmente ha en-
trado en la cadena alimenticia a través de la
fijacion simbidtica de nitrégeno.

Arabidopsis thaliana (L.) Heynh, la prime-
ra planta modelo establecida, no entra en
simbiosis con microorganismos que fijan
nitrégeno ni con los hongos de micorrizas
que asimilan fésforo. Por consiguiente se se-
leccionaron dos especies como leguminosas
modelo: Lotus japonicus, el cual desarrolla
nddulos determinados como la soja y el frijol,
y Medicago truncatula Gaertn que desarrolla
nédulos indeterminados como el guisante y la
alfalfa. Estas especies tienen genomas diploi-
des pequenos (alrededor de 450 mbp), son au-

togamicas con amplia produccién de semilla,
pueden transformarse con Agrobacterium y
son mas pequeias que la mayoria de las le-
guminosas agricolas como la soja, guisante o
alfalfa. Por consiguiente, son faciles de usar en
el laboratorio y convenientes para estudios ge-
néticos moleculares. Una fraccion sustancial
del genoma de Lotus (aprox. 93% del espacio
génico) ha sido secuenciado. También ha sido
determinada la secuencia del genoma del
microsimbionte Mesorhizobium loti Jarvis

http://www.kazusa.or.jp/lotus/index.html

2.2. Ecotipos de Lotus japonicus y especies de
Lotus vinculadas

L. japonicus ecotipo Gifu, colectado en un
banco del rio en la prefectura de Gifu en la
isla principal de Japon, se ha usado para mu-
chos experimentos y para crear poblaciones
mutantes a partir de cultivo de tejidos y con
varios sistemas de mutagénesis.

L. japonicus ecotipo MG-20 (Miyakojima) es
originario de una de las islas del sur de Japon.
Este genotipo se usa para la secuenciacion del
genoma y para desarrollar el mapa genético de
L. japonicus MG-20 x L. japonicus Gifu. Den-
tro de los ecotipos, L. japonicus MG-20 tiene
un nivel relativamente alto de polimorfismo
comparado con el ecotipo Gifu. Se han desa-
rrollado mas de 800 marcadores microsatéli-
tes a partir de las secuencias TAC o BAC. To-
dos los sets de primers de microsatélites han
sido desarrollados para que puedan usarse en
las mismas condiciones de PCR, con tempera-
tura de alineamiento de 55°C.
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Un total 91 ecotipos de todas las regiones de
Japon pueden obtenerse a través de Legume-
Base http://www.shigen.nig.ac.jp/bean/lotusja-
ponicus/wildStrainListAction.do Por ejemplo,
han sido utilizados para encontrar resistencia a
nematodos en varias lineas. Grant y co-autores
demostraron que varias especies diploides de
Lotus pueden cruzarse con L. japonicus y tener
descendencia fértil. Esta es otra fuente impor-
tante de variacion fenotipica y genética.

Uno de los mejores materiales de cruzamiento
resulté ser una accesion de L. filicaulis origina-
ria de Argelia. L. filicaulis y L. japonicus Gifu
muestran muchas diferencias fenotipicas y alto
nivel de polimorfismo a nivel de ADN (AFLP,
SSR). El desarrollo de la poblaciéon F2 y las ge-
neraciones siguientes fue dificil debido al bajo
cuajado de la semilla. El alto nivel de polimor-
fismo en esta cruza se utiliz6 en el clonado del
gen de hipernodulaciéon Har1 y para el gen Nfr5
del receptor del factor Nod. Ahora el nimero
de marcadores SSR de L. japonicus MG-20 x L.
japonicus Gifu es tan alto que este cruzamiento
siempre se usa para el mapeo y clonacion géni-
ca, a menos que el fenotipo de MG-20 difiera
de Gifu para una caracteristica de interés de tal
modo que se haga dificil el mapeo.

El mapa genético de L. filicaulis x L. japonicus
Gifu mostré el mismo orden de marcadores
(co-linearidad) que el mapa de L. japonicus
MG-20 x L. japoncus Gifu aunque con va-
riaciones en las distancias cM en algunas de
las regiones. Por tanto, ambos tipos de cruza-
mientos son utiles para la asignacién de mar-
cadores y ordenamiento de secuencias en el
genoma de L. japonicus.

Lotus burttii es originario de Pakistan. Es un
buen padre para cruzar con L. japonicus dado
que tiene mejor cuajado de semilla, mas corto
tiempo entre generaciones y tiene menos regio-
nes cromosomicas con segregacion distorsiona-
da que L. filicaulis x L. japonicus Gifu. L. krylovii
Schischk parece ser tan cercano a L. japonicus
como L. burttii y mas cercano que L. filicaulis.
La Universidad de Aarhus ha obtenido una po-
blacion F2 de L. japonicus Gifu x L. krylovii. Esta

18

poblacién también podria usarse por el mapeo
de varias caracteristicas fenotipicas.

La relacion evolutiva entre diferentes espe-
cies de Lotus ha sido determinada en base a
la filogenia del nrITS. Como parte de la co-
laboracién en LOTASSA, la Universidad de
Aarhus ha investigado el nivel de polimorfis-
mo mediante la secuenciaciéon de 17 clones
cDNA de L. tenuis aislados por INIA/UACH
en Chile. Estos cDNAs representan genes que
se expresan diferencialmente durante el estrés
por sequia en nddulos radiculares de L. tenuis.
La informacion de las respectivas secuencias
proporciona una indicacién del nivel de po-
limorfismo entre L. japonicus y L. tenuis. La
identidad de secuencias en las regiones codifi-
cadas de estos genes en L. tenuis y L. japonicus
es superior al 95%, mostrando cuan estrecha-
mente relacionadas estdn estas especies de
Lotus. De nuevo, ésto enfatiza la utilidad de
la informacion genética obtenida en la especie
modelo L. japonicus para los estudios en otras
especies cultivadas de Lotus como L. tenuis.

2.3. Lineas recombinantes endocriadas (RILs)
yQTLs

Las poblaciones F2 de distintas cruzas se de-
sarrollaron para obtener lineas recombinan-
tes endocriadas (generacion F8) donde las
lineas son fundamentalmente homocigotas.
Con ello, los resultados del mapeo pueden
compartirse entre laboratorios y los experi-
mentos pueden repetirse en material genéti-
camente idéntico.

Parala caracterizacion de loci asociados a ca-
racteres cuantitativos (QTLs), la Universidad
de Aarhus ha desarrollado dos tipos de RILs.
El ndmero de lineas en la poblacion de ma-
peo que ha alcanzado F8 es 116 para las RILs
de L. filicaulis x L. japonicus Gifu. Un total de
175 RILs de L. japonicus Gifu x L. burttii han
alcanzado la generacion F8. Ademds, Kazusa
DNA Research Institute ha desarrollado RILs
de L. japonicus Gifu x L. japonicus MG-20, los
cuales estan disponibles a través de Legume-
Base. http://www.shigen.nig.ac.jp/bean/lotus-
japonicus/top/top.jsp. En esta poblacion se
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han registrado y mapeado varios caracteres
agricolas.

RILs de L. filicaulis x L. japonicus Gifu

El nimero total de marcadores disponibles
para mapear se ha incrementado hasta 222,
principalmente microsatélites. El tanteo de
marcadores se hizo en la Univ. Aarhus. Los
datos del mapeo pueden obtenerse de N.
Sandal nns@mb.au.dk.

RILs de L. japonicus Gifu x L. burttii

Un total de 175 RILs de L. japonicus Gifu x
L. burttii ha alcanzado la generaciéon F8. Se
extrajo ADN de 169 de estas lineas y se realizd
un tanteo de microsatélites con la colabo-
raciéon de Brachmann y Parniske, Ludwig-
Maximilians-Universitdt, Munich, Alemania
y Sato y Tabata, Kazusa DNA Research Ins-
titute, Japon. El nimero total de marcadores
registrados con posicién conocida en el mapa
genético es de 102 marcadores uniforme-
mente distribuidos en los cromosomas. Esta
densidad proporciona una buena base para el
mapeo de QTLs. La informacién del mapeo
se puede obtener de N. Sandal nns@mb.au.dk.
Estan registrandose continuamente marcado-
res de microsatélite adicionales.

En el futuro estas lineas, asi como las RILs de
L. filicaulis x L. japonicus Gifu también estaran
disponibles al publico a través de LegumeBa-
se en Japon http://www.shigen.nig.ac.jp/bean/
lotusjaponicus/top/top.jsp dénde las RILs de
L. japonicus Gifu x L. japonicus MG-20 ya
pueden obtenerse

La informaciéon de mapeo de las RILs de L.
japonicus Gifu x L. japonicus MG-20 estd dis-
ponibles en el sitio web del Kazuza DNA Re-
search Institute. Estos tres tipos de RILs se usan
ahora para analizar, por ejemplo, el desarrollo
de la simbiosis con varios rizobios, respuestas
a estreses por sequia, pH y NaCl (LOTASSA) y
contenido de metales. Se pueden apreciar dife-
rencias importantes entre los padres.

La cepa de R. leguminosarum DZL produce
un factor Nod que, comparado con el factor
Nod normal de R. leguminosarum, contiene

un residuo extra de acetilfucosa que también
se encuentra en el factor de Nod del simbionte
habitual de L. japonicus, Mesorhizobium loti. La
cepa de R. leguminosarum DZL produce nédu-
los Fix- en L. japonicus Gifu pero no induce
nédulos en L. filicaulis. Por consiguiente, fue
posible utilizar las RILs correspondientes para
mapear esta caracteristica en la porcion infe-
rior del cromosoma 2, en una regién que con-
tiene el gen del receptor del factor Nod Nfr5.
Un estudio mds detallado de la Universidad de
Aarhus demostré que un aminoécido especifi-
co del dominio LysM de Nfr5 es muy impor-
tante para el reconocimiento de la cepa de R.
leguminosarum DZL, basado en la diferencia
en nodulacion entre L. japonicus y L. filicaulis.

La respuesta de crecimiento durante el estrés
por NaCl en diferentes RILs de L. filicaulis
x L. japonicus Gifu fue determinada por M.
Melchiorre y colaboradores de IFFIVE-INTA,
Argentina. La Universidad de Aarhus utilizd
el programa “QTL Cartographer” para buscar
QTLs basado en datos fenotipicos (la longitud y
longitud relativa) y de mapeo. QTLs significati-
vos se encontraron en los cromosomas 1, 3 y 5.

2.4. Marcadores de ADN: Sintenia

Una de las ideas detras del concepto de legumi-
nosa modelo es el aprovechar la sintenia entre
especies modelo y cultivadas, para acelerar el ais-
lamiento y la caracterizacion de genes de impor-
tancia en leguminosas cultivadas menos caracte-
rizadas. Esta estrategia requiere que las regiones
de los genomas respectivos contengan los mis-
mos genes en aproximadamente el mismo orden
en modelos y cultivadas. En el proyecto de anclaje
de leguminosas, la Univ. de Aarhus ha identifica-
do varios genes con copia unica en leguminosas
basados en secuencias EST de la soja, Medicago
truncatula y L. japonicus. Un criterio para la se-
leccién de un gen como candidato a marcador de
anclaje en leguminosas (marcador Leg) es que se
trate de un gen con una sola copia en Arabidopsis.
Tales genes son ideales para el analisis de genes de
homélogos/ortdlogos de diferentes leguminosas
y determinar asi el nivel de sintenia.
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Usando marcadores Leg, la Universidad de
Aarhus ha anclado loci etiquetados que cubren
758 cM del mapa genético del frijol (Phaseolus
vulgaris L.) y un set de 99 loci compartidos que
hacen posible comparar éste con el mapa gené-
tico de Lotus. Los once grupos de ligamiento de
frijol tenfan regiones no interrumpidas con al
menos dos marcadores que también muestran
ligamiento en el genoma de Lotus, y en varios
de los grupos de ligamiento de frijol la sintenia
se expande al grupo completo. En PvLG7 los
nueve marcadores Leg con una posicién cono-
cida en el mapa de ligamiento genético de Lo-
tus se ubican en LjLG5. En PvLG11 once de los
doce marcadores de LjLG3, y en PvLG2 once
de veinte marcadores corresponden a LjLG4,
mientras que los restantes nueve marcadores
a LjLG2. En general, todos los marcadores de
anclaje de leguminosas revelaron una conser-
vacién amplia (macrosintenia) entre frijol y
Lotus. Esto esta de acuerdo con datos de se-
cuencias de los genomas de Lotus japonicus y
Medicago truncatula, que muestran diez areas
con extensa sintenia cubriendo buena parte de
los genomas completos de estas especies. Ade-
mas, la estrategia de anclaje de leguminosas se
ha usado para buscar sintenia en una legumi-
nosa filogenéticamente distante como el mani
(Arachis hypogeae L.). En este caso también
se pudo mostrar sintenia entre las especies de
Arachis, Lotus y M. truncatula, aunque menos
pronunciada que con frijol.

