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Algodén Upland Gossypium hirsutum

Cultivo anual

G. hirsutum mas cultivado
(95% de la produccion
mundial de fibra)

Genoma alotetraploide AD
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Un cultivo muy atacado por artropodos
= Importante consumo de insecticidas de sintesis
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=> Costos elevados de proteccién quimica

=> Riesgos para la salud y el medioambiente
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Defensas naturales quimicas del algodonero contra artropodos plagas
=> Glandulas de gosipol conteniendo terpenoides altamente toxicos

= Sistema de defensa directa por mortalidad o crecimiento retardado
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Un mecanismo de defensa natural por mediaciéon de Compuestos
Organicos Volatiles (COVs), que modifican el comportamiento de
ciertas plagas y predadores :

= Atraccién de enemigos de artrépodos-plagas

= Repulsion de artrépodos buscando instalar sus huevos

Repulsién
embra

ponedora
Atraccion

s redador COVs - Compuestos
= Organicos Volatiles
l emitidos por las hojas| -

Herbivoria
Tk S
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Nuestro proyecto de investigacién busca:

* Apoyo de la biotecnologia para mas uso de estos
mecanismos de defensa natural por entomoélogos y
fitomejoradores en beneficio de los pequeiios
agricultores

* Elucidar las bases genéticas

* Estudiar la diversidad en el germoplasma
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Metodologia : Bioinformatica

¥

KEGG (Kyoto Encyclopedia of
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Germoplasma para los diferentes estudios
= ADN, COVs, ARN
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Estudio de los COVs emitidos y de los cambios de
expresion de genes en reaccion a herbivoria

———

Heridas artificiales
simulando el ataque de
un artrépodo

- -

Captura de COVs por Extraccion de
dispositivos especiales ARNs

- -

GC-MS (Gas qPCR - PCR cuantitativa

Chromatography - Mass Secuenciado global de
ARNs

Spectrometry analysis)
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Preparacion de cebadores ADN

Extraccién de
ADN v ARN| Cuantificaciony
caracterizacién de la
calidad de los acidos

nucleicos

ADN para PCR
ARN para qPCR

Pruebas de parejas de « primers »

Concepcionde
cebadores (primers)
para los genes metas

PCR simple, migracion sobre gel de agarosas
coloracién del ADN con BET y visualizacion
sobre UV: estimacién del tamafio de amplicon

qPCR (PCR cuantitativa) sobre LigthCycler, con
SyBR Green : velocidad de amplificacion, curva
de fusion.
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Analisis COVs

(E)-caryophyllene

myrcene

40

B-pinene

P

' 20 40

40

Principales compuestos organicos volatiles emitidos por el
algodon Gossypium hirsutum en reaccion a un ataque de
herbivoria

De: Marchand et al2015.
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Conclusiones

* Las plantas del algodonero Gossypinm hirsutum reaccionaron al
estrés artificial simulando un ataque de artrépodo herbivoro por
una fuerte estimulacion de la produccién de ARNs de genes del
metabolismo de los terpenoides.

* Los genes estimulados son ubicados al inicio de las vias
metabélicas conduciendo a los 5 principales compuestos volatiles
identificados por los analisis de cromatografia.

I Congreso ional de Bit ia y
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Orientaciones y metas

Meta esencial : apoyar al mejoramiento genético del algodén
Gossypium  birsutum con respecto a los mecanismos de defensa
natural contra artrépodos: ‘

[~ [ 5
e

= Caracterizacion de la variabilidad genética
dentro del germoplasma mejorado actual
= Posibilidades para una seleccion asistida

por marcadores.

En relacion con estas metas, las etapas proximas incluyen :
= Estudio profundizado de las modificaciones de la expresion
de ARNs en reaccion a la herbivoria
= Exploracién de los germoplasmas de variedades antiguas y de
genotipos silvestres para genes permitiendo mejorar estos
mecanismos de defensa natural.
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Muchas gracias por su atencion
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RESUMEN

La d de a agricul luyendo la reducci6n de los costos de produccién, y la adaptacion a normas mis cstrictas

para la salud de los agricultores y de las poblaciones y para ¢l medioambiente en las regiones de cultivo, son grandes de
modernos tomados en consideracién por los fitomejoradores. Para reducir las pérdidas en cantidad y calidad de la produccion all
mismo tiempo que la dependencia a productos fitosanitarios de sintesis, una opcion desarrollada nuevamente, es utilizar mejor los
mecanismos naturales de defensa de las plantas. EI CIRAD investiga las emisiones de compuestos orgnicos volitiles (COVs) por]
las plantas de algodén de Ia especie Gossypinm birsutun L., la mds cultivada a escala mundial, y atacada por una gran diversidad de

