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RESUMEN

Numerosos estudios plantean que el 6xido nitrico (NO) cumple una funcién fundamental en
las plantas. Se ha informado que esta molécula actta en la inhibicién de la via degradativa
de la clorofila y que favorece el proceso de sintesis de este pigmento; asi también se le
atribuye la capacidad de emular algunos efectos dependientes de la luz en las plantas.
Debido a esto y los antecedentes sobre el NO donde se demuestra un efectivo aumento en la
acumulacién de complejos de proteinas en la membrana del tilacoide; se sugiere la
posibilidad de que dicha biomolécula se encuentra, directa o indirectamente, formando
parte de la via de induccion de la sintesis de proteinas tempranamente inducidas por luz
(ELIPs).

El objetivo del presente estudio es evaluar el efecto de aplicaciones exdgenas de 6xido
nitrico sobre hojas jovenes etioladas de vid. La informacion existente sobre el efecto del
NO comprende solo plantas anuales, sin embargo, se espera que actle como molécula sefial
en un proceso mediado por luz generando un aumento en el contenido de clorofilas y junto
a ello, un aumento en la expresion de proteinas ELIPs en plantas perennes como la vid.
Para cumplir este objetivo se realizaron una serie de ensayos para estandarizar las
respuestas de la vid, ademas se realizé un primer ensayo en trigo para corroborar resultados
previamente obtenidos en este cereal ante la aplicacion exdgena de NO. Brotes de vid de la
variedad Sultanina fueron mantenidos en oscuridad hasta contar con el material vegetal
necesario. Las hojas jovenes etioladas obtenidas fueron sometidas a los distintos
tratamientos segun la aplicacién de NO, asperjando directamente una solucion que genera
Oxido nitrico (S-nitroso-N-acetilpenicilamina, SNAP) en concentracion 100 uM o agua
destilada sobre las hojas control sin aplicacién de NO. Cada ensayo fue sometido adicional
y diferencialmente a un tratamiento de luz. La variacion del contenido de clorofila total
en el tiempo se midié mediante el método de Arnon (1949) y para medir la expresién de las
proteinas ELIPs se realizaron Western Blots.

Los resultados obtenidos indican que la aplicacion exdgena de NO afecta positivamente la
acumulacién de clorofila total y no tan claramente la expresion de proteinas tipo ELIPs en
hojas jovenes etioladas de vid y en plantulas etioladas de trigo, sin embargo, dicho efecto se
encuentra condicionado a la presencia de luz.

PALABRAS CLAVE: Oxido nitrico - Molécula sefial - Induccién - Sintesis - Vitis vinifera.



ABSTRACT

Numerous studies show that nitric oxide (NO) has a fundamental function in plants. It has
been informed that this molecule acts in the inhibition of the degrading of chlorophyll and
contributing to its synthesis, as well as emulating some light depending effects in plants.
According to this background, were an effect of significant increases in the accumulation of
protein complexes in the thylakoid membrane, suggest the possibility that this biomolecule
forms part, directly or indirectly, in the induction of early light inducible proteins synthesis
(ELIPS).

The objective of the present study is to evaluate the effect of exogenous applications of
nitric oxide on young leaves of etiolated vines. Existing information on NO effect only
considers annual plants; however, it is expected to perform as a signal molecule in a light
induced process, generating an increase in the chlorophyll content and together with this, an
increase in the ELIPs protein expression in perennial plants like vines. To fulfill this
objective, a series of trials were performed to standardize the responses of the vine, also a
first trial was done on wheat to corroborate results previously obtained in this cereal to the
exogenous application of NO.

The results indicate that the exogenous application of NO positively affects the
accumulation of total chlorophyll and not so clearly the expression of ELIPs proteins in
etiolated young leaves of grapevine and etiolated wheat seedlings, however, this effect is
conditional on the presence of light.

KEY WORDS: Nitric oxide — Signal Molecule — Induction — Synthesis - Vitis vinifera.



INTRODUCCION

El Oxido Nitrico corresponde a una molécula bioactiva, que de acuerdo a la informacion
existente participa en una serie de procesos bioldgicos tanto en células animales como
vegetales (Zhang et al., 2005). Debido a su carga neutra y a su tamafio pequefio el NO
posee una gran capacidad de moverse a través del citoplasma celular y de atravesar
libremente membranas biologicas permitiendo su répida llegada a distintos compartimentos
celulares y gatillando asi, cambios en la actividad biologica de las moléculas sobre las que
actla (Sanchez, 2009). A esta molécula se le atribuye la capacidad de inhibir la via
degradativa de la clorofila actuando como una molécula antioxidante y de favorecer el
proceso de sintesis de ella; asi como también el NO es capaz de provocar efectos que son
dependientes de la luz en las plantas (Lamattina, 2001).

Dentro de los estudios que se han efectuado en torno a dicha biomolécula estan los que
comprueban que induce el cierre estoméatico (Mata y Lamattina, 2001) y el crecimiento de
raices, también estimula la germinacion de semillas mantenidas en oscuridad e inhibe la
elongacion del hipocotilo (Beligni y Lamattina, 1999). Participa ademas en la resistencia
ante el estrés por patdgenos y en el retardo de la senescencia de tejidos vegetales. Se
sugiere que el NO interactia con el sistema hormonal de la planta al actuar como un
segundo mensajero (Romanov et al., 2008). Lo anterior quedaria demostrado al corroborar
su accion en distintos puntos de la planta: mediando la accion del &cido abscisico en el
cierre estomatico, interfiriendo con el etileno en la senescencia de tejidos, actuar junto con
las auxinas en el crecimiento de raices entre otros efectos. Al respecto se siguen efectuando
estudios para verificar su interaccion como molécula sefial con otras hormonas como las
citoquininas y el &cido jasmonico (Romanov et al., 2008) y su implicancia en el mecanismo
de “signaling”.