Con ello, parece claro que la sintenia puede usarse
como una herramienta analitica en los aspectos
cientificos y practicos de investigacion en legumi-
nosas. La informacion gendmica disponible para
Lotus, Medicago y soja puede ser de utilidad para
el mapeo genético y aislamiento de genes en otras
leguminosas. Recientemente se utilizo el mapeo
comparativo para identificar el locus génico de
la resistencia a una enfermedad en frijol y el gen
de resistencia a virus Rsv4 en la soja. Ademas, los
genes para caracteristicas basicas, al igual que los
genes simbidticos, seran mas faciles de aislar en
las leguminosas modelo y posteriormente en es-
pecies cultivadas para su aplicacién en programas
de mejoramiento genético.
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2.5. Marcadores de ADN para las especies de
Lotus

Marcadores de Microsatélites en las espe-
cies de Lotus de LOTASSA

Los microsatélites consisten principalmente en
repeticiones de di o trinucledtidos, se localizan
preferentemente en regiones no codificantes y
el numero de copias cambia rapidamente du-
rante la evolucion. En condiciones estandar de
PCR, 78 de los marcadores microsatélite de-
sarrollados de L. japonicus Gifu x L. japonicus
MG-20 se han probado en ADN de L. corni-
culatus, L. tenuis, L. uliginosus y L. subbiflorus
(Figura 3). En muchos casos se obtuvieron
productos de amplificacion en estas especies.
Este tipo de marcadores moleculares son po-
tencialmente utiles para el mejoramiento gené-
tico de especies de Lotus usadas en agricultura.
Se conoce la posicion de estos microsatélites
en el mapa genético de L. japonicus. En total,
varios centenares de marcadores microsatélites
se han desarrollado por Kazusa DNA Research
Institute y se han mapeado en posiciones espe-
cificas en el genoma de Lotus.

Puesto que existe sintenia entre L. japonicus,
frijol comdn y M. truncatula e incluso con le-
guminosas mas distantes filogenéticamente
como el mani, es muy probable que exista un
alto grado de sintenia entre especies de Lotus.
Por tanto, se espera que los marcadores que es-
tan ligados en L. japonicus también lo estén en
la mayoria de las otras especies de Lotus.

TM1150

TMO0756
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Figura 3. Marcadores microsatélite de L. japonicus (TM1150 y TM0756) probados
en plantas individuales de L. corniculatus (Lc), L. tenuis (Lt), L. subbiflorus (Ls) y L.
uliginosus (Lu).



Conclusion sobre los marcadores
microsatélite

La mayoria de los marcadores microsatélite de
L. japonicus amplifican bien en L. corniculatusy
L. tenuis y algunos de ellos amplifican bien en L.
uliginosus y L. subbiflorus. Este analisis confirma
que L. japonicus es mas cercano a L. burttii y L.
Sfilicaulis seguidos por L. corniculatus y L. tenuis
y finalmente L. subbiflorus y L. uliginosus.

El nivel de polimorfismos es alto entre las li-
neas de mejoramiento genético e incluso den-
tro de las lineas mejoradas. Algunos de estos
marcadores podrian usarse por consiguiente
en mejoramiento genético. Ademds, estos mar-
cadores son ttiles para analizar los cruzamien-
tos entre diferentes especies y lineas de Lotus.

Marcadores moleculares para verificar cru-
zamientos entre L. uliginosus y L. japonicus

A partir de la comparacion de secuencias
génicas de Lotus uliginosus disponibles en
NCBI con las de Lotus japonicus, se desarro-
116 un marcador que dio un producto que es
12 bp mas grande en L. uliginosus que en L.
japonicus. Como este marcador fue desarro-
llado a partir de secuencias conocidas en am-
bas especies, se comporta mejor que la mayo-
ria de los marcadores desarrollados sélo del
conocimiento de la secuencia de L. japonicus
como los marcadores microsatélites.

2.6. Mutantes y genes de Lotus japonicus
Mutantes simbioticos con fenotipo Nod~

Se han aislado y caracterizado varias clases de
mutantes no nodulantes de L. japonicus, ca-
rentes de alguna de las respuestas fisioldgicas
y celulares caracteristicas, o que estan impedi-
dos en las rutas tempranas de transduccion de
seflales necesarias para la organogénesis del
nédulo. La percepcion del factor Nod bacte-
riano es mediada por el dominio LysM de los
receptores NFR1 y NFRS5, y ambos receptores
son necesarios para que la planta huésped co-
mience las respuestas fisiologicas y celulares
esenciales para la organogénesis e infeccion
del nédulo. La Univ. Aarhus ha demostrado
que los dominios LysM de los receptores de
factor Nod NFR1 y NFR5 son determinantes
de la especificidad del huésped a través del re-
conocimiento del lipoquito-oligosacarido. Es
mas, la transferencia de los receptores de L.

japonicus a M. truncatula es capaz de ampliar
el rango del huésped de esta ultima para in-
cluir M. loti. Usando la cepa de Rhizobium
leguminosarum DZL que sintetiza un factor
Nod acetil fucosilato que puede ser percibi-
do por L. japonicus pero no por L. filicaulis,
se demostrdé que el dominio LysM2 de NFR5
esta involucrado en el reconocimiento del fac-
tor Nod y que la substitucion de un solo ami-
noacido puede alterar dicho reconocimiento.

L. japonicus es eficazmente nodulado por ce-
pas de Mesorhizobium loti pero no por Bra-
dyrhizobium sp. NZP2309. Por el contrario,
L. uliginosus es nodulado eficientemente por
NZP2309, pero no por M. loti. En colabo-
racién con la Universidad de Copenhague
y Carlsberg Research Center, Dinamarca,
la Universidad de Aarhus ha determinado
la estructura de factor Nod producido por
Bradyrhizobium sp. NZP2309. Este factor
Nod contiene un grupo carbamoil adicional
comparado con los factores Nod sintetizados
por las cepas de Mesorhizobium loti normales.
Aunque los dominios LysM de los receptores
del factor Nod (NFR1 y NFR5) de L. japonicus
y L. uliginosus contienen diferencias de ami-
noacidos, los resultados utilizando plantas
transgénicas demuestran que las diferencias
en las secuencias de aminoacidos de los re-
ceptores del factor Nod no son responsables
de la diferencia en el fenotipo de nodulacién
de las dos cepas de rizobio.

2.7. Aplicacion biotecnoldgica de genes
sensibles al estrés abidtico en Lotus japonicus

La Universidad de Munich investigé la posi-
ble aplicacién de genes reguladores conoci-
dos para desarrollar genotipos de Lotus con
tolerancia superior a estrés abidtico. Varios
genes importantes, principalmente identi-
ficados en Arabidopsis thaliana, estan invo-
lucrados en la regulacion de la tolerancia a
estrés. La mayoria de los genes identificados
son reguladores positivos de la respuesta al
estrés abidtico. La expresion ectdpica de estos
genes en otras especies o su sobreexpresion
puede conllevar a un incremento de la resis-
tencia a estreses abioticos. Por el contrario, mu-
taciones en reguladores negativos pueden lle-
var a un comportamiento mas resistente bajo
condiciones de estrés abidtico. En A. thaliana
se han aislados algunos generes reguladores
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cuyas mutaciones benefician a la planta bajo
ciertas situaciones. DREBIC es un factor de
transcripcion de tipo DRE. Se ha sugerido
que DREBIC funcione como un regulador
negativo de la respuesta a estreses salino, se-
quia y heladas. MYB60, un factor de trans-
cripcion R2R3 que pertenece a la superfamilia
de MYB, est4 involucrado en el movimiento
estomdtico. Mutantes con el gen Myb60 blo-
queado son mads tolerantes al desecamiento.
Por su parte, CBL1 es una proteina tipo B cal-
cineurina, sensoras de calcio, y un regulador
central de respuestas al estrés abidtico en A.
thaliana. Basado en la sobreexpresion y ana-
lisis de plantas mutantes, se ha sugerido que
CBL1 es un regulador positivo de respuestas a
salinidad y sequia y un regulador negativo de
la respuesta a frio en las plantas.

Por consiguiente, la Univ. de Munich esco-
gi6 MYB60, DREBIC y CBL1 como candi-
datos para los acercamientos biotecnologicos
en Lotus. En colaboraciéon con Shusei Sato y
Satoshi Tabata (Kazusa DNA Research Insti-
tute, Japon) se obtuvo la secuencia genémica
completa de los hipotéticos ortélogos en Lotus
japonicus. Se utilizé la metodologia TILLING
(Targeting Induced Local Lesion In Genomes)
para cribar una poblacién de L. japonicus mu-
tagenizada con EMS (etilmetanosulfonato) e
identificar plantas que portasen mutaciones
en los genes de interés, en el John Innes Ins-
titute, Norwich, Reino Unido. Este método
puede generar un rango de alelos mutantes

que pueden proporcionar heterogeneidad de
fenotipos y una vision interna de la funciona-
lidad del gen.

Se identificaron nueve plantas con mutaciones
en DREBIC. Cuatro de las plantas contenian
mutaciones silenciosas mientras que las otras
cinco llevaban mutaciones antisentido (Tabla
2). La serie alélica posee por tanto cierta po-
tencialidad para ofrecer diversidad de fenoti-
pos, algunos de los mas interesantes podrian
ser verificados a campo. Se obtuvieron tres
plantas con mutaciones MYB60; dos de ellas
tienen mutacion antisentido. El TILLING en
CBLI identificé cinco lineas con mutaciones
en este gen. Cuatro de las lineas portaban mu-
taciones silenciosas y una quinta planta conte-
nia una mutacion antisentido.

Los fenotipos bajo condiciones de estrés se-
ran estudiados en plantas homocigotas para
cada mutacion. La mayoria de los estudios
en respuestas a estrés abidtico se han hecho
en la planta modelo Arabidopsis thaliana. Los
resultados que saldrdan de nuestros estudios
pueden apoyar la importancia de genes candi-
datos, previamente identificados en las plan-
tas modelo, en las especies agronomicamente
importantes de Lotus con el objetivo de facili-
tar el mejoramiento genético y la seleccion de
genotipos de Lotus mas resistente a restriccio-
nes ambientales.

Tabla 2. Lineas de Lotus japonicus con mutaciones en genes de estrés abidtico identificados a través de

TILLING. HET; heterocigota, HOM; homocigota

Gen EI(; |:tl;re dela HET/HOM ::z:cl%ﬁn la Antisentido (aracteristicas adicionales
dreb1C 1811-1 HET G/A D75N Baja produccion de semilla

dreb1C 1222-1 HOM G/A D121N

dreb1C 1396-1 HET or A6V Muy baja produccién de semilla
dreb1C 1145-1 HET T A6V Baja produccion de semilla y solo HET
dreb1C 1202-1 HET T L52F Sin germinacion

myh60 728-1 HET T P283S Baja tasa de sobrevivencia

myb60 1158-1 HOM a1 P284S

chl 2100-1 HOM T S140L
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3.1. Introduccion

Uno de los objetivos principales de los mejo-
radores de plantas para las regiones agricolas
y ganaderas de Sudamérica es la identifica-
cion de caracteres bioquimicos y fisioldgicos
que pueden contribuir a incrementar el ren-
dimiento de las leguminosas forrajeras bajo
condiciones medioambientales adversas. En-
tre dichas leguminosas forrajeras destacan
diferentes especies de Lotus, principalmente
L. corniculatus, L tenuis y L. uliginosus, que
son ampliamente utilizadas para mejorar el
rendimiento de los pastizales. Dichas espe-
cies han sido elegidas precisamente por su
capacidad para adaptarse al estrés abidtico
ante diferentes situaciones medioambienta-
les, tales como la alta salinidad, la acidez y
la sequia. En particular, la sequia constituye
uno de los problemas mas frecuentes que
afectan a la productividad y persistencia de
las diferentes especies de Lotus que se utili-
zan para la produccion de forraje.

Los programas de mejora de Lotus pueden
verse enormemente facilitados por la utiliza-
cién de especies modelo tales como L. japo-
nicus (ecotipos Gifu y MG-20), L. filicaulis,
y L. burttii, dados los recientes avances que
se han producido en el desarrollo de nuevas
herramientas gendmicas y de gendmica fun-
cional. La informaciéon que puede obtenerse
en las plantas modelo, puede asi transferirse
también a las plantas cultivadas.

Presentamos aqui un resumen de los resulta-
dos generados en el proyecto LOTASSA rela-
tivos a la seleccidon de poblaciones tolerantes

a sequia de Lotus y al analisis de marcadores
fisiolégicos y moleculares de estrés hidrico
en estas plantas.