plagas. Después de heridas artificiales imitando un ataque de artropodo, en bservamos por fia cambios
de emision de COVs particularmente para cuatro moléculas de la clase terpenos, parcialmente idénticas a aquellas emitidas en
reaccion a ataques de artropodos, Simultineamente los cambios de las frecuencias de ARNs correspondiendo a enzimas de la
biosintesis de los terpenos son caracterizados en PCR cuantitativa gracias a cebadores disefiados para ser altamente especificos.
Las experimentaciones estudian la evolucion temporal después de la herida y la variabilidad en el germoplasma cultivado y en los
recursos genéticos de la especic. Nuestros primeros resultados muestran la posibilidad de apoyar con la genética molecular I
creacién varictal algodonera en relacion con los mecanismos de defensa natural contra los artropodos depredadores.

Palabras claves: Protecciin vegetal, Fitomgjoramiento, Compuestos Organicos Valitiles, Gossypinn birsutun.
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- Diapositiva 2 -
Plano de la ponencia

- Diapositiva 3 —
El algodén moderno es un cultivo anual, obtenido por domesticacion de plantas arbustivas naturalmente perenes
El producto es la fibra de algodén, base de uno de los comercios y una de las industrias mds importantes a nivel mundial

Culivo tropical necesitando mucha mano de obra, el algoddn tiene una gran importancia para millones de familias rurales en paises mis o menos
desarrollados

calos botones florales

Es uno de los cultivos més atacados por plagas, en particular artrpodos: sea el follaje,

las capsulas. Eso ademds de
enfermedades y plagas del suelo tales como fusariosis, nematodos. Significa riesgos de pérdidas de cosecha.
El algodén necesita una intensa proteccion quimica

- Diapositiva 4 —
En consceuencia de la necesidad de muchos pesticidas: dificultades y costos de cultivo, riesgos para salud humana y medio-ambiente

- Diapositiva 5 —

Los algodoneros tienen defensas naturales contra los depredadores,

Defensa directa por toxicidad: el sesquiterpenoide Gosipol es altamente téxico cuando ingerido, Defensa contra larvas de noctuclas en particular.
Las glindulas de gosipol son una defensa eficaz pero insuficiente.

Hay otras defensas naturales de los algodoneros: por . los pelos sobre hojas y tallos, pero eso contra artrépodos « picadores-chupadores ».

- Diapositiva 6 —
Sistema de defensa de s plantas por mensajes quimicos volitles = sistema natural de defensa poco estudiado, empezando de ser tomado en
consideracion en los programas de proteccion de los cultivos y de mejoramiento varietal solo desde hace 20 anos

= Es el objeto de nuestro proyecto de investiga

Se hablard hoy de la parte de genética molecular, de las metodologias y los resultados.

- Diapositiva 7 -

Buscamos elucidar las bases genéticas de los mecanismos de emision de COV, estudiar la diversidad en el germoplasma y las consecuencias de la
cleccion humana, en particular en ¢l periodo reciente y con el uso masivo de plaguicidas de sintesis, provocando una menor necesidad de

resistencias naturales, y los efectos de la domesticacion en general
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- Diapositiva §
La bioinformitica es esencial en ¢l proyecto y utiliza las bases de datos sobre enzimas, las secuencias anotadas de los algodoneros, los datos de las
especies-modelos.

- Diapositiva 9 —

El germoplasma estudiado busea eubrir una diversidad geoy
antiguas, en Affica o EEUU,
ms artificalizadas

ica de variedades culivadas actuales y una diversidad temporal hacia varicdades
sperando poder caracterizar una evolucidn bajo la domesticacin mis y mis intensa en condiciones de culti

0 mis y

- Diapositiva 10 —

Las experimentaciones estudian los efectos de la herbivoria (simulada) sobre :

Emisidn de COVs : captura de COVs por dispositivos especiales

Cambios del transcriptoma : extraccidn de ARNs y estudio de los eambios de expresion de genes ligados al metabolismo de los terpenoides
Se relaciona los dos conjuntos de datos : ARNs y COVs, para elucidar las bases genéticas de la reaccion de emision de COVs

- Diapositiva 11 —
Se concibit cebadores ADN a partir de un biisqueda sobre los genes de Terpene synthase, en especies-modelos v gracias a las anotaciones de la
secuencia de Gossypium raimondii (Paterson 2012).

por Ia produccidn en PCR de amplicones de Ia longitud adecuada (incluyendo ¢l primer inron)
n PCR cuantitativa

Se averigué la eficacia de los pares de cebador

- Diapositiva 12 —
Los estudios muestran que unos COVs son emitidos en mis grandes cantidades después de heridas provocadas por artropodos o arificiaes.