Beligni y Lamattina (1999) demostraron que NO puede regular diversos procesos de
crecimiento y desarrollo en las plantas. En su estudio se comprobo la capacidad del NO
para reverdecer plantulas etioladas de trigo crecidas en oscuridad. Los experimentos
demostraron que, creciendo en oscuridad, las hojas de trigo tratadas con NO contenian
35% mas de clorofila que las hojas control asperjadas con agua. Debido a la importancia de
dicho estudio para el presente trabajo se adjuntan en el Anexo | los resultados obtenidos en
trigo.

El efecto positivo mostrado por esta nueva biomolécula sobre la sintesis de clorofila,
aumentando su contenido y junto a ello la acumulacion de proteinas de la membrana del
tilacoide, tales como el complejo de proteinas cosechadoras de luz del fotosistema Il
(LHCII) (Zhang et al., 2005), sugiere que también podria participar en la induccién de otras
moléculas tanto del aparato fotosintético como de aquellas que ayudan a su ensamblaje.



La molécula de clorofila es la encargada de absorber la energia solar y transportar los
electrones a los centros de reaccion de los fotosistemas. La mantencion de un contenido de
clorofilas adecuado para el funcionamiento 6ptimo de los fotosistemas es el resultado de un
equilibrio dindmico entre la sintesis y degradacién de ésta. Por otro lado, si bien la
presencia de luz es fundamental para que ocurra el proceso fotosintético, cuando los niveles
de luz absorbidos exceden la capacidad fotosintética especies reactivas de oxigeno pueden
ser generadas causando dafio oxidativo en pigmentos, proteinas y lipidos (Hutin et al.,
2003). Las plantas han desarrollado frente a esto mdltiples sistemas de reparacion y
proteccion. Dentro de estas ultimas encontramos la sintesis y la accion de moléculas
protectoras especificas de los centros de reaccién como son las proteinas que unen clorofila
y forman complejos mas estables que impiden que en su estado libre como triplete puedan
reaccionar con moléculas de oxigeno y formen especies reactivas de oxigeno (ROS)
causando un dafio oxidativo en los fotosistemas y en las membranas celulares (Adamska,
1997).

Las proteinas ELIPs (del inglés “Early Light-Inducible Proteins™) se encuentran entre las
primeras proteinas inducidas por la luz y sus transcritos y proteinas aparecen rapida y
transitoriamente durante los estados tempranos de desetiolacion o verdeamiento (Adamska
et al., 2001). Su funcidn fisiologica aun no se ha establecido claramente, aunque se sabe
que estas proteinas pertenecen a la familia de las cab (“chlorophyll a/b binding proteins”),
lo que les transfiere la caracteristica de poder formar uniones, aunque debiles, con
moléculas de clorofila (Grimm et al., 1989); ademas, estan insertas en las membranas
tilacoidales asociadas al PSIlI (Meyer y Kloppstech, 1984). Estas proteinas poseen 3
dominios transmembrana y una masa molecular entre 17-23 kDa.

Debido a su similitud con las proteinas que unen clorofila (Cab), la principal hipotesis
respecto a la funcién de este tipo de proteinas es que son las encargadas de captar
pigmentos que quedan en su forma libre cuando es destruido el complejo fotosintético por
accion de algun estrés oxidativo (Adamska, 1997; Lindahl et al., 1997; Hutin et al., 2003).
Es por ello que se ha sugerido que estarian uniendo clorofilas con la finalidad tanto de
ayudar a su ensamblaje en los fotosistemas en hojas jovenes como en los procesos
degenerativos del aparato fotosintético, naturales o por el efecto de algun estrés (Adamska
et al., 2001). EI mismo autor sefiala que la insercidn, cuantitativa, de las proteinas ELIPs en
la membrana de los tilacoides, aumenta casi de forma lineal con la concentracion de
clorofila “a” (no de clorofila “b” ni de otros pigmentos) y que es dependiente de la
intensidad luminica.

Una de las caracteristicas de las proteinas ELIPs es que su tasa de degradacion depende de
la intensidad del estrés y que esta s6lo comienza bajo condiciones de luz que permitan la
recuperacion de la hoja (Adamska et al., 1993; Potter y Kloppstech, 1993; Lindahl et al.,
1997; Heddad et al, 2006).



Si bien las investigaciones en torno al o0xido nitrico y a las proteinas ELIPS se encuentran
bastante avanzadas, no existen estudios sobre la interaccion de estas tres moléculas (NO,
clorofilas y ELIPs) y de sus funciones dentro de la célula o mas especificamente en el
aparato fotosintético. Por otro lado, la mayoria de los estudios realizados con NO y ELIPs
se han efectuado en plantas anuales (arveja, cebada, Arabidopsis y trigo), por lo que resulta
interesante ampliarlos a una planta perenne como la vid. Es por ello, que el presente estudio
se plante6 como hipotesis que el NO aplicado sobre plantas que han crecido en oscuridad
(etioladas) aumentan el contenido de clorofila y la acumulacion de proteinas tipo ELIPs al
gatillar la sintesis de ambas moléculas, en un proceso que es dependiente de la luz.

Hipotesis.

Tanto el contenido de clorofila como la expresion de proteinas tipo ELIPs aumentan al ser
inducidas por aplicacion exdgena de éxido nitrico.

Objetivo general.

Evaluar el efecto de aplicaciones exdgenas de 6xido nitrico sobre el contenido de clorofila
total y la expresion de ELIPs en hojas jovenes de vid.



MATERIALES Y METODOS

El estudio se ejecut6 en el Laboratorio de Fisiologia Vegetal de INIA, Centro Regional de
La Platina. Santiago. Chile.