3.2. Seleccion de poblaciones de Lotus spp.
tolerantes a sequia en Chile

El Lotus de hoja angosta, Lotus tenuis, esta
naturalizado en Chile central, principalmen-
te en la zona de suelos arcillosos donde se
cultiva arroz. INIA Chile caracterizé once
poblaciones de esta especie colectadas en
1998 y 1999 entre los 33°y 38° de latitud sur,
donde crece en forma natural, bajo condi-
ciones de invernadero y a diferentes niveles
de humedad disponible en el suelo (HD). Se
hizo un experimento para plantas adultas y
otro para plantas jovenes en un estado tem-
prano de desarrollo.

En las plantas adultas, la tasa relativa de
elongacion de los tallos (TRET), la pro-
duccidn de materia seca (MS), el contenido
relativo de agua vy el area foliar especifi-
ca mostraron una reduccién significativa
en el tratamiento con la mayor restriccién
de humedad (10% HD). El indice de sen-
sibilidad a la sequia presentd una amplia
variacién, desde 0,49 a 1,34 (Figura 4), y
se correlaciond negativamente con la pro-
duccion de MS bajo condiciones de estrés
hidrico (10% HD). En las plantas jovenes
la TRET aument6é mas de 100% cuando al
HD se aumenté de 10 a 100%. Se conclu-
y6 que la poblacion de L. tenuis nimero 4
(colectada en San Javier, 35°39°28” S) fue
la mas tolerante a la sequia y la nimero 14
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Figura 4. Indice de sensibilidad a la sequia de once poblaciones de Lotus tenuis
naturalizas en Chile.

(colectada en Melipilla, 33°39°58” S) la mas
sensible sequia.

3.3. Seleccion de poblaciones tolerantes a
sequia en Uruguay

INIA Uruguay ha examinado una serie de
planteles de Lotus corniculatus (Lc) cv. San
Gabriel y INIA Draco y Lotus uliginosus (Lu)
cv. LE627, cada uno consistente de mds de
1800 plantas, mediante experimentos de to-
lerancia a estrés hidrico y diversidad morfo-
légica de raices llevados a cabo en inverna-
dero en condiciones de estrés hidrico (40%
de capacidad de campo). Se seleccionaron
una serie de plantas contrastantes en base
al rendimiento del cultivo bajo la situacién
de estrés hidrico, integrando una poblacién
sensible (Lc-C1S) y otra tolerante (Lc-C1T).
50 plantas seleccionadas como tolerantes
produjeron un 92% mas de forraje que 43
plantas identificadas como sensibles. Ana-
logamente, 56 plantas seleccionadas como
poblacion sensible (Lu-C1S) produjeron me-
nos de la mitad comparadas con las plantas
tolerantes seleccionadas (Lu-C1T). Algunas
de estas poblaciones estan disponibles en la
colecciéon de LOTASSA.

Se han registrado también las caracteristicas
radiculares de todas las plantas después de
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la tercera ronda de evaluacion de los plante-
les de L. corniculatus y L. uliginosus bajo es-
trés hidrico. Para ello se utilizé como prin-
cipal parametro de seleccion la presencia ¢
ausencia de raices laterales fibrosas (>1 mm
didmetro) en el sistema radicular hasta una
profundidad de 4 cm, obteniéndose 42 y 39
plantas que se denominaron “raiz pivotan-
te” (Lc-C1TR) y raiz ramificada (Lc-C1BR),
con una media de 1,14 y 5,82 raices laterales
por planta respectivamente. Se observaron
pequeiias diferencias en el numero de rai-
ces laterales fibrosas en L. uliginosus, con 31
y 46 plantas seleccionadas para Lu-C1TR y
Lu-C1BR, respectivamente. Igualmente se
seleccionaron 34 plantas con alta densidad
de raices pequefias para una polinizacién
cruzada, que constituyé una tercera pobla-
cién de Lu en estudio (Lu-C1VR).

Cuatro poblaciones divergentes de L. cor-
niculatus y L. uliginosus seleccionadas por
producciéon de forraje bajo estrés hidrico,
junto con otras 5 poblaciones con diferentes
caracteristicas de raices, han sido ademads
utilizadas para ulteriores experimentos de
campo (Figura 5a). La especie mas tolerante
(L. corniculatus) fue mas productiva que L.
uliginosus durante la primera sequia inten-
sa del verano (cosechas de Nov-08, Dic-08,
Feb-09). Estas evaluaciones mostraron que
la seleccidn fenotipica de “raiz pivotante”
proporcionaba los resultados mas consis-
tentes para ambas especies en condiciones
de sequia a campo (Figura 5b). Hasta la fe-
cha, un ciclo de seleccién masal de forraje
bajo estrés hidrico no ha generado cambios
de la produccion de forraje en condiciones
de campo. Dado que desde el establecimien-
to del experimento en adelante, la sequia
imperante fue entre moderada y severa, es
probable que se trate de condiciones donde
la seleccidon de raiz pivotante haga factible
una exploracion de agua disponible a mayor
profundidad, que a través de otros tipos de
sistemas radiculares.



Figura 5a. Diferencias sustanciales en produccién de forraje en las selecciones
llevadas a cabo con L. corniculatus y L. uliginosus en Diciembre 2008 en INIA La
Estanzuela, Colonia, Uruguay.

Figura 5b. Iméagenes de L. uliginosus (superior) y L. corniculatus (inferior) mostran-
do la seleccion“tap root” (izquierda) comparada con cultivares control (derecha).
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Figura 6. Produccién de materia seca de plantas de Lotus spp. cultivadas y
plantas modelo, bajo dos niveles de disponibilidad de agua en el suelo: con estrés
hidrico (WWS) y sin estrés hidrico (NWS). Lj, Lotus japonicus; Lb, Lotus burttii, Lf,
Lotus filicaulis; L, Lotus corniculatus; Lt, Lotus tenuis.

3.4. Comparacion de la respuesta a sequia
entre plantas modelo y plantas cultivadas

También INIA Chile compard las especies
cultivadas (L. corniculatus, L. uliginosus y L.
tenuis) con las especies modelo (L. japonicus
Gifu y MG-20, L. burttii y L. filicaulis) bajo
dos niveles de disponibilidad hidrica. Todos
los caracteres medidos fueron afectados sig-
nificativamente por la disponibilidad de agua
y mostraron diferencias significativas entre
poblaciones. L. corniculatus y L. tenuis mos-
traron los mas altos valores de acumulacién
de materia seca bajo estrés hidrico (Figura 6),
Y, por lo tanto, estas serian las especies mas
tolerantes a la sequia. L.burttii y L. japonicus
MG-20, fueron las especies mas sensibles. L.
corniculatus presento los valores mas altos de
conductancia estomatica y los potenciales hi-
dricos mas elevados, lo cual podria significar
que la especie posee mecanismos de ajuste os-
motico que permitirian a las plantas mantener
la tasa de transpiracion con una alta tension
de agua en sus tejidos.

Ademas, las plantas de L. japonicus Gifu y
MG-20, L. filicaulis y L. burttii fueron feno-
tipicamente caracterizadas en invernadero
para tolerancia a la sequia y morfologia radi-
cular, junto con L. corniculatus San Gabriel,
L. corniculatus INIA Draco y L. uliginosus
LE627 bajo 4 regimenes diferentes de agua
(100%, 80%, 60%, 40% de la capacidad de
campo). La tasa de crecimiento de L. japonicus
y L. burttii fue lenta, mientras L. filicaulis fue
mas cercano a las especies cultivadas, tanto en
términos de desarrollo foliar como radicular.
No hubo identificacién conclusiva de genoti-
pos tolerantes o sensibles, ni “tap-root” versus
“branched-root” con las especies modelo.

3.5. Medidas de eficiencia en el uso del agua

La eficiencia en el uso del agua (EUA) es un
pardmetro fisiolégico que ha suministrado
informacion util sobre tolerancia al déficit hi-
drico en varias especies tales como arroz, tri-
go, sorgo, cebada y guisante. De ahi que pue-
da utilizarse este parametro como marcador
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funcional del déficit hidrico para programas
de mejora vegetal, a la par que se obtiene una
mejor comprension de la respuesta de la planta
a la sequia. Considerando que la produccién
de materia seca vegetal estd principalmente re-
lacionada con la disponibilidad de suelo en el
agua, es posible la busqueda de nuevos genoti-
pos para tolerancia sobre la base de un mayor
EUA, dado que EUA es la relacion entre la ma-
teria seca vegetal acumulada y el agua trans-
pirada. Este parametro puede analizarse me-
diante un método gravimétrico, donde se pesa
el agua consumida y se refiere a la biomasa to-
tal al final del ensayo, o bien puede estimarse
mediante discriminacién isotdpica “C/**C.

Las diferentes especies modelo y cultivadas de
Lotus mostraron marcadas diferencias la EUA
cuando las plantas se sometieron a condicio-
nes de déficit hidrico (a valores del 50% o me-
nores de la capacidad de campo) (Figura 7).

corniculatus presenta un mayor cierre estoma-
tico en respuesta al déficit hidrico, lo que sig-
nifica que esta especie controla mejor la pér-
dida de agua. Sin embargo, se ha comprobado
que la medida de CE en Lotus tiene proble-
mas de reproducibilidad, lo que significa que
este parametro no puede utilizarse como un
buen marcador de tolerancia a la sequia para
el mejoramiento en Lotus, si bien constituye
un buen complemento para el estudio y com-
prension de los datos de EUA.

EUA puede estimarse mediante discrimina-
cién isotopica (relacion “C/*C), en base a
la propiedad de la RUBISCO de discriminar
12C frente a "*C. Los resultados del analisis de
EUA cuantificados mediante *C/"*C han per-
mitido establecer una graduacion de las espe-
cies y cultivares del género Lotus tal y como se
ilustra en la Figura 8.
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Figura 7. Relacion entre A *(/"Cy EUA para diferentes genotipos bajo condicio-
nes de riego normal (control) y sequia.

EUA esta a su vez relacionado con la capaci-
dad de la planta para abrir y cerrar los esto-
mas, un parametro denominado conductan-
cia estomatica (CE) que puede ser medido con
un porémetro. L. corniculatus cv. San Gabriel
mostr6é mayor CE que los dos ecotipos Gifu y
MG-20 de la especie modelo L. japonicus sin
restricciones de agua, lo que podria repercutir
en la mayor producciéon de biomasa observa-
da para la especie cultivada. Igualmente, L.
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A
130,(120
L. comiculatus cv.Draco
L. comiculatus cv. Ganador
L. comiculatus cv. San Gabriel
L. filicaulis
L. burttii
L. japonicus Gifu
L. japonicus MG20
L. tenuis cv. La Esmeralda
L. uliginosus cv. Maku

Figura 8. Ranking de los diferentes genotipos de Lotus spp. en funcion de la EUA
y AC/™C (de mayor EUA en la parte superior a menor EUA en la inferior).

Interesantemente, L. corniculatus cv. INIA
Draco, un genotipo caracterizado por su alta
persistencia en condiciones de campo, mos-
tré la mejor EUA determinada mediante esta
metodologia, en contraste con L. uliginosus
cv. Grasslands Maku, que muestra en condi-
ciones de campo una rapida deshidratacion y
decaimiento. En este tltimo caso, el desarrollo
de rizomas es probablemente la estrategia me-
jor para sobrevivir a los periodos de sequia,



dado que dicho tejido permite a las plantas re-
brotar una vez que ha cesado la sequia.

Los estudios con diferentes especies de Lotus
validan pues la técnica de la discriminacion
isotdpica (AC/"*C) como el mejor parametro
para establecer diferencias fisiologicas entre
genotipos en relacién con la eficiencia en el
uso del agua entre condiciones de riego nor-
mal y sequia.

3.6. Alteraciones de la fotosintesis durante la
sequia

La medida de la funcionalidad del fotosistema
IT (PSII) mediante fluorescencia de la clorofila
es un parametro tipico que ha suministrado
informacion sobre el déficit hidrico en distin-
tas especies tales como espinaca, Arabidopsis
y Stypa. La emision de fluorescencia de la clo-
rofila es facilmente cuantificable mediante el
uso de equipos portatiles, y puede suministrar
informacién cuantitativa y cualitativa sobre la
fotosintesis de las plantas, que permita eva-
luar el estado fisiologico de las mismas.