- Diapositiva 13
El esquema muestra las vias de biosintesis para los terpenoides involucrados dentro del estudio.
Empieza con ¢l Geranil-pirofosfato GPP

En negrita: las moléculas identificadas en emisiones por el algodonero en reaccion a herbivorfa

Subrayado : otras moléculas importantes

En rojo en el esquema = enzimas transformando una molécula en la otra segin indicado por las flechas

(Hay unos nombres en espafiol y otros en inglés: disculpas)

Como se ve, es bastante complicado (y aun es un pequeiia parte de las molécalas del grupo terpenoides vegetales)
Se identifics las enzimas claves para las diferentes vi
a produccion de los compuestos orginicos ve
En tal easo, los ARNS correspond

fas de sintesis ; enzimas que podrian ver su cantidad aumentar en caso de reaccion al estrés, para

iles

ates tienen que ver su produccién aumentada
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- Diapositiva 14~

La PCR cuantitativa es una de las herramientas centrales en este estudio, permitiendo medis las cantidades de ARN de genes determinados
Se necesita cebadores ADN especificos para los genes que se busca estudiar

La alotetraploidia del algodn, la duplicacion de genes y aun los pseudo-genes pucden inducir confsiones

se prefiere ccbadores dando una alta especificidad

pico simple de la curva de fusidn del amplicon ; sin embargo puede variar ¢l tamafio exacto segin ¢l genotipo (polimorfismo)

curvas de fusion con picos maltiples pueden significar : genes enlos dos subgenomas, genes

Aun con picos muliples, se puede estudiar cambios de expresion y afinar si deseable la definicion de los cebadores

- Diapositiva 15 -

Se utliza, para la evaluacion de las cantidades de ARN, genes de referencia que suelen tener una expresion estable a lo largo del tiempo y pese a
cambios medioambientales.

Se observa buena especificidad aparente para los dos genes de referencia utilizados, UBIQ14B y MZAB.

- Diapositiva 16
Las curvas de amplificacion de genes muestren una muy importante diferencia de produccion de ARN después del estrés (1-2 dias después) para un
gen, ¢l TPSS3,

Abajo izquierda, su amplificacidn es mas precoz, entonces habia mas ARN. Mientras tanto, los genes de referencia no cambiaron su expresion ARN,
Hay tres genotipos de algodén probados cada vez.

Las curvas de amplificacion y los Cp de los genes de referencia varian por supuesto un poco con el genotipo y la concentracién del extracto de
iicidos nucleicos que no se ajusta a un nivel perfectamente igual entre muestras

Entonces, hay estabilidad para los genes de referencia, mientras hay un cambio total para el gen de sintasa de terpeno TPS33, expresado mucho més
después del estrés, como lo atesta la curva de amplificacion arrancando mucho mis precozmente

- Diapositiva 17 -
Los dos genes de referencia urilizados quedaron estables en expresion y permiten calcular los cambios en genes estudiados gracias a unos cdleulos
uilizando la efi

cia observada de amplificacion para cada gen (y el efecto del ciclo circadiano).
Mis datos serdn dados en la publicacion prevista para fines del a0
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- Diapositiva 18
En ¢l mismo esquema ya presentado de las vias de biosintesis para los terpenoides involucrados dentro del estudio, indicamos con flechas azules las
enzimas para las cuales la produccion de ARNS fuc intensificada en plantas estresadas por un ataque simulado de herbivoria,

Asi,la bisqued: itica y la seleccion por amplifi del ADN nos permitieron identificar una parte de los genes involucrados en la

reaccion de emision de los compuestos orginicos volitiles

Se nota que no son especificos de los COVs involuerados ; los genes que aumentaron su expresion producen enzimas que alimentan sectores
grandes de la biosintesis de los terpenos

- Diapositiva 19 —

La identificacidn de genes que reaceionan al estrés y que son directamente ligados al metabolismo de los terpenoides emitidos después del estrés
permite encarar un mejoramiento varietal de estas defensas naturales con ayuda de la genéica molecular.

Se supone que esisten diferencias dentro del germoplasma mejorado moderno: experimentaciones permiten sospechar en ciertas variedades
difundidas un funcionalidad menos cficaz de estas defensas naturales.

- Diapositiva 20 -
Orientaciones de las experimentaciones proximas:
estudio profundizado de las modificaciones de la expresidn de ARNs: RNA-seq diferencial entre plantas sin estrés y plantas después de estrés.
bisqueda para caracterizar genes especificos correspondiendo a los COVs : bioinformtica, gendmica translacional (datos de otras especies,
especies-modelos tales como Arabidspsis thaliana)
exploracion de los germoplasmas de variedades antiguas y

de genotipos silvestres actual : emisién de COV y expresion génica.
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