Material vegetal y tratamientos

Para cumplir con el objetivo planteado, se realizaron los siguientes ensayos:

Inicialmente se realiz6 un ensayo procediendo seguin lo descrito por Beligni y Lamattina
(1999). Se utilizaron plantulas etioladas de trigo para verificar experimentalmente los
resultados obtenidos en su estudio.

En 4 macetas con arena esterilizada se sembraron alrededor de 100 semillas pregerminadas
de trigo (Tritricum aestivum L.) por cada maceta, luego de ello se trasladaron a una camara
de crecimiento en condiciones de oscuridad con temperatura entre 25-35°C. Al momento de
la aplicacion del tratamiento de NO, las plantulas estuvieron 7 dias creciendo en oscuridad,
alcanzando una altura promedio entre 7 y 10 cm (Figura 1). A dos macetas se aplicaron por
aspersion directamente sobre cada plantula etiolada 5 ml de una solucién generadora de
oxido nitrico (S-nitrosotiol S-nitroso-N-acetilpenicilamina: SNAP) en concentracion de 100
UM; y las plantulas etioladas de otras dos macetas fueron asperjadas con 5ml de agua
destilada (control sin aplicacion de NO). Luego de realizar las aplicaciones las plantulas
etioladas de trigo de ambos tratamientos (con y sin aplicacion de NO) fueron sometidas a
un pulso de luz de una intensidad luminosa entre 350-600 pmol-m™s ™ durante dos horas,
suministrada por ampolletas de haluro metélico de 400 watts, regresandolas al pasar dicho
periodo a su condicion inicial de oscuridad. El tejido foliar extraido para cada muestra fue
pesado, identificado y mantenido a -80°C hasta el momento del analisis.



Figura 1: Plantulas etioladas de trigo. (2) Momento de siembra. (b) Crecimiento obtenido
luego de 4 dias en oscuridad desde la siembra. (c) Estado de las plantulas de trigo
mantenidas durante 7 dias en oscuridad, previa aplicacion de los tratamientos.

En los ensayos 2, 3 y 4 se utilizaron hojas jovenes de vid de la variedad Sultanina (Vitis
vinifera L.), estas hojas fueron obtenidas desde estacas plantadas en un sustrato de perlita y
vermiculita (1:1). Las plantas se mantuvieron en condiciones de invernadero desde su
establecimiento bajo condiciones controladas de luz (50-250 pmol'm™?s™) y temperatura
(25-35° C). Para iniciar cada ensayo las plantas fueron podadas y colocadas en oscuridad
para contar con una brotacion homogénea y considerar como hojas jovenes aquellas con
una edad aproximada de 10-15 dias y tamafio entre 25-30 cm? (Figura 2 a; b). Para asegurar
la homogeneidad del contenido de clorofila de todas las hojas seleccionadas, previamente a
la aplicacion de los tratamientos, se midio el contenido de clorofila de cada hoja mediante
un Clorofilémetro (modelo CCM_200. Opti-sciences, USA) que corresponde a un método
no destructivo.

Una vez que las hojas alcanzaron el tamario adecuado y el contenido de clorofila entre 2-3,5
unidades CCM (medido con clorofilometro), se dividieron en forma aleatoria las plantas en
2 grupos, separdndolas de tal forma que no existieran contaminaciones entre los
tratamientos, ya que la aplicacion de NO fue efectuada sobre cada hoja sin desprenderla de
la planta. Sobre un grupo de plantas se asperjo directamente a cada hoja seleccionada 5 ml
de agua destilada (plantas control), y sobre el grupo de plantas tratadas con NO se
asperjaron 5 ml de la solucién 100 uM del compuesto generador de 6xido nitrico: S-
nitrosotiol S-nitroso-N-acetilpenicilamina (SNAP). Una vez realizada la aplicacion de los
tratamientos (con y sin aplicacion de NO), las plantas fueron expuestas a distintos tiempos
de iluminacién con una intensidad media entre 350-600 pmol'm?®s™, suministrada por
ampolletas de haluro metalico de 400 watts (Figura 2, c). Las hojas extraidas para cada
muestra fueron pesadas, identificadas y mantenidas a -80°C hasta el momento de su
analisis.



Figura 2: (a) Plantas de vid mantenidas en condiciones de oscuridad y temperatura
entre 25-35°C. (b) Hoja joven de vid previa aplicacion de los tratamientos. (c)

Exposicion de las plantas a una intensidad luminosa promedio de 475 pmol'-m™?s™.

Se realizd un quinto ensayo bajo condiciones de campo, utilizando brotes etiolados de
plantas de 10 afios (parrdn ubicado en las dependencias de INIA — La Platina. Santiago.
Chile), entre los meses de septiembre y octubre. Se escogieron 32 plantas de Vitis vinifera
cv. Sultanina adultas, sanas y de similar vigor. Una yema hinchada a punto de brotar de
cada planta fue cubierta con una bolsa negra. Se mantuvieron en oscuridad por 15 dias
hasta que los brotes estaban en estado de ramillete etiolado (Figura 1a; b). La aplicacion de
NO se realizd a las 9 de la mafiana, inmediatamente después de destapar los brotes
etiolados, mediante la aspersion de una solucion 100 uM de SNAP (S-nitroso-N-
acetilpenicilamina) y luego estas hojas se mantuvieron durante 8 horas bajo luz natural a
una alta intensidad luminosa que fluctué entre 900-2100 pmol m?2s™. Las muestras
obtenidas se identificaron y fueron mantenidas a -80°C hasta el momento de realizar los
analisis.

Fiura 3: (a) y (b) Brotes etiolados del ensao 5.

Los ensayos realizados se diferencian en los tiempos de exposicion y la intensidad
luminosa suministrada luego de la aplicacion de NO, siendo definidos de la siguiente
forma:



Ensayo 1: Plantulas etioladas de trigo fueron tratadas (con y sin aplicacion de NO) y
expuestas 2 horas de luz con intensidad ~ 475 pmol'm™s™, luego fueron puestas
nuevamente en oscuridad. Las muestras se tomaron a las 0, 24, 48, 72, 120 y 168 horas de
oscuridad.