En L. corniculatus 'y L. japonicus el analisis del
PSII a través de la relacion Fv/Fm, ha podido
solo utilizarse como marcador funcional de la
respuesta a déficit hidrico cuando se trataban
las plantas a temperaturas en torno a 40°C si-
multaneamente a la imposicion del déficit hi-
drico. En ambas especies pudo detectarse una
disminucién de dicha relaciéon Fv/Fm (Figura
6). Esta condicion de estrés es similar a la que
ocurre a campo en los periodos de verano,
por lo que pensamos que Fv/Fm puede ser
utilizada como marcador funcional del estrés.
Por otra parte, las plantas de Lotus uliginosus,
que resultaron las mas sesibles al estrés hidri-
co, mostraron una disminucién del 50% de la
relaciéon Fv/Fm después de 7 dias de déficit
hidrico. Este resultado indica un dafo sustan-
cial producido sobre los fotosistemas a raiz de
la sequia, que era claramente acompanado de
sintomas de marchitez de las plantas. La es-
tabilidad del PSII bajo déficit hidrico en este
género es, por consiguiente, un topico intere-
sante para ser estudiado en detalle, dado que

parecen existir distintos mecanismos de pro-
teccion en funcion de las especies analizadas.

La termoluminiscencia de clorofilas (TL) y la
termoluminiscencia a altas temperaturas (HTL)
han demostrado ser técnicas muy valiosas para
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Figura 9. Cambios de la relacion Fv/Fm asociados con la sequia en L. corniculatus
y L. japonicus.

el analisis de la fotosintesis en la respuesta a es-
trés de Lotus. Se ha apreciado una singularidad
en las bandas de TL caracteristicas de Lotus
japonicus Gifu que muestra una relacion AG/B
elevada en condiciones control, indicativa de
un elevado nivel de poder asimilatorio fotosin-
tético es esta planta, posiblemente relacionado
con el hecho de que esta planta asimila nitrato
mayoritariamente en las raices. Este patron de
bandas AG y B, se ve fuertemente alterado por
el estrés, constituyendo asi otro parametro de
fotosintesis relacionado con la sequia en esta
planta. Por otra parte, se observd también una
intensa banda de HTL que indica la existencia
de alta peroxidacion lipidica en Lotus.

No se observaron cambios con tendencias cla-
ras en Lotus japonicus en lo que respecta a la
fotorrespiracion en respuesta al estrés hidrico.
Algunas enzimas del ciclo fotorrespiratorio C,
se ven incrementadas y otras disminuidas, a
la par que no se aprecian cambios notables en
la tasa de fotorrespiracion ni en los niveles de
los aminodcidos implicados en el metabolis-
mo fotorrespiratorio.
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3.7. Acumulacion de prolina en respuesta a
estrés hidrico

La acumulacion de prolina mediante sintesis
de novo constituye una respuesta comun a di-
ferentes tipos de estrés en una amplia variedad
de organismos. Asi, se han asignado multiples
funciones protectoras para la prolina, que pue-
den explicar esta comun respuesta al estrés:
osmolito compatible; reserva C-N para recupe-
racion después de la sequia; protector frente a
especies reactivas de oxigeno - principalmente
eliminacion de radicales hidroxilo; protector
de macromoléculas y membranas; compo-
nente de proteinas importantes para el estrés;
homeostasis celular; regulacién del potencial
redox; control de la expresion genética, etc.

En Lotus, tanto las especies modelo (L. japoni-
cus, L. burttii 'y L. filicaulis) como las de interés
agronomico (L. corniculatus, L. tenuis y L. uligi-
nosus) acumulan prolina en respuesta a la sequia,
observandose ademas una estrecha correlacion
entre la concentracion de prolina acumulada y el
déficit hidrico. De ahi que la prolina constituya
un marcador muy interesante de estrés hidrico
en Lotus. La acumulacién de prolina en estas es-
pecies comienza incluso en estadios tempranos
tras la imposicion del estrés hidrico, cuando la
variacion en el contenido de agua en los tejidos
es ain escasa. Una disminucion del 10% en el
contenido relativo de agua es suficiente para
desencadenar la acumulacion de prolina en los
tejidos. Por consiguiente, en Lotus puede consi-
derarse la prolina como un indicador temprano
y sensible de la situacion de estrés hidrico, si
bien el papel exacto de la prolina en relacién con

la sensibilidad-tolerancia al estrés, no ha sido
aun definido con exactitud. Se ha comprobado
que el contenido en prolina se ve afectado por
la fuente de nitrégeno aplicada a la solucién nu-
tritiva, dado que cuando se cultivan las plantas
de L. corniculatus y L. japonicus con amonio, el
nivel de prolina acumulada es al menos el doble
que cuando las plantas se cultivan con nitrato.
Por otra parte, el uso de mutantes de L. japonicus
Gifu deficientes en glutamina sintetasa, ha posi-
bilitado investigar las diferentes vias de sintesis
de prolina en respuesta al estrés hidrico. Estos
mutantes estdn alterados en distintas mutacio-
nes puntuales recesivas de herencia mendeliana,
que anulan por completo la actividad glutamina
sintetasa plastidica codificada por el gen GIn2.
La menor acumulacion de prolina detectada en
los mutantes, se ve asociada a una menor capa-
cidad de rehidratacion de los mismos, pero no
genera ningun efecto en la tasa de pérdida de
agua de los mutantes durante el estrés. En conse-
cuencia, estos resultados cuestionan el papel de
la prolina como osmolito compatible y sugieren
un papel para dicho metabolito relacionado con
la recuperacion de la planta después del estrés
hidrico. Ademas, se ha detectado una importan-
te alteracion del metabolismo de la prolina en
las plantas mutantes, sugiriendo pues un control
por los niveles de prolina de su propio metabo-
lismo. Adicionalmente, la carencia de actividad
glutamina sintetasa plastidica hace que los mu-
tantes sean incapaces de reasimilar el amonio
fotorrespiratorio que se libera en las mitocon-
drias como resultado del ciclo fotorrespiratorio
C-N, razon por la que estos mutantes muestran
un fenotipo de sensibilidad a aire (fotorrespira-
torio) muy manifiesto (Figura 10).
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Figura 10. Mutantes de glutamina sintetasa con fenotipo sensible a aire usados en esta investigacion. Plantas mutantes con fenotipo sano en una atmésfera enriquecida con
(0, (fotorrespiracién suprimida) pero que muestra sintomas de clorosis y necrosis cuando se transfiere a condiciones de aire comin (fotorrespiracién activada).
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Los resultados de la Univ. de Sevilla muestran
que la glutamina sintetasa plastidica esta cla-
ramente implicada en la respuesta al estrés
hidrico, existiendo una clara interconexién
entre la asimilacion de nitrégeno, la fotorres-
piracion y el estrés hidrico, confirmando asi
la hipdtesis establecida al comienzo del pro-
yecto. Se han detectado asimismo cambios
importantes en el transcriptoma de las plantas
mutantes (cf. apartado siguiente), incluyendo
muchos genes de respuesta al estrés y de la
fotosintesis.

3.8. Cambios en el transcriptoma y
metaboloma durante el estrés hidrico en Lotus

Se han empleado nuevas herramientas de ge-
noémica funcional para completar los conoci-
mientos y definicién de posibles marcadores
moleculares de la respuesta al estrés hidrico
en Lotus. Para este propdsito, se han utiliza-
do una serie de chips de DNA (affychips de
Affymetrix®) para examinar el transcriptoma
de las plantas de Lotus en estrés hidrico (Fi-
gura 11).

Tales chips de DNA incluyen un total de
48,000 sondas oligonucleotidicas para la
mayoria de los genes que es conocido que

se expresan en L. japonicus Gifu, y se han
hibridado con RNA extraido de hojas de
plantas sometidas a estrés hidrico con un
contenido relativo de agua (CRA) en torno
al 65%, junto con el de las plantas control,
lo que permite determinar por comparacion
los genes cuya expresion se ve afectada por
la sequia. 3950 sondas resultaron ser mo-
duladas por la sequia, utilizando una tasa
de identificaciéon de falsos positivos (FDR)
inferior al 5% (p < 0.05). De ellos, 2064
eran inducidos por el estrés, mientras 1886
eran reprimidos. Entre los genes inducidos
se encontraron los responsables de varias
proteinas abundantes en fases tardias de la
embriogénesis (LEA), lo que confirmaba la
validez de los resultados obtenidos, dado
que es bien conocido que dicha familia de
proteinas guarda relacién con la tolerancia
al estrés hidrico, aunque su papel no se co-
noce con exactitud. Otros genes también
inducidos fueron los genes del metabolis-
mo redox como isomerasas de disulfuros
en proteinas, glutation transferasa y varias
oxidorreductasas, indicando que el estrés
hidrico en Lotus esta asociado con el estrés
oxidativo. Las diferentes sondas moduladas
por el estrés hidrico han sido analizadas por
diferentes tipos de agrupamientos mediante

Figura 11. Uso de affychips (Affymetrix®) para estudios del transcriptoma en estrés hidrico. Laimagen de la izquierda muestra uno de los affychips utilizados. La imagen de
la derecha muestra el proceso de marcaje para el andlisis de la transcriptomica.
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Figura 12. Representacion Mapman de las principales vias metahdélicas afectadas por la sequia en L. japonicus Gifu. Cada cuadrado corresponde con un gen particular afecta-
do, segtin se deduce del analisis transcriptomico llevado a cabo. Se indican en azul 6 rojo, respectivamente, los aumentos o disminuciones encontrados en los niveles de expresion,

de acuerdo con la barra adyacente.

aplicaciones informaticas adecuadas, como
por ejemplo la que se ilustra en la Figura 12
en base a las vias metabdlicas afectadas.

Como puede observarse en la Figura 12, los
genes de la fotosintesis fueron vias metabo-
licas grandemente afectadas por la sequia,
confirmando asi los resultados anteriormen-
te descritos sobre fluorescencia de clorofila
y termoluminiscencia. Tanto la fotosintesis
como la fotorrespiraciéon fueron vias repri-
midas durante el estrés. Por el contrario, la
sequia estimul¢ la transcripcion de las vias
de sintesis de etileno, ABA y acido jasmoni-
co. Tales sondas, son asi marcadores de es-
trés hidrico en L. japonicus Gifu, y también
resultaron alteradas, aunque en distinto gra-
do, en los mutantes deficientes en glutamina
sintetasa que se mencionaron anteriormente.
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Otros resultados del proyecto LOTASSA
muestran los cambios detectados en los perfi-
les metabolicos de diferentes especies de Lotus,
en respuesta a la sequia, haciendo uso para
ello de las facilidades de GC-MS disponibles.
Con el objetivo de examinar los mecanismos
metabolicos de adaptacion de las leguminosas
frente al déficit hidrico, que permitan poste-
riormente identificar posibles caracteristicas
de mejora de las mismas, se desarrollaron es-
tudios en primer lugar con una leguminosa
modelo tal como L. japonicus Gifu a distintas
dosis de estrés y analisis de los posibles cam-
bios metabdlicos relacionados con la dosis.
Igualmente, se sometieron las diferentes espe-
cies de Lotus descritas anteriormente, a estrés
hidrico a largo plazo, para comparar sus dife-
rentes tipos de respuestas de aclimatacion al
estrés. En general se ha observado un cierto



grado de conservacion de los cambios cua-
litativos inducidos por sequia, pero también
interesantes diferencias entre las especies mas
tolerantes y sensibles de Lotus. Desde el pun-
to de vista cuantitativo, algunos metabolitos
en concreto ilustran muy bien que los cam-
bios cuantitativos inducidos por la sequia son
bastante especificos para cada genotipo. Tam-
bién se ha realizado un estudio comparativo
de los cambios metabolicos de las diferentes

especies de Lotus bajo aclimatacién al estrés
hidrico y salino, con el objeto de identificar
posibles marcadores comunes y diferenciales
para ambos. Interesantemente, algunas de las
moléculas que se habian identificado ante-
riormente en L. japonicus como sin respuesta
o disminuidas en estrés salino, resultaron esti-
muladas en estrés hidrico, mientras otras que
respondian a la sal, no resultaron modificadas
en estrés hidrico.
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Capitulo 4. Respuestas al estrés

salino en Lotus spp.

'
Y

4.1. Introduccion

La salinidad en el suelo y el agua de riego es
un problema ambiental y un obstaculo impor-
tante para la produccion de cultivos. En la ac-
tualidad,. cerca del 20% de las tierras cultiva-
das del mundo se ve afectada por la salinidad,
lo que resulta en la pérdida de hasta el 50% de
la produccién agricola. El estrés salino tiene
ambos efectos, osmoticos y toxicos, sobre las
plantas, perjudicando el crecimiento, la ho-
meostasis de iones, la fotosintesis y la fijacion
de nitrégeno. La contribucién relativa de estos
dos efectos en la disminucién del rendimiento
general de la planta varia con la intensidad y
la duracion del estrés salino, asi como con la
especie vegetal, cultivar y tejido considerados.

En el proyecto LOTASSA, las especies de Lo-
tus modelo y cultivadas fueron evaluadas bajo
protocolos de salinizacién a corto y largo pla-
zo y analizando diferentes etapas ontogénicas.

NaCl

Figura 13a. Tamafio de los foliolos de Lotus tenuis con NaCly condiciones control.

Se evaluaron los osmolitos “tradicionales” uti-
lizados para describir el “estado de estrés sa-
lino” en glicofitas. Ademas, se analizaron los
cambios inducidos por la sal en la anatomia
de la hoja y tallo de las especies de Lotus mo-
delo y cultivadas (Figura 13a y 13b).

Se realiz6 una evaluacién de los niveles ti-
sulares de las especies reactivas de oxigeno
(ROS) y su regulacion. Este analisis se incluy6
debido a que diversos estudios describen que
el estrés oxidativo generado por la salinidad
puede modular algunos efectos toxicos origi-
nados por NaCl. Asi, en condiciones 6ptimas
de crecimiento, las defensas antioxidantes son
capaces de hacer frente a ROS, mientras que
en plantas expuestas a la salinidad y otros ti-
pos de condiciones de estrés, la capacidad an-
tioxidante pueden ser sobrepasada por ROS.
Un control estricto de las concentraciones de
ROS por los antioxidantes es fundamental

Figura 13b. Ldmina del foliolo
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para prevenir el dafio oxidativo en las células,
al mismo tiempo que permite que ROS pue-
dan realizar funciones utiles como moléculas
senalizadoras. Al mismo tiempo, la salinidad
aumenta la acumulacion de osmolitos (po-
liaminas, prolina, etc) en glicdfitas y hay una
gran cantidad de investigaciones que indican
que la tolerancia se correlaciona bien con al-
tos niveles tisulares en las plantas. Sin embar-
go, la respuesta a la salinidad incluye no sélo
una fina regulacion de los niveles de ROS,
sino también la exclusién de iones, la reten-
cion de iones y tolerancia de los tejidos a las
sales acumuladas, un estricto control del ajus-
te homeostatico y osmoético del agua, cambios
en el crecimiento y el desarrollo, y una amplia
gama de cambios de productos bioquimicos y
moleculares acompaiiantes.

4.2, Defensas enzimaticas antioxidantes

Las defensas antioxidantes de las plantas inclu-
yen la superoxido dismutasa (SOD), catalasa
(CAT), glutation peroxidasa (GPX) y las cuatro
enzimas del ciclo ascorbato-glutation: ascorba-
to peroxidasa (APX), monodehidroascorbato
reductasa, deshidroascorbato reductasa (DR) y
glutation reductasa (GR) (Figura 14).

Este ciclo esta impulsado por el ascorbato y glu-
tation, los cuales son importantes compuestos
redox. En leguminosas como L. japonicus, el

tiol-tripéptido homoglutation, que es un ho-
mologo estructural del glutation, puede reem-
plazar por completo el glutation. Para tener
una vision mas profunda de la funcién pro-
tectora de los antioxidantes durante el estrés
salino, las plantas de L. japonicus se evaluaron
en virtud de dos protocolos de salinizacion:
uno sélo causando efectos osmoticos (S1) y el
otro teniendo también efectos toxicos debido
ala acumulacion de Na* (S2). A continuacion,
se midieron varios marcadores fisiologicos y
bioquimicos relacionados con estrés salino,
asi como la expresion de mas de 20 genes que
codifican las enzimas antioxidantes. Bajo es-
tas condiciones experimentales, los potencia-
les de agua de las hojas de plantas S1y S2, fue-
ron ligeramente inferiores a los de las plantas
control, indicando que la salinidad provocd
un estrés hidrico moderado.

Los niveles de transcritos de los genes SOD
aumentaron en hojas de plantas SI. Curiosa-
mente, los transcritos de GPX1 y GPX6, que
supuestamente codifican isoformas cloro-
plasticas de GPX, subieron en las hojas de las
plantas expuestas a los dos tratamientos sali-
nos. Por el contrario, no pudo detectarse nin-
gun cambio en los niveles de ARNm de GPX
en las raices. Las concentraciones de ascorba-
to y homoglutation también se determinaron
en las plantas estresadas por sal. El contenido
de ascorbato total en hojas y raices no se afec-
t6 con los tratamientos de sal. Asimismo, los

H20

Ciclo Ascorbato-Glutation

NADPH

NADP*

Figura 14. Ciclo Ascorbato-Glutation.
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estados redox del ascorbato y homoglutatién
(ambos en forma reducida) se mantuvieron
sin cambios en las hojas y raices. Los resulta-
dos generales obtenidos por el Laboratorio de
la Estacion Experimental de Aula Dei (CSIC-
Espaila) sugieren que L. japonicus es mas to-
lerante a la sal que otras leguminosas, lo cual
puede atribuirse a la capacidad de la planta
para evitar que el Na* llegue al tallo y para ac-
tivar defensas antioxidantes.

Ademas, el grupo IFFIVE (INTA-Argentina)
estudié cuatro genotipos, L. japonicus ecoti-
pos MG-20 y L. burttii y L. filicaulis, usando
dos niveles de NaCl (50 y 150 mM) aplicado
por aclimatacion hasta 28 o 60 dias, y eva-
luando el crecimiento y parametros relacio-
nados, tales como la fotosintesis, los iones, el
contenido relativo de agua, el dafio oxidativo
y las respuestas del sistema antioxidante. Las
respuestas de crecimiento en los cuatro ge-
notipos de Lotus variaron segun la etapa de
desarrollo de las plantas. L. japonicus MG-20
apareci6 como un genotipo tolerante a la sal,
sobre todo cuando el estrés se produjo duran-
te la etapa joven de la planta. La capacidad de
L. japonicus MG-20 para mantener el creci-
miento bajo estrés salino correlacioné con un
incremento de las actividades SOD y GR. El
tratamiento moderado de 50 mM de sal apli-
cado a este ecotipo en ensayos de corto o largo
plazo no afecté la produccion de biomasa ni la
fotosintesis.

Por otra parte, se obtuvieron genotipos trans-
génicos de L. japonicus MG-20 que sobreex-
presan Mn-superodxido dismutasa (SOD-T) o
glutation reductasa (T-GR). Estas lineas trans-
génicas mostraron actividades SOD y GR su-
periores al genotipo silvestre en condiciones
control. Del mismo modo, las plantas T-GR
también mostraron una mayor contenido de
glutation reducido. La peroxidacion lipidica
aumentd bajo 150 mM de NaCl en las lineas
transgénicas y no transgénicas, pero el genoti-
po silvestre mostro valores mas altos. Las plan-
tas T-GR mostraron significativamente mayor
contenido relativo de agua bajo estrés salino;
sin embargo, las plantas T-SOD tenian un uso

mucho mas eficiente del agua, lo que sugiere
efectos pleiotropicos debido a la sobreexpre-
sion de enzimas antioxidantes que afectan al
metabolismo del agua. Por otro lado, el nu-
mero y peso de nédulos fueron mayores en T-
SOD con el tratamiento de menos de 50 mM,
mientras que a 150 mM las plantas T-GR mos-
traron valores mucho mas altos, con diferen-
cias significativas respecto a las lineas T-SOD y
silvestre. La fijacion del nitrégeno también fue
mas alta en las lineas transgénicas con 50 mM
de sal. Por ultimo, se observo una correlacion
positiva de la produccion apoplastica de ROS
en las raices con el crecimiento de la planta y
la nodulacion en el genotipo silvestre. Aunque
la produccion apoplastica de ROS en las raices
transgénicas fue inferior al tipo silvestre bajo
la condicién control, las plantas transgénicas
mantuvieron cierta producciéon de ROS con
150 mM de NaCl, algo que resulté abolido en
el tipo silvestre.

4.3. Acumulacion de prolina y poliaminas

La salinidad incrementd los niveles de prolina
en todas las especies (modelo y cultivadas) de
Lotus, y ademas se observaron diferencias sig-
nificativas en la acumulacién de prolina entre
ecotipos de L. japonicus. De la misma manera,
24 variedades/accesiones de L. tenuis colecta-
das por INTA Pergamino en la Cuenca del Sa-
lado, Argentina (Figura 15), presentaron un
incremento de los niveles de este aminoacido

Figura 15. Sitios de colecta de Lotus tenuis en la Provincia de Buenos Aires,
Argentina.
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Figura 16. Crecimiento de accesiones/cultivares de Lotus tenuis con y sin NaCl.

en medios salinos, y las diferencias entre ellos
fueron evidentes, tanto bajo condiciones con-
trol como de estrés. Estas accesiones fueron
. . <« »

previamente clasificadas como “tolerantes” o
“sensibles” tras comparar su crecimiento rela-
tivo bajo condiciones control o estrés salino
en presencia de 150 mM ClINa (Figura 16).

Una manifestacion tipica de los cambios en
la concentracion de Na* tisulares y las altera-
ciones morfoldgicas observadas simultanea-
mente en las diferentes accesiones bajo estrés
salino se muestra en las Figuras 17a, 17b y 18.

Rl ml I

Figura 17a. Concentracién idnica de accesiones/cultivares de Lotus tenuis cony
sin Nadl.
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Figura 17h. Incremento de la concentracién de prolina con la presencia de NaCl.
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Figura 18. Reduccidn del crecimiento de Lotus tenuis con el incremento de la
concentracién de NaCl

Bajo las mismas condiciones experimentales, los
cambios en la acumulacion de poliaminas libres
asociados a estrés salino se evaluaron en varias
accesiones de L. tenuis y especie modelo, obser-
vandose como regla general, una disminucién
en la relacion espermidina/espermina (spd/spm;
figura 19). No se observaron cambios en las con-
centraciones de putrescina debidos a la salinidad.
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Figura 19. Reduccion en la acumulacién de poliaminas libres con NaCl



No obstante, tras analizar y comparar diferen-
tes estados ontogénicos y diferentes protoco-
los experimentales, no se pudo establecer una
correlacion clara entre los cambios inducidos
por sal en los niveles de prolina y poliaminas
de accesiones de L. tenuis, lo que sugiere que
estos parametros no serian ttiles como mar-
cadores bioquimicos de la tolerancia a sal.

4.4, Genomica comparativa funcional de
aclimatacion a la sal en especies de Lotus

modelo y cultivadas

Teniendo en cuenta que en la investigacion
vegetal y el mejoramiento genético se estan
realizando esfuerzos para identificar genes y
procesos que intervienen en las respuestas al
estrés salino y producir nuevas variedades de
cultivos con mayor tolerancia a la sal, el grupo
de Fisiologia Molecular de Plantas del Instituto
Max Planck del consorcio LOTASSA, realizé
un estudio de gendémica funcional comparativo
de tres especies modelos y tres especies forraje-
ras del género Lotus, en representacion de los
genotipos mas sensibles y tolerantes. La tole-
rancia relativa a la sal de los siete genotipos de
Lotus (incluyendo L. japonicus ecotipos MG-
20 y Gifu) se determiné en dos experimentos
independientes que sometieron a las plantas a
aumentos escalonados a largo plazo en el nivel
de Na(Cl, hasta una concentracion letal de 300
mM NaCl. Se observaron diferencias significa-
tivas entre los diferentes genotipos, dado que
los mas sensibles a NaCl empezaron a morir a
los pocos dias de llegar a 300 mM de NaCl en
la solucion de riego al dia 28, mientras que las
plantas de los mas tolerantes no empezaron a
morir hasta después del dia 60 (Figura 20).

300mM NaCl ; :
-------- Exp. Sobrevivencia

[ .
150mM NacCl ) B
Exp. aclimatacion
Ctrol

it s =
—— tiempo
4d 4d 4d 4 16d

Nivel de Sal

Figura 20. Reduccion en la sobrevivencia al aumentar la concentracion de NaCl
y tiempo

Bajo estas condiciones experimentales, se de-
fini4 la “dosis letal 50” (DL50) como el nime-
ro de dias en que mas del 50% de las plantas
habian muerto. La tolerancai relativa obser-
vada fue: L. glaber > L. burttii > L. japonicus
ecotipo MG-20 > L. filicaulis > L. japonicus
ecotipo Gifu ~ L. uliginosus ~ L. corniculatus.
Curiosamente, la diferencia en la tolerancia
entre los dos genotipos de L. japonicus fue de
la misma magnitud que la existente entre la
mayoria de los otros pares sensible-tolerante.

El segundo régimen de tratamiento de sal (150
mM Na(l) fue aplicado para facilitar la com-
paracion de las respuestas de aclimatacion a la
sal entre las diferentes especies bajo condicio-
nes fisiolégicamente validas (Figura 21).

Figura 21. Bandejas de Lotus japonicus creciendo en medios con diferentes
niveles de NaCl.