Ensayo 2: Hojas jovenes etioladas de vid fueron tratadas (con y sin aplicacion de NO) y
expuestas 2 horas de luz con intensidad ~ 475 pmol'm?s®, luego fueron puestas
nuevamente en oscuridad. Las muestras se tomaron a las 0, 24, 48, 72, 120 y 168 horas de
oscuridad.

Ensayo 3: Hojas jovenes etioladas de vid fueron tratadas (con y sin aplicacion de NO) y
mantenidas en oscuridad sin ser expuestas a la luz en ningdn momento. Las muestras se
tomaron a las 0, 24, 48, 72 y 120 horas desde la aplicacién de NO.

Ensayo 4: Hojas jovenes etioladas de vid fueron tratadas (con y sin aplicacion de NO) y
mantenidas bajo un fotoperiodo de 12h luz y 12h oscuridad, la intensidad luminosa
entregada fue ~ 475 pmol'm™?s™. Se tomaron muestras a las 0, 24 (12h luz/12h oscuridad)
y 48 horas (24h luz/24h oscuridad) desde la aplicacion de NO.

Ensayo 5: Hojas jovenes etioladas de vid fueron tratadas (con y sin aplicacion de NO) y se
expusieron durante 8 horas a la luz natural con intensidad luminosa ~ 1500 pmol'm™?s™. Se
tomaron muestras a las 0, 2 y 8 horas de exposicion a la luz desde de la aplicacion de NO.

Determinacién del contenido total de clorofila.

Anélisis del contenido de clorofila mediante el método de Arnon (1949): Se extrajo
clorofila desde las hojas sometidas a los distintos tratamientos macerando 0,15g de la
muestra foliar con una solucion fria de Acetona al 80%, se obtuvo una solucion de color
verde parejo que fue transferida cuantitativamente a un tubo eppendorf y enrazado hasta
1,5ml con Acetona 80%. Luego se dejaron reposar en oscuridad a 4°C por 15 minutos y
fueron centrifugadas a 10.000 g a 4°C por 10 min. Se recupero el sobrenadante en un nuevo
tubo para cada muestra, eliminando el precipitado.

El contenido de clorofila total es determinado por mediciones espectrofotométricas a 663 y
645 nm (Espectrofotdémetro JENWAY 6405 UV/Vis). Los valores registrados se ingresaron
en la ecuacion 1, obteniéndose el contenido de clorofila para cada muestra.

Ecuacién 1: | Clor total (ug Clorml™) = (8,02-Agg3) + (20,21-Agss)




Con el fin de tener material relativamente homogéneo para dar los tratamientos de NO se
realizo la medicion previa del contenido de clorofila mediante un método no destructivo:

Determinacién del contenido de clorofila mediante clorofilometro: El clorofilémetro
CCM _200 entrega el indice CCI (Chlorophyll Content Index) que corresponde a un valor
relativo de la concentracion de clorofila. Se emplearon 64 hojas de distintas etapas de
desarrollo y tonalidad para realizar una curva estandar entre el valor relativo CCM vy el
contenido de clorofila total (pg-cm?). Se midié cada hoja con el clorofilémetro y
adicionalmente, para determinar el contenido de clorofila se extrajo una muestra de area
2,84cm? para ser analizada por el método de Arnon. 32 muestras del total sirvieron para
elaborar la curva de calibracion (Figura 4, a) y la ecuacion de la recta permitié estimar las
equivalencias entre el valor relativo CCM vy los ug de clorofila total por muestra (Figura 4,
b).
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Figura 4: (a) Valores CCM medidos con clorofilémetro y sus respectivas equivalencias
obtenidas mediante el método de Arnon. (b) Curva de calibracién obtenida entre el
valor relativo de clorofila CCM y el contenido de clorofila en pg-cm™ (Valores
entregados en (4, a)). (c) Determinacion del contenido de clorofila mediante el
clorofilometro.



Determinacion de la expresion de ELIPs.

La determinacion de la expresion de las proteinas ELIPs se efectu6 por medio de Western
Blots usando inmunodeteccién de acuerdo al método descrito por Towbin et al. (1979) con
algunas modificaciones. Se us6 un anticuerpo anti ELIP de arveja, que es capaz de detectar
proteinas tipo ELIPs en vid (Pinto et al., 2011). Debido a que la planta de vid es una
especie distinta a arveja, es posible que la proteina detectada no sea exactamente la misma,
por lo que se denomind como “proteina tipo ELIPS” (PtELIPS).

Para la determinacion del nivel de expresion de PtELIPs se procedio de la siguiente
manera:

a) Extraccién de proteinas totales: la extraccion de proteinas totales en la hoja se realizo6
mediante el método descrito por Pétter y Kloppstech (1993) con algunas modificaciones.
Se maceraron 0,1 g de tejido foliar con 1,0 ml de buffer de extraccion (21,7 mM Na,COs,
2,0 % SDS, 2 mM EDTA, 1ImM PMSF, 2,9 mM &cido aminocaproico, 13,7% glicerina, 56
mM DTT y 0,1% de azul de bromofenol). Luego de incubar a 65° C por 20 min en un bafio
de agua, la muestra se centrifugd por 10 min a 10.000 g. El sobrenadante se transfiere a un
tubo nuevo y es hervido por 5 min. Luego se centrifugd por 10 min a 10.000 g y se
recupero el sobrenadante.