En estos experimentos, las concentraciones de
Na* y Cl en el tallo aumentaron dramatica-
mente en todos los genotipos en respuesta al
tratamiento, mientras que la concentracion de
K* cambié menos en las especies modelos que
en las forrajeras. Otra observacion interesante
fue que la acumulacién de sal en los genotipos
aclimatados al estrés mostraron una correla-
cion lineal negativa con la DL50 en la salini-
dad letal, con un mejor coeficiente de correla-
cidn para los niveles de Cl- que para Na*. Estos
resultados estan en consonancia con las ante-
riores observaciones fisiologicas que demues-
tra que las glicdfitas mas tolerantes presentan
una disminucion de la acumulacién de sal en
comparacion con las sensibles.
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Reforzando la importancia critica del proto-
colo de salinizacion y el estado ontogénico, se
determinaron cambios en los macro y micro-
nutrientes inducidos en los experimentos de
aclimatacion a dosis de sal subletales median-
te ICP-AES vy analizados por ANOVA. Estas
evaluaciones pusieron de manifiesto la varia-
bilidad, a nivel nutricional, entre los genoti-
pos de Lotus en respuesta al estrés salino. Los
resultados sugieren que los aspectos nutricio-
nales bajo salinidad se alteraron de manera
diferencial entre los genotiposs mas sensibles
y tolerantes, independientemente de si se tra-
taba de especies modelo o forrajeras.

En general, los datos mostraron una razona-
ble similitud entre las respuestas en las espe-
cies modelo y las cultivadas en relacion a su
rango de tolerancia, la acumulacion de sal, los
cambios inducidos en el crecimiento y la va-
riacién del contenido de nutrientes.

Para comparar las respuestas transcripciona-
les del genoma al estrés salino de los diferen-

tes genotipos, el grupo de Max Planck realizé
experimentos de aclimatacién a concentra-
ciones sub-letales de NaCl y los analizé utili-
zando Affymetrix GeneChip * Lotus Genome
Array. Del total de genes sondeados, mas del
50% mostraron cambios significativos en el
nivel de transcritos en al menos un genotipo
durante la aclimatacion a la sal. Curiosamen-
te, los niveles de transcripcién de menos del
1% fueron alterados significativamente en
los siete genotipos, y los transcritos, tanto los
positiva como negativamente regulados, com-
partidos por los genotipos sensibles y toleran-
tes incluyeron un conjunto de genes que ya se
sabia que intervienen en las respuestas de las
plantas al estrés. Los resultados obtenidos su-
gieren que tanto diferencias cualitativas como
cuantitativas a nivel transcripcional estan im-
plicadas en la tolerancia a la sal.

En consecuencia, los cambios relativos en la
expresion génica de muchos de los transcritos
especificos de tolerancia o sensibilidad, no se
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Figura 22. Anélisis transcriptomico de plantas de Lotus en respuesta al estrés salino.
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correlacionaron bien con la biomasa vegetal,
sino con el contenido de iones de todos los
genotipos bajo estrés, especialmente el CI.
Ademas, los resultados de los andlisis trans-
criptomicos indicaron que sélo una pequeiia
fraccion de las respuestas transcripcionales al
estrés salino se encuentra conservada entre
los genotipos y especies de Lotus.

Al mismo tiempo, los fenotipos metabdlicos
de los ecotipos de Lotus sometidos a trata-
miento subletales de sal se determinaron uti-
lizando GC/EI-TOF-MS no dirigida. Se iden-
tificaron ciento tres analitos que representan
tanto compuestos conocidos y desconocidos.
Todos ellos estuvieron presentes en todos los
genotipos y en los tres experimentos indepen-
dientes. Muchos de los cambios en los niveles
de metabolitos inducidos por NaCl fueron
cualitativamente similares en algunos o todos
los genotipos, aunque ciertos cambios meta-
bdlicos genotipo-especificos fueron también
evidentes. Sin embargo, en general los meta-
bolitos no mostraron buenos coeficientes de
correlacion con los iones o la biomasa bajo es-
trés, lo que refleja probablemente la variabili-
dad biolégica inherente de las redes metabdli-
cas y/o cambios cuantitativos distintivos entre

los genotipos de Lotus. En conjunto, los re-
sultados del analisis metabolémico indicaron
que algunas, pero no todas las respuestas del
metabolismo primario al estrés salino se con-
servan entre las especies de Lotus, ya que las
propiedades metabdlicas generales mostraron
tanto interacciones comunes como genotipo-
especificas. La mayoria de los metabolitos que
se acumularon en las plantas modelo bajo sa-
linidad fueron especificos para un cierto ge-
notipo o compartida con otros genotipos mo-
delo, mientras que aquéllos que redujeron sus
niveles eran mayoritariamente compartidos
por varios genotipos.

4.5. Conclusiones

Los analisis comparativos fisioldgicos, ioni-
cos, transcriptdmicos y metabolémicos de los
genotipos de Lotus con estrés salino revela-
ron la existencia de respuestas a la salinidad
conservadas y no conservadas dentro de este
género. Ademas, los experimentos fisiologicos
realizados por los grupos del consorcio LO-
TASSA mostraron que las especies modelo
son instrumentos adecuados para estudiar la
aclimatacion y la tolerancia a la sal en este gé-
nero de leguminosas.
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5.1. Introduccion

La toxicidad de aluminio (Al) es una impor-
tante restriccion para el rendimiento de culti-
vos en suelos acidos. A valores de pH del suelo
de 5 o menores, el Al es solubilizado en la so-
lucién del suelo, inhibiendo el crecimiento y
funcioén de la raiz. Las leguminosas forrajeras
juegan un papel muy importante en la pro-
ductividad de las pasturas cultivadas gracias
a su capacidad para fijar nitrégeno y crecer en
situaciones de pobreza de nutrientes. Las es-
pecies de Lotus tienen un buen potencial en
la productividad de las pasturas, por su capa-
cidad de crecer en suelos ligeramente acidos y
su moderada tolerancia al aluminio, manga-
neso y sodio. Estas especies son cultivadas en
el norte y sur de Ameérica, Australia y algunos
paises europeos. L. corniculatus es sin duda la
especie de mayor importancia agronémica y
mas amplia distribucién geografica.

5.2. Alteraciones metabolicas en respuesta al Al

Los efectos del Al sobre los genes antioxidan-
tes y metabolitos en las raices y hojas de Lotus
corniculatus cv. INIA Draco, una leguminosa
forrajera de interés agronémico que esta rela-
cionada con la leguminosa modelo L. japonicus
fueron investigados. Para este proposito, las se-
millas se hicieron germinar y crecieron en pla-
cas de agar durante 9 dias y después se transfi-
rieron a cultivos hidropdnicos conteniendo 200
uMCacCl, y 0, 10 or 20 uM AIClI,. Plantas cultiva-
das en presencia de 10 pM Al mostraron reduc-
ciones en el peso fresco del tallo, peso fresco de
la raiz, area foliar y longitud de la raiz. Con 20
1M Al las disminuciones correspondientes fuer-

on 73%, 78%, 64% y 52%, respectivamente. Los
niveles de expresion (mRNA) de treinta enzimas
antioxidantes y dos transportadores de malato
activados por Al (ALMT) fueron determinados
en las raices por PCR cuantitativa en tiempo
real. El tratamiento de plantas con 10 uM Al du-
rante 14 dias causé un aumento de transcritos
de la Fe-superdxido dismutasa citisolica y una
reduccion de la expresion de Fe-superdxido dis-
mutasa plastidica. Se estudié también el perfil de
metabolitos en raices y hojas, mediante extrac-
tos derivatizados usando cromatografia de gases
y espectrometria de masas. Este andlisis mostrd
que el tratamiento con 10 o 20 uM Al aumentd
los contenidos de algunos aminoacidos (as-
paragina, glicina), aztcares (glucosa, fructosa),
polioles (pinitol) y los acidos organicos (acido
succinico, acido trednico, dcido 2-metilmalico,
acido 2-isopropilmalico) en las raices. Algunos
de estos metabolitos, como la asparagina y el
acido 2-isopropilmalico, aumentaron también
en las hojas. En particular, los aumentos de 98%
y 61% en el acido 2-isopropilmalico en las raices
y hojas, respectivamente, con 20 M Al puede
reflejar la necesidad de la planta de sintetizar
compuestos quelantes. Este acido organico ha
sido previamente descrito como secretado por
células de levadura en respuesta a Al. Basado en
estos estudios, se propone que el acido 2-isopro-
pilmalico es un importante acido organico de-
toxificador de Al en L. corniculatus.

Se investigaron también otros mecanis-
mos de desintoxicaciéon de metales en Lotus
japonicus. Uno de tales mecanismos involu-
cra la quelacion del metal por fitoquelatinas.
Estos son polipéptidos ricos en cisteina que
ligan algunos metales con alta afinidad. Los
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complejos resultantes de metal-fitoquelatina se
guardan y degradan en las vacuolas, evitando
asi los efectos toxicos de estos metales sobre
el metabolismo celular. Las fitoquelatinas son
sintetizadas por la enzima fitoquelatina sinteta-
sa (PCS) usando el glutation como sustrato. Se
estudio la sintesis de fitoquelatinas en las plan-
tas después del tratamiento con cadmio (Cd) y
otros metales como el Al Tras el tratamiento
con estos metales, las raices sintetizaron canti-
dades elevadas de fitoquelatinas, indicando la
presencia de genes PCS activos. Tres de estos
genes (LjPCS1, LiPCS2 y LjPCS3) fueron iden-
tificados y mapeados en el cromosoma 1 de L.
japonicus. Los genes difieren en la composicion
exon-intron y respuesta a Cd. La estructura y
el analisis filogenético de los tres productos
proteicos sugieren dos eventos secuenciales
de duplicacion génica durante la evolucion de
plantas vasculares. Se determiné que mientras
LjPCS1 es similar a otras proteinas PCSs de
plantas, LjPCS2 y LjPCS3 son poco comunes.
Estas proteinas son mucho mas pequefias y sus
respectivos mRNAs estan sujetos a “splicing”

alternativo; no obstante, confirieron tolerancia a
metales pesados cuando se expresaron en célu-
las de levadura. En particular, LiPCS3 se activo
por Al, mientras que LjPCSI no. Estos resulta-
dos revelan complejos mecanismos reguladores
de expresion de PCS en los tejidos de legumino-
sas en respuesta a metales pesados y Al

Algunos metales inducen estrés oxidativo en
plantas por lo que se examind el efecto de Al
en glutation peroxidasas (GPXs) (Figura 23).
Estas son enzimas antioxidantes que catalizan
la reduccion de hidroperoxidos de fosfolipidos
en las membranas bioldgicas y por consiguien-
te protegen del dafo oxidativo. Seis genes GPX
fueron identificados en L. japonicusy L. corni-
culatus. Se expusieron plantas de L. cornicula-
tus a 20 uM Al durante 1-24 h. El tratamiento
con Al disminuy6 la expresion de todos los ge-
nes GPX, lo que sugiere que el efecto téxico de
este metal es en parte debido a una disminu-
cion en defensas antioxidantes que llevan a la
peroxidacion de lipidos de la membrana.

[] A1oumash
[] Atoumi4d

B A20uma4sh
. Al 20 uM 14 d

1.5 1

TN

GFPX1 GPX2

GPX3

GFPX4 GPX5 GPXe

Figura 23. Efectos del aluminio sobre la expresion de genes que codifican glutation peroxidasas (GPXs) en las raices de Lotus corniculatus. Los valores de niveles de mRNA
estan normalizados en relacién a los de ubiquitina y estan expresados en relacién a los de plantas control (sin tratar)
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5.3. Respuesta radicular al estrés por Al

Mediante el uso de medidas electrofisiolo-
gicas es posible definir las fuerzas motrices
de los iones en la membrana plasmatica. El
crecimiento y los potenciales de membrana
(Em) de varios cultivares de Lotus cornicula-
tus agricolamente importantes fueron medi-
dos y se encontr6 una buena correlacion en-
tre ellos bajo estrés por Al (Botanicky ustav
SAYV, Slovakia). La disminucion de Em fue
provocada mas por la disminucién de difu-
sion potencial (Ed) que por la parte activa
del potencial generado por la actividad H*-
ATPasa (Tabla 3). La caida de Ed bajo estrés
por Al estd acompanada por una pérdida
significativamente mas alta de K* en tejido
radicular de los cultivares mas sensibles. A
partir de aqui, INIA Draco fué elegido para
posteriores experimentos como el cultivar
relativamente mas sensible y UFRGS fué es-
cogido como el mas tolerante.