b) Cuantificacion de proteinas totales: Para determinar la cantidad de proteinas totales se
utilizé el método de Bradford (Bradford, 1976). Se tomaron 770 uL de agua destilada y se
colocaron en un tubo eppendorff al cual se le adiciond 30 pL de una dilucion de la muestra
(1/5), luego se agregaron 200 pL del reactivo de Bradford concentrado (acido ortofosforico
al 50%, metanol al 25% y azul de Coomasie 250G al 0,05%). Luego de agitar el tubo las
muestras se mantuvieron por 10 min en oscuridad como minimo para posteriormente medir
la absorbancia a 595nm en un espectrofotometro (Espectrofotometro JENWAY 6405
UV/Vis). La concentracion de proteinas se determind mediante una curva de calibracion
realizada con una solucion stock de BSA de 1 mg/ml.

c) Electroforesis en condiciones desnaturantes: Con el fin de separar las proteinas por
tamafo, se realizd una electroforesis de acuerdo a lo descrito por Laemmli (1970),
utilizandose acrilamida al 15% para el gel de concentracion y el de separacion. En cada
carril se cargaron cantidades iguales de proteina (10ug) contenidas en un mismo volumen.

d) Inmunodeteccion de ELIPs: Las proteinas separadas por electroforesis fueron
transferidas a una membrana de nitrocelulosa de acuerdo al método de Towbin et al.
(1979). La membrana, posteriormente, fue incubada con un anticuerpo policlonal primario
anti- ELIP de arveja obtenido en cabra, en una dilucion de 1: 1000 en leche descremada al
5% durante 12 horas a 4°C. Se lavé la membrana con buffer PBST
(Phosphate Buffer Saline Tween-20) y la deteccion de las bandas se llevdo a cabo
incubandola durante 1h a temperatura ambiente con un suero anti- 1gG de cabra conjugado
con fosfatasa alcalina en una dilucion de 1:20000 (en leche al 5%). Este segundo anticuerpo



tiene afinidad con el anticuerpo primario por lo que quedd fijado en las bandas obtenidas.
Luego de un nuevo lavado con buffer PBST, se procedio al revelado, donde la membrana
se remojo con los sustratos 5- bromo-4-cloro-3-indolyl fosfato p-toluidina/ cloruro de
nitroazul- tetrasolio en buffer TMN (Tris-MgCl,-NaCl) pH 9,5 (Harlow y Lane, 1988).

e) Andlisis de las bandas obtenidas: Se utiliz6 el programa computacional 1D Image
Analysis 3,0 (Kodak Digital Science, EE.UU.) para estimar la expresion de la proteina
ELIPs a través de la medicion de la intensidad de cada banda obtenida por la
inmunodeteccidn, la cual serd expresada como porcentaje, considerando el 100% como la
méxima intensidad de banda (pixeles/cm?) encontrada experimentalmente en cada ensayo.

Disefio experimental y anélisis estadistico

Se utiliz6 un disefio en blogues temporales completamente aleatorizados con 3 repeticiones
para cada muestra. Los tiempos desde el momento de la aplicacion actuaron como bloques
sobre los tratamientos (Con/Sin aplicacion de NO). La unidad experimental fue la hoja.

Los resultados obtenidos de cada tratamiento fueron sometidos a distintas pruebas mediante
el software estadistico InfoStat para verificar si efectivamente cumplian con los supuestos
de normalidad y de homogeneidad de varianzas. Al no cumplirse dichos supuestos en
ciertos rangos de datos, se decidi6 compararlos mediante un andlisis de varianza no
paramétrica (Kruskal Wallis), con un nivel de significancia del 5%.

Los gréficos fueron obtenidos con Sigma Plot 10.



RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de NO sobre el contenido de clorofila total en plantulas etioladas de trigo.

Ensayo 1: Para evaluar el efecto del NO, se realizo el primer ensayo con plantulas etioladas
de trigo para verificar si NO actia de manera similar a lo descrito por Beligni y Lamattina
en su estudio con esta especie (1999). Con posterioridad a la aplicacion de NO las plantulas
etioladas fueron expuestas a una intensidad luminosa promedio de 475 pmol PAR ms*
durante 2 h; las muestras se tomaron a las 0, 24, 48, 72, 120 y 168 h desde que las plantulas
volvieron a la condicion inicial de oscuridad (Figura 5, a). En efecto este cereal mostr6 un
aumento lineal del contenido de clorofila cuando se aplic6 NO (Figura 5, b). Después de 5
dias de tratamiento con NO se present6 la mayor respuesta llegando a la concentracion de
108,9 g clorofila-gPF*, mientras que las plantulas sin aplicacién de NO aumentaron hasta
60,4 pg clorofila-gPF™; lo que significa un incremento por parte de las plantulas con
aplicacion de NO de 1,8 veces sobre el nivel presentado por las plantulas sin aplicacion de
NO a las 120 h. Esto indica que trigo posee una tasa de acumulacion del contenido de
clorofila debido a NO de 0,4 g de clorofila -gPF™ h™. Por su parte, la tasa de acumulacién
de clorofila para las plantulas control sin aplicacion de NO fue casi nula (0,02 pg de
clorofila -gPF™ h™) ya que después de 120h en oscuridad el contenido de clorofila tiene un
valor estadisticamente igual al valor inicial.
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Figura 5: (a) Esquema del ensayo 1 realizado con plantulas etioladas de trigo, expuestas
luego de la aplicacion de NO a un pulso de 2h a la luz. (b) Acumulacién de clorofila en
plantulas tratadas (A) y no tratadas (A) con NO, que posterior al pulso de luz fueron
mantenidas en oscuridad. Las barras indican la desviacién estandar y los puntos con *
indican diferencias entre los tratamientos (p < 0,05).



Los resultados obtenidos demuestran que efectivamente NO cumple la funcion de activar la
acumulacion de clorofila en plantulas etioladas de trigo, tal como lo proponen Beligni y
Lamattina en su estudio (1999), al observarse un aumento considerable en el tiempo del
contenido de clorofila en las plantulas de trigo tratadas con NO respecto a plantulas sin
aplicacion de NO. En funcion a estos resultados se realizd el siguiente ensayo con hojas
jévenes etioladas de vid.

Efecto de NO sobre el contenido de clorofila total en hojas jovenes de vid.

Ensayo 2: En el segundo ensayo se repitié el esquema utilizado en el ensayo 1, esta vez
con hojas jovenes etioladas de vid que fueron tratadas con la misma dosis de NO (100 uM
SNAP), expuestas a igual intensidad luminosa durante 2 horas y posteriormente dejadas en
oscuridad por 7 dias, periodo durante el cual se tomaron muestras a las 0, 24, 48, 72, 120 y
168 h (Figura 6, a). Los resultados obtenidos (Figura 6, b) muestran que las hojas con
aplicacion de NO presentaron la mayor acumulacion de clorofila después de 24 h de
tratamiento con 67,3 pg clorofila-gPF™ y una tasa de acumulacién de 1,4 pg de clorofila
-gPF-h%. Por su parte las hojas sin NO aumentaron el contenido de clorofila en el mismo
periodo de tiempo a 41,6 g clorofila-gPF ™, con una tasa de acumulacién de 0,3 pg de
clorofila-gPF*-h™. Se corrobora con estos resultados la accién de NO sobre la sintesis de
clorofila en vid al obtenerse un aumento de 1,6 veces en la acumulacion de clorofila en las
hojas tratadas con NO respecto a las hojas control tratadas con agua.
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Figura 6: (a) Esquema del ensayo 2 realizado con hojas jovenes etioladas de vid, expuestas
luego de la aplicacion de NO a un pulso de 2 h a la luz. (b) Acumulacion de clorofila en
hojas tratadas (A) y no tratadas (A) con NO, que posterior al pulso de luz fueron
mantenidas en oscuridad. Las barras indican la desviacion estandar y los puntos con *
indican diferencias entre los tratamientos (p < 0,05).



Si comparamos las tasas de acumulacion de clorofila obtenidas en el punto donde se
presenta el mayor contenido de clorofila total para las hojas con aplicacién de NO de los
ensayos 1y 2, resulta ser mayor el valor de la tasa de acumulacion de clorofila del ensayo 2
en vid (1,4 pg de clorofila -gPF*-h™) respecto al valor obtenido en el ensayo 1 en trigo (0,4
ug de clorofila -gPF™ h™) debido al tiempo de reaccién frente a la aplicacion de NO. En
vid la accion de NO presenta el maximo contenido de clorofila a las 24h en oscuridad
observandose luego de ello una disminucién y estancamiento en la acumulacion de clorofila
en horas posteriores de muestreo, lo cual indica que en vid la accion positiva de NO sobre
la sintesis de clorofila es momentanea y dependiente de al menos 2 horas de iluminacion;
en trigo, en cambio, el efecto del NO sobre la acumulacion de clorofila perdura mas alla de
las 24h en oscuridad, continuando dicha acumulacion hasta presentar un maximo a las 120h
bajo esta condicién, lo que sugiere que efectivamente NO ejerce accion sobre un proceso
dependiente de la luz (Lamattina, 2001).

Ensayo 3: Se realiz6 un tercer ensayo que mantuvo las mismas caracteristicas del ensayo 2,
solo difiere en la no aplicacion de un pulso de luz luego de tratar las hojas etioladas con NO
(Figura 7, a). Los resultados obtenidos se ilustran en la figura 7, b, los cuales indican que
no hay efectos de NO sobre la acumulacién de clorofila cuando se hace el tratamiento en
oscuridad sin dar ningun tipo de pulso de luz, lo cual demuestra que la accion del NO sobre
la acumulacién de clorofila en vid es luz- dependiente.
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Figura 7: (a) Esquema del ensayo 3 planteado en hojas jovenes etioladas de vid,
mantenidas en oscuridad permanente. (b) Acumulacion de clorofila en hojas tratadas
(A) y no tratadas (A) con NO. Las barras indican la desviacion estdndar. Ensayo no
presenta diferencias significativas entre los tratamientos (p < 0,05).



Ensayo 4: En el cuarto ensayo las hojas jovenes etioladas fueron expuestas con
posterioridad a la aplicacion de los tratamientos, a un fotoperiodo de 12h luz/12h oscuridad
con una intensidad luminosa promedio de 475 pmol PAR m™s™ durante 48 h, distribuido
como se muestra en la figura 8, a. Los resultados obtenidos (Figura 8, b) indican que en las
hojas con aplicacion de NO la mayor acumulacion de clorofila ocurre a 24h de iniciado el
tratamiento (12h luz/ 12h oscuridad) con 70,9 pg clorofila-gPF™, presentando una tasa de
acumulacién de clorofila de 2,3 pg de clorofila-gPF*-h™. Las hojas sin aplicacién de NO
por su parte acumularon hasta el mismo periodo de tiempo 42,6 pg clorofila-gPF™,
correspondientes a una tasa de acumulacion de clorofila de 1,1 pg de clorofila-gPF*h™.
Estos resultados reflejan un aumento en el contenido de clorofila de 1,6 veces en las hojas
tratadas con NO por sobre las hojas sin aplicacion de NO, a las 24h.
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Figura 8: (a) Esquema del ensayo 4 planteado en hojas jovenes etioladas de vid, expuestas
luego de la aplicacion de NO a un fotoperiodo de 12h luz/12h oscuridad. Momentos de
muestreo a las 0 horas (MO0), 24 horas (M24) y 48 horas (M48) desde la aplicacion. (b)
Acumulacion de clorofila en hojas tratadas (A) y no tratadas (A) con NO. Las barras
indican la desviacién estandar y los puntos con * indican diferencias entre los
tratamientos (p < 0,05).