Dado que la elongacién de la raiz esta asocia-
da con la actividad H*-ATPasa de la mem-
brana plasmatica, su actividad fué investi-
gada durante el tratamiento con Al usando
fusicoccina (FC), observandose un aumento
del consumo de O,. El Al caus6 una ligera
disminucién del rango y velocidad de la hi-
perpolarizacion de la membrana en el cul-
tivar UFRGS, mientras que en INIA Draco
dicha inhibicién fue mucho mas alta. Estos
resultados sugieren una mayor capacidad del
cultivar UFRGS para mantener la funcién de

las bombas de ATP bajo estrés por Al que en
el caso de cultivar INIA Draco. El cultivar
UFRGS también mostr6 una tasa de consu-
mo de O, significativamente mds baja que
INIA Draco.

Mediante microscopia dptica y electrénica
se pudo observar un aumento de la vacuo-
lizacion en las puntas de la raiz después del
tratamiento a pH mas bajo (pH=4.0), con
vacuolas pequenas especialmente en las
capas centripetas de la raiz. El tratamiento
con Al causé dafos en células epidérmi-
cas, que parecian desintegradas. Las células
corticales estaban fuertemente vacuoladas
cerca de la punta de la raiz. Debido al tra-
tamiento con Al, fueron visibles unas enor-
mes protuberancias de la pared celular y las
células que carecian de tales modificaciones
de la pared parecian mds severamente da-
nadas, lo que sugiere su papel protector. Los
experimentos mostraron que las respuestas
al bajo pH asi como al Al fueron similares
en la planta modelo, L. japonicus Gifu y en
la cultivada L. corniculatus, las diferencias
entre cultivares fueron mas bien cuantita-
tivas. El dafio en células epidérmicas y las
primeras capas corticales fue mas severo en
el cultivar INIA Draco que en UFRGS (nu-
cleo y todos los organulos citoplasmaticos
desintegrados). En INIA Draco la lesién es-
tructural se observé también en las células
corticales mas internas.

Tabla 3. Potencial de reposo (EM) y potencial de difusion (ED) después de 4 dias de tratamiento a pH=5.5,

pH=4.0y pH=4.0 + 2 mm AICI3 (SE, n=25).

pH=5.5 pH=4.0 PpH=4.0+ 2mM Al
cultivar
EM ED EM ED EM ED

INIA Draco 133.6(£1.2) 72.5(+1.2) 1214 (+1.6) 68.0 (£0.8) 86.4(+1.6) 314(+13)
Est. Ganador 1280 (£1.2) 72.5(+0.6) 117.3 (+1.1) 68.9 (+£0.6) 100.1(0.7) 49.8(+0.5)
San Gabriel 125.6 (+0.8) 72.6 (+0.8) 113.0 (+1.1) 67.3(+0.9) 101.8 (1.3) 40.2(£1.2)
Sao Gabriel 126.4 (+1.5) 72.6 (+0.9) 1223 (+1.0) 70.3 (+0.8) 105.8 (+1.2) 50.8(+1.0)
UFRGS 131.9 (+2.4) 72.2(+1.1) 131.0(£1.2) 72.0 (+0.8) 110.4 (£1.8) 54.4(+0.7)
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L. japonicus [\

Gifu / \/)
!

Figura 25. Caracterizacion del efecto del aluminio en especies de
Lotus en medios hidropdnicos con solucion nutritiva

Figura 27. Efecto del aluminio en L. japonicus Gifu bajo condiciones de
estrés y control.
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Figura 28. Comportamiento de las especies modelo de Lotus y alfalfa bajo niveles
diferenciales de estrés por aluminio en suelo.
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5.4. Comparacion de la respuesta a Al entre
plantas modelo y plantas cultivadas

La caracterizaciéon del germoplasma dis-
ponible (diploide y tetraploide) para la to-
lerancia a Al y la seleccién de poblaciones
con un comportamiento mejor en suelos
con una alta saturaciéon de Al también fue
realizada por UFRGS (Porto Alegre, Bra-
zil). El primer paso fue la caracterizacion de
especies de Lotus crecidas en suelo (Figura
24) y en cultivo hidroponico (Figura 25). La
presencia de Al causé una reduccion grande
del crecimiento en todas las plantas (Figura
26). Entre las especies modelo, L. japonicus
Gifu fue el mejor bajo las condiciones de es-
trés (Figuras 27 y 28).

Entre el germoplasma tetraploide las pobla-
ciones UFRGS y Sao Gabriel presentaron el
mejor comportamiento bajo condiciones de
estrés, mientras la alfalfa, usada como testi-
go sensible, tenia un comportamiento muy
pobre bajo estas condiciones, confirmando
la intensidad del estrés por Al

Debido a que los experimentos con suelo son
largos y tediosos (Figura 29), se desarrolld
un método alternativo utilizando solucion
nutritiva mineral (Figura 30). Los resulta-
dos mostraron una importante reduccidon
del crecimiento causado por Al y también
confirmaron la respuesta diferencial (con-
trastante) entre genotipos tetraploides, con
UFRGS (tolerante) e INIA DRACO (sen-
sible). Por otro lado, se estudié también un
conjunto de RILs (lineas recombinantes)
obtenido tras cruzamientos entre especies
de Lotus modelo, con el objetivo de acelerar
el proceso del mejoramiento genético en las
especies cultivadas. Aunque hubo una gran
variabilidad entre las RILs para tolerancia
a Al, se identificé un grupo de lineas que
mostraron un mejor comportamiento que
el padre mas tolerante (L. japonicus Gifu),
indicando la posibilidad de usarlas en el
programa de mejoramiento.

Seleccion de Suelo

Figura 30. Procedimiento para la evaluacién de tolerancia a aluminio con
solucion nutritiva

Figura 31. Caracterizacion de Lotus corniculatus por tipo de raiz en suelo
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Figura 32. Procedimiento para el cruzamiento manual de fenotipos selectos

5.5. Seleccion de poblaciones de Lotus
corniculatus tolerantes a estrés por Al en
Brasil

Trés esta caracterizacidn inicial, se inicid la
seleccion de poblaciones con respuestas con-
trastantes a Al, asi como para diferentes mor-
fologias de raices (Figura 31). Por razones de
tiempo se pudieron completar s6lo dos ciclos
de seleccidn, en suelo y en cultivo hidroponi-
co. Los resultados hasta ahora muestran una
mejora en las poblaciones seleccionadas tan-
to cuando fueron evaluadas en suelo como
en hidroponia. Las poblaciones selecciona-
das se cruzaron (Figura 32) y deben probarse
ahora bajo las condiciones reales de suelo, con
el Rhizobium apropiado (seleccionado en otra
parte del proyecto), para evaluar el progreso
logrado. También se determin la produccién
de acidos organicos por los germoplasmas se-
leccionados, dado que este es uno de los me-
canismos relacionado a la tolerancia de Al en
las plantas. Los cultivares asi como las corres-
pondientes F1 de UFRGS, INIA Draco, San
Gabriel-Uruguay y Sdo Gabriel-Brasil fueron
sometidas a una alta concentracién de Al y
se midié la exudacién de acido oxalico. Los
resultados demostraron que de los tres acidos
organicos probados, el unico que pudo ser
cuantificado por cromatografia fue el oxalico.
De todos los genotipos de Lotus evaluados, la
poblacion UFRGS exhibi6é una mayor exuda-
cién de acido oxalico comparada con el resto.
El papel protector del acido oxalico frente al
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Al ya se ha demostrado en otras especies y po-
dria vincularse a la tolerancia observada en L.
corniculatus. Esto sera muy util en la seleccion
de materiales tolerantes asi como para la ex-
plicacion del mecanismo de la tolerancia a Al
involucrado en L. corniculatus.

5.6. Seleccion de poblaciones tolerantes a Al
en Chile

Otra especie estudiada por la Univ. Austral
(Chile) fue Lotus uliginosus (Lu), el cual esta
naturalizado en Chile, principalmente en la
zona sur donde predominan los suelos acidos.
Veintiocho poblaciones de Lu, colectadas en
diferentes agro-ecosistemas del sur de Chile
fueron caracterizadas de acuerdo a su sensi-
bilidad/tolerancia al estrés por Al en condi-
ciones de campo, en suelos con 3 diferentes
niveles de Al intercambiable para evaluar su
comportamiento y seleccionar plantas sen-
sibles y tolerantes a Al. Los criterios de se-
leccion fueron altura de la planta, nimero de
hojas y nimero de ramificaciones por planta.
Las plantas seleccionadas como tolerantes
fueron aquellas con valores mas altos en 0.5
y 1.0 cmol.kg” de Al, y las sensibles aquellas
con los indices mas bajos en 0.5 cmol.kg' de
Al Las plantas sensibles tenfan en promedio
un 67% menor altura, 40% menor nimero de
hojas y 30% menor nimero de ramificaciones
que las tolerantes. Las plantas seleccionadas
se trasplantaron a una condicién sin Al para
continuar creciendo hasta la producciéon de
semilla. Para ello fueron cultivadas separada-
mente y sometidas a polinizacién cruzada y
controlada dentro de cada grupo de sensibili-
dad al Al. Ademas, las plantas se mantuvieron
en crecimiento durante toda la estacion y en-
tonces cosechadas para evaluar su produccion
de materia seca (biomasa de tallos y raices)
como promedio de la poblacién, longitud y
densidad radicular y concentracion de Al tan-
to en parte aérea como en raices. Las pobla-
ciones fueron clasificadas en cuatro categorias
segun su tolerancia o sensibilidad a Al. Estas
poblaciones (dos tolerantes y dos sensibles) y
las especies consideradas como plantas mode-



lo fue evaluadas en su comportamiento bajo
cinco niveles de Al en solucién a pH 4.2, en
cultivo hidroponico. Los resultados sugieren
mecanismos diferentes de adaptacion y tole-
rancia al efecto fitotoxico del Al. Las poblacio-
nes clasificadas como tolerantes en los ensayos
de campo mantuvieron esta caracteristica. L.
japonicus ecotipo Gifu mostrd una tolerancia
mayor a la fitotoxicidad del Al comparado con
las otras especies modelo. La biomasa aérea, la
variable usada como pardmetro de tolerancia
o sensibilidad de las especies y poblaciones,
disminuy¢ significativamente por encima de
180 pmol Al en las poblaciones tolerantes. No
obstante, en las poblaciones sensibles, la bio-
masa aérea disminuy¢ significativamente por
encima de 100 pmol Al. La longitud de la raiz
disminuyé marcadamente, mostrando la alta
sensibilidad de este 6rgano a la exposicion a
altas concentraciones de Al.

Finalmente, se realizé otro experimento para
caracterizar el comportamiento de pobla-
ciones de L. uliginosus (dos sensibles, Senl y
Sen2 y dos tolerantes, Toll y Tol2), seleccio-
nadas previamente, comparadas con las espe-
cies modelo, L. burttii (Lb), L. japonicus (Lj),
ecotipos MG-20 y Gifu, y L. filicaulis (Lf). To-
das las especies fueron cultivadas bajo cinco
niveles de Al, pH 4.2, en cdmara de crecimien-
to. El rendimiento de materia seca de los ta-
llos y raices de todos los genotipos estudiados
disminuyd proporcionalmente a la concentra-
cién de Al en solucion. Sin embargo, la caida
de rendimiento de materia seca fue diferente

dependiendo de las especies de Lotus o po-
blaciones de Lu. Lf, Lb, Lj MG-20 y Lu Senl
fueron las mas sensibles a la toxicidad del Al
(100 umol Al) y Gifu y Lu Sen2 quedaron en
una posicion intermedia. Los genotipos mads
tolerantes a la toxicidad del Al fueron las po-
blaciones de Lu seleccionadas Toll y Tol2, las
cuales toleraron hasta 180 pumol Al. y mos-
traron una reduccién significativa del ren-
dimiento de materia seca sélo en el nivel de
300 umol Al. Todas las especies de Lotus tenian
altas concentraciones de Al en los tallos y acu-
mularon aluminio en las raices. Las especies
mas tolerantes acumularon mas Al en las raices
sin disminuir la biomasa de los tallos.