En las condiciones experimentales, las hojas con aplicacion de NO del ensayo 2 y 4
mostraron un incremento similar en el contenido de clorofila respecto a las hojas sin
aplicacion de NO (1,6 veces) a las 24 h, esta respuesta positiva para las hojas tratadas con
NO se generd a pesar de que ambos ensayos recibieran distintos tiempos de exposicién a
una misma intensidad luminosa. Por un lado las hojas etioladas del ensayo 2 recibieron un
pulso de 2h de luz y 24h de oscuridad, y en el caso del ensayo 4 las hojas etioladas
recibieron 12h de luz y 12h de oscuridad. Dicha diferencia en los tiempos de exposicion a
la luz generé ademas una mayor tasa de acumulacién de clorofila en el ensayo 4 respecto al
ensayo 2 (2,3 pg de clorofila-gPFh™ y 1,4 pg de clorofila-gPFh™, respectivamente).



Lo planteado anteriormente determina que el tiempo de exposicion a la luz influye
positivamente sobre la tasa de acumulacién de clorofila en hojas etioladas de vid tratadas
con NO; sin embargo, dicho tiempo de exposicion no interviene en la accion de NO sobre
la acumulacion de clorofila total de hojas asperjadas con NO comparadas con hojas sin
aplicacion de NO.

A 48h de iniciado el tratamiento (24h luz/24h oscuridad) se registra una baja en la tasa de
acumulacion de clorofila a 0,9 ug de clorofila-gPF*-h™ para las hojas con aplicacion de
NO, la misma baja ocurre en las hojas control que llegan a 0,6 pg de clorofila-gPF-h™. A
pesar de dicha disminucion en las tasas de acumulacion de clorofila, las hojas tratadas con
NO siguen manteniendo una diferencia en el contenido de clorofila de 1,2 veces sobre las
hojas sin aplicacion de NO. Ello sugiere que la sintesis de clorofilas no se detiene gracias al
régimen de luz al que fueron expuestas las hojas etioladas en este ensayo, al ser expuestas
periddicamente a la luz. Nuevamente se demuestra que la accién de NO es dependiente de
la presencia de luz al comparar lo sucedido en este ensayo (mantencion de sintesis de
clorofila) con en el ensayo 2 donde las hojas etioladas reaccionaron de forma positiva pero
momentéanea ante el NO vy al pulso de 2h luz, mostrando ya a las 48h en oscuridad una
marcada caida del contenido de clorofila que se vuelve permanente en las horas posteriores
de su mantencion en oscuridad.

Ensayo 5: En el ultimo ensayo las hojas etioladas fueron mantenidas 8 horas bajo luz
natural, periodo en el cual la intensidad luminosa fluctué entre 900-2100 umol PAR m?s™
(Figura 9, a). Durante este periodo se siguid la evolucion del contenido de clorofila,
efectuando muestreos a las 0, 2 y 8h. Los resultados se ven en la figura 9, b; donde después
de 8 h de iniciado el ensayo las hojas sin NO presentaron un incremento en el contenido de
clorofila de 37,1 pg de clorofila-gPF ™, con una tasa de acumulacién de clorofila de 2,5 pg
de clorofila-gPF*-h™. Por su parte, las hojas con NO mostraron un mayor contenido de
clorofila total 112,3 pg de clorofila-gPF" y una tasa de acumulacién de 11,9 pg de
clorofila-gPFh™. La aplicacién de NO produjo un incremento de tres veces en el
contenido del pigmento fotosintético, comparado con las hojas sin aplicacion de NO. Esto
sugiere que NO participa efectivamente en el proceso de induccién de la acumulacion de
clorofila.
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Figura 9: (a) Evolucion de la intensidad luminosa durante el periodo de verdeamiento en el
ensayo 5 con hojas jovenes etioladas de vid, expuestas luego de la aplicacion de NO a
la luz natural. Momentos de muestreo a las 0 horas (MQ), 2 horas (M2) y 8 horas (M8)
de exposicion. (b) Acumulacién de clorofila en hojas tratadas (A ) y no tratadas (A) con
NO. Las barras indican la desviacion estandar y los puntos con * indican diferencias
entre los tratamientos (p < 0,05).

Los resultados obtenidos en este ensayo sugieren que la respuesta de las hojas jovenes al
NO es dependiente de la intensidad y calidad de luz empleada, esto Gltimo se refiere a que
en condiciones de invernadero no se suministro todo el espectro solar, excluyéndose por
ejemplo la luz UV, radiacion que podria inducir sintesis de clorofila (Jayakumar et al.,
2004). Lo anterior queda demostrado al comparar el contenido de clorofila total de una hoja
tratada con NO y luego expuesta por 2h a luz de mediana intensidad (ensayo 2) con el
contenido de clorofila que alcanza una hoja tratada con NO y expuesta a luz natural de alta
intensidad luminosa (32,36 y 55,47 pg de clorofila-gPF™, respectivamente). Las hojas
etioladas tratadas con NO del ensayo efectuado en condiciones de campo acumulan en 2h
de exposicion a una alta intensidad luminosa 1,7 veces mas clorofila total que las hojas
etioladas tratadas con NO del ensayo 2 expuestas a una intensidad luminosa media por 2h.



Efecto de NO sobre la expresion de la proteina tipo ELIPs en plantulas
etioladas de trigo.

Se determind la expresion de la proteina tipo ELIPs mediante la medicién de la intensidad
de cada banda obtenida. EI material vegetal analizado fue tomado de las mismas muestras
utilizadas para la determinacion del contenido de clorofila.

Ensayo 1: En este ensayo realizado con plantulas etioladas de trigo se observé una gran
expresion de PtELIPs (Figura 10, a) ya que, después de la aplicacion del tratamiento de NO
y de la exposicion de las plantulas a un pulso de luz por 2 h con la posterior mantencién en
oscuridad durante 7 dias, se vié un aumento lineal de la induccion de sintesis de PtELIPs a
partir de las 24h en oscuridad (Figura 10, b), alcanzando un maximo a los siete dias con
aplicacion de NO. El tratamiento sin NO muestra un aumento en la expresion de PtELIPs a
las 24 h de mantener a las plantulas etioladas en oscuridad, estancando luego este
crecimiento en la expresion de la proteina en las horas posteriores que fueron mantenidas
en oscuridad.
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Figura 10: Efecto de NO sobre la expresion de Proteinas tipo ELIPs en plantulas etioladas
de trigo mantenidas en oscuridad, expuestas luego de la aplicacion de NO a un pulso de
2h a la luz. (a) Western blot utilizando anticuerpo de ELIP de arveja: 1) Tiempo cero;
2) 24h sin NO; 3) 24h con NO; 4) 72h sin NO; 5) 72h con NO; 6) 168h sin NO; 7) 168h
con NO. (b) Expresion relativa de PtELIPs para ambos tratamientos (100% corresponde
a la méaxima intensidad registrada en el ensayo 1). Las barras indican la desviacion
estandar.

Los resultados indican que en trigo se necesitaron solo 2 h de exposicion a una intensidad
media de radiacion (~ 475 pmol PAR m™s™) para inducir la sintesis de proteinas tipo
ELIPs. Si bien, la expresion de PtELIPs en las plantulas tratadas con NO tendié a aumentar



en el tiempo, las diferencias entre los tratamientos no fueron significativas. Por otro lado,
dicha tendencia de expresion de PtELIPs se comporta de manera similar a lo ocurrido con
la acumulacién de clorofila para este ensayo, ello podria ratificar lo planteado por Adamska
et al. (2001), que aumentando el contenido de clorofilas aumenta la expresion de las
proteinas PtELIPs linealmente.

Efecto de NO sobre la expresion de la proteina tipo ELIPs en hojas jovenes de vid.

Ensayo 2: En el segundo ensayo donde se emplearon hojas jovenes etioladas de vid
utilizando el mismo esquema del ensayo 1 en trigo, exponiendo las hojas etioladas a un
pulso de 2h luz luego de la aplicacion de NO para luego mantenerlas durante 7 dias en
oscuridad, se observo en general una baja expresion de PtELIPs (Figura 11, a). La maxima
intensidad se registr6 a las 24 h de oscuridad con aplicacion de NO (Figura 11, b),
mostrandose luego una disminucion en la expresion de PtELIPs para ambos tratamientos
(Con y Sin NO) durante las horas posteriores en que las hojas fueron mantenidas en
oscuridad.
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Figura 11: Efecto de NO sobre la expresion de PtELIPs en hojas jovenes etioladas de vid
mantenidas en oscuridad, expuestas luego de la aplicacién de NO a un pulso de 2h a la
luz. (a) Western blot utilizando anticuerpo de ELIP de arveja: 1) Tiempo cero; 2) 24h
sin NO; 3) 24h con NO; 4) 72h sin NO; 5) 72h con NO; 6) 168h sin NO; 7) 168h con
NO. (b) Expresion relativa de PtELIPs para ambos tratamientos (100% corresponde a la
méaxima intensidad registrada en el ensayo 2). Las barras indican la desviacion estandar.
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Adamska et al. (1993) observo una respuesta similar en arveja, en donde la proteina ELIPs
se mantuvo estable durante las horas que durd el tratamiento de luz (a una alta intensidad) y
solo comenzo a degradarse cuando la hoja se recuperaba bajo condiciones de oscuridad. Por



ello, se sugiere que en vid se produjo esta leve alza en la expresion de PtELIPs por la
exposicion al pulso de 2h luz (intensidad media) generando una tendencia de aumento solo
en las primeras 24h, de manera similar a lo observado en la acumulacién de clorofila, con
posterior degradacion de PtELIPs al mantener la condicién de oscuridad, sin observarse una
respuesta clara del efecto de NO. Lo anterior corrobora nuevamente lo planteado por
Adamska et al. (2001) donde la expresion de PtELIPs es funcion del contenido de clorofila.

Ensayo 3: En este ensayo no se cuenta con los datos correspondientes a la expresion de
PtELIPs.

Ensayo 4: Las hojas etioladas de este ensayo que fueron sometidas a un fotoperiodo de 12h
luz y 12h oscuridad posterior a la aplicacion de NO, tendieron a incrementar la expresion
de PtELIPs a medida que pasaron las horas bajo este régimen luminoso (Figura 12, a)
presentando la maxima expresion 48 h después de la aplicacion de los tratamientos (Figura
12, b).
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Figura 12: Efecto de NO sobre la expresion de PtELIPs en hojas jovenes etioladas de vid,
expuestas luego de la aplicacion de NO a un fotoperiodo de 12h luz/12h oscuridad. (a)
Western blot utilizando anticuerpo de ELIP de arveja: 1) 24h sin NO; 2) 24h con NO;
3) 48h sin NO; 4) 48h con NO. (b) Expresion relativa de PtELIPs para ambos
tratamientos (100% corresponde a la méaxima intensidad registrada en el ensayo 4).
Las barras indican la desviacion estandar.

La acumulacion y expresion de PtELIPs en el tiempo pudo ser influenciada por el régimen
de luz al que fueron sometidas las hojas etioladas, ya que no se mantuvieron en oscuridad
constante luego de la aplicacion de los tratamientos como en el ensayo 2, sino que aumento
considerablemente el tiempo de exposicién a igual intensidad luminosa (~ 475 pmol PAR



ms™). En este ensayo nuevamente parece tener una mayor influencia en la expresion de la
proteina la exposicion a cierto régimen luminoso ya que ambos tratamientos tienden a
aumentar la acumulacion de PtELIPs en el tiempo