5.7. Conclusiones

Se identificaron distintos efectos negativos del
Alylaacidez en Lotus, tales como una marcada
reduccion del crecimiento de la raiz y la parte
aérea, reduccion de las defensas antioxidantes
y un intenso dafo de las células epidérmicas y
corticales de la raiz. Ademads, se encontr6 que
la acumulacién y secrecion de ciertos acidos
organicos como el oxalico o el isopropilmali-
co pueden representar respuestas importantes
y ser considerados como marcadores de la to-
lerancia de Lotus a la acidez y el Al La iden-
tificacion y seleccion de genotipos con mayor
tolerancia a Al en especies cultivadas de Lotus
fue exitosa, si bien se necesitan estudios adicio-
nales para confirmar este caracter en condicio-
nes de campo.
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6.1. Introduccion

La incertidumbre o incluso la falta de in-
formacion sobre la realidad de la fijacion de
nitrégeno por especies cultivadas de Lotus
en algunos paises de Sudameérica, convierte
el objetivo de obtener inoculantes mejora-
dos en un punto fundamental para el éxito
de los Lotus forrajeros en suelos y ambientes
limitantes. En algunos paises como Uruguay,
existe una larga tradicién de uso de inocu-
lantes para leguminosas, situaciéon que no se
da en otros paises como Argentina, Brasil
o Chile. En zonas con tradicién de Lotus en
pasturas, los suelos pueden contener canti-
dades importantes de rizobios especificos de
estas especies. Sin embargo, en la mayoria de
los casos se desconoce cual es la contribucion
real de estas bacterias nativas o naturaliza-
das a la fijacion de nitrégeno por Lotusy por
tanto a su productividad. Bajo condiciones
Optimas, la inoculacion puede resultar en in-
crementos de biomasa varias veces superio-
res a las pasturas no inoculadas, lo que evi-
dencia el impacto agronémico, econémico y
ecologico de estas practicas. No obstante, las
condiciones particulares en cada caso pue-
den determinar que la inoculacién resulte
ineficaz. A menudo, la existencia de estreses
ambientales condiciona la eficacia de la ino-
culacidn, lo que genera la necesidad de obte-
ner inoculantes bacterianos particularmente
adaptados a dichas condiciones. Los estres
de tipo abidtico afectan la viabilidad y per-

sistencia de los rizobios, ademas de al propio
proceso de fijacién simbidtica de nitrégeno.

Al comienzo de este proyecto, la informacion
disponible sobre los rizobios simbiontes de
Lotus se limitaba a que Mesorhizobium loti era
el simbionte tipo de ciertas especies de Lotus
como L. tenuis, L. corniculatus o L. japonicus,
mientras que otros como L. uliginosus se aso-
ciaban con rizobios del género Bradyrhizobium
que ademas habian sido muy poco estudiados.
De hecho, los inoculantes comerciales dispo-
nible en todo el mundo utilizaban bacterias de
uno u otro tipo.

Uno de los objetivos de LOTASSA fue el esta-
blecimiento de una coleccion detallada de rizo-
bios simbiontes de Lotus procedentes de cada
uno de los paises participantes, y la seleccion
de cepas candidatas para la elaboracién de ino-
culantes para Lotus forrajeros especialmente
efectivos en suelos de baja fertilidad y con limi-
tantes ambientales (acidez, salinidad, sequia).

La coleccion de LOTASSA (http://microorga-
nism.LOTASSA-databases.org/LOTASSA-
mo/indexmo.html), contiene mas de 1.000
cepas de rizobios aislados de suelos estresados
(por sequia, salinidad o acidez) de Argentina,
Brasil, Chile y Uruguay, asi como de varios
paises europeos. La mayoria de estos aislados
han sido caracterizados a nivel genético y fe-
notipico, con énfasis particular en las carac-

teristicas simbidticas y la tolerancia a estreses
abioticos (Figura 33 y 34).
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Aislacion

Conservacion de Re-aislacion
largo plazo

Andlisis genéticos
Re-aislacion

Conservacion de
largo plazo

Figura 33. Procedimiento habitual para el aislamiento, andlisis y conservacién de rizobios de Lotus.

User Identfication

User: | ]
Password: | 1

Confirm

Besgistar

http://microorganism.lotassa-databases.org/lotassamo

_

Figura 34. Pdgina de acceso a la base de datos de rizobios de Lotus
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6.2. Uruguay

L. corniculatus y L. uliginosus son tradicional-
mente usados en Uruguay para la mejora de
pasturas, inoculados con rizobios importados
de Australia o Nueva Zelanda en los 60, lo cual
ha generado excelente beneficios econémicos
y ambientales. No obstante, estos inoculantes
fueron evaluados solo para ciertos ambientes,
sin considerar limitantes ambientales como el
déficit hidrico, o la presencia de rizobios nati-
vos o naturalizados, los cuales son muy compe-
titivos para la nodulacién pero a menudo poco
eficientes en fijacion de nitrégeno.

Trece lugares en el pais, elegidos por su ca-
racteristicas como la sequia temporal, histo-
ria previa de cultivo de Lotus, o el uso previo
de inoculantes de Lotus, fueron muestreados
para aislar cerca de 300 cepas de nddulos de
L. corniculatus o L. uliginosus. Se estimé una
diversidad genética superior al 50% en base a
los perfiles gendmicos de estas cepas obtenidos
mediante ERIC-PCR (Figura 35). Los estudios
taxondmicos, basados principalmente en la se-
cuencia del gen del ARNr 16S, mostraron que
L. corniculatus es nodulado principalmente por
especies del género Mesorhizobium: M. loti, M.
amorphae, M. taishanense, and M. septentrio-
nale, en tanto que L. uliginosus se asocia con
bacterias del género Bradyrhizobium. Por lo ge-
neral, los rizobios fueron muy especificos para
cada Lotus. A partir de estudios simbidticos en
invernadero, se encontrd que varias de las ce-
pas aisladas son tan o incluso mds productivas
que las actualmente recomendadas como ino-
culantes, lo cual esta en proceso de evaluacion
en condiciones de campo.

Figura 35. Ejemplo de analisis por PCR de las cepas de rizobios

6.3. Brasil

Se obtuvieron unos 600 aislados a partir de
suelos de 40 lugares dispersos por el estado de
Rio Grande del Sur, lo que incluia suelos con
pH acido a neutro. En muchos sitios no habia
rizobios de Lotus o éstos eran inefectivos. En
cambio, se aislaron rizobios de Lotus incluso
en algunos lugares sin historia previa de estas
especies, lo que seguramente se explica por el
hecho de que dichas bacterias también pue-
den nodular a la leguminosa nativa Desmo-
dium incanum. La diversidad genética entre
estos rizobios fue elevada y los resultados (aun
preliminares) indican que pertenecen a al me-
nos dos géneros diferentes, Mesorhizobioum y
Bradyrhizobium. Se estudid la eficacia simbid-
tica de los aislados con 4 especies de Lotus: L.
corniculatus, L. uliginosus, L. subbiflorus, L.
tenuis. Muchas de las nuevas cepas fueron mas
efectivas que las actualmente recomendadas,
e incluso las plantas fueron mas productivas
que las fertilizadas con nitrégeno combinado.
Ademas, varias de estas cepas mostraron alta
tolerancia a acidez y niveles toxicos de alumi-
nio, lo que los califica como candidatos para
inoculantes de Lotus en suelos acidos. Algu-
nos de ellos fueron incluso evaluados a nivel
de campo.

6.4. Argentina

Utilizando L. tenuis como planta trampa, se
obtuvieron 103 aislados procedentes de sue-
los tipo de la Cuenca del rio Salado. La di-
versidad genética de estos rizobios fue muy
elevada, y los estudios taxondmicos mostra-
ron que L. tenuis en estos suelos puede ser
nodulado por bacterias pertenecientes a 4 gé-
neros distintos: Mesorhizobium (M. ciceri, M.
loti, M. tianshanense, M. amorphae, M. me-
diterraneum) Rhizobium (R. etli, R. gallicum,
R. tropici) Agrobacterium (A. tumefaciens) y
Aminobacter (A. aminovorans). Con indepen-
dencia de su filiacion taxondmica, todos estos
rizobios mostraron un estrecho rango de hos-
pedador, capaces de nodular L. tenuis (y pro-
bablemente también L. corniculatus) pero no
L. uliginosus. No en vano todos ellos poseen
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genes simbidticos muy similares. Bajo con-
diciones de laboratorio, 19 cepas mostraron
mayor eficiencia simbidtica que las cepas de
referencia. Ademads, muchas de ellas son alta-
mente tolerantes a salinidad y pH alcalino. De
hecho, 18 cepas fueron catalogadas como po-
tenciales candidatos a nuevos inoculantes para
L. tenuis en la Cuenca del Salado, lo cual debe
ser verificado mediante estudios a campo.

6.5. Chile

158 aislados procedentes de suelos de 15 loca-
lidades (desde la VI ala XIV region) de Chile
fueron obtenidos a partir de L. corniculatus, L.
tenuis, y L. uliginosus. Los pHs de estos suelos
variaron entre 4.6 y 7.6. La diversidad genéti-
ca basada en perfiles ERIC-PCR fue elevada.
Estudios taxondmicos preliminares indica-
ron que las bacterias pertenecen a los géne-
ros Mesorhizobium y Bradyrhizobium. Unos
70 aislados fueron ensayados para eficiencia
simbidtica y tolerancia a acidez. Varias de las
cepas fueron mas productivas que la fertili-
zacién con N combinado, y algunas ademas
fueron acido-tolerantes. Ensayos a campo de-
terminardn su eficacia en tales condiciones.

6.6. Espaiia y Portugal

Se recolectaron muestras de suelo y nddulos
de varios puntos (en general afectados por
salinidad o bien por metales pesados) de la
Peninsula Ibérica (Espana y Portugal) y las
Islas Canarias, y se obtuvieron un total de
272 aislados simbiontes de diversas especies
de Lotus. La identificacién molecular de los
mismos mostré la presencia de al menos 4 gé-
neros bacterianos diferentes: Bradyrhizobium,
Mesorhizobium, Sinorhizobium, Aminobacter.
Los bradyrizobios fueron encontrados en
suelos de Portugal altamente contaminados
y aislados de nddulos de L. uliginosus y L.
corniculatus, fueron eficientes con la prime-
ra pero poco o nada eficientes con la segun-
da, y pertenecen a la especie B. japonicum o
a Bradyrhizobium genospecie a. Ademas de
Lotus, fueron también capaces de nodular
Lupinus. Los mesorizobios fueron recupera-
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dos de varios suelos de la peninsula y las islas
Canarias, y se adscribieron a varias especies:
Mesorhizobium tianshanense/tarimense, M.
chacoense/albiziae, M. plurifarium, M. ciceri,
y a M. alaghi. Los sinorizobios (Sinorhizobium
meliloti, S. saheli/S. kostiense y S. fredii) apa-
recieron como simbiontes de L. lancerottensis,
L. sessilifolius o L. kunkelii en las islas Cana-
rias, algunas de estas especies es considerada
en peligro de extincién. Algunos aislados, en-
contrados tanto en la peninsula como en las
islas, podrian estar relacionados con el género
Aminobacter. La caracterizacion fenotipica
mostréd que los bradyrizobios son sensibles
a salinidad y bien adaptados a pH 6. Los si-
norizobios fueron muy tolerantes a sal y pH,
pero malos simbiontes con L. corniculatusy L.
tenuis. Sobre el 10% de los mesorizobios fue-
ron al mismo tiempo tolerantes a sal y a pH
entre 6y 8, y eficientes con L. corniculatus. Un
porcentaje significativo se comportaron como
bacterias halofilas, mostrando mejor creci-
miento y eficiencia simbidtica en presencia de
altas concentraciones de sal.

6.7. Europa Central y del Norte

Se aislaron los rizobios simbiontes de 21 po-
blaciones naturales de L. corniculatus y L. uli-
ginosus en Alemania, Suecia, Noruega, Aus-
tria e Italia. Se estudiaron 40 cepas, incluido
su rango de hospedador. L. uliginosus fue nor-
malmente nodulado por bacterias de los gé-
neros Bradyrhizobium o Rhodopseudomonas,
en tanto que L. corniculatus se asocid estric-
tamente con bacterias del tipo Rhizobium y
Mesorhizobium.

6.8. Conclusiones finales

Los resultados de LOTASSA probablemen-
te representan el estudio mas amplio sobre
simbiontes de Lotus a nivel mundial. Con una
escala intercontinental, LOTASSA pudo des-
cubrir la amplia y largamente inexplorada
diversidad de rizobios de Lotus en muchos
paises y diversas situaciones medio am-
bientales. Incluso nosotros hemos quedado
sorprendidos por esta enorme diversidad



bacteriana, comparado con la informacion de la diversidad natural ha permitido identi-

disponible previamente (Figura 36). Hemos ficar muchas cepas rizobianas con potencial
aprendido que las especies de Lotus pueden aplicacion como excelentes fijadores de nitro-
asociarse simbidticamente con bacterias per- geno con Lotus en suelos estresantes (acidez,
tenecientes a no menos de 6 géneros y dece- sequia, salinidad), cumpliendo asi el objetivo
nas de especies bacterianas. La biodiversidad de proporcionar material biologico (bacte-
natural es uno de los pilares que sustentan la rias en este caso) para su futura explotacion
biotecnologia, y en este caso, la exploracion biotecnoldgica.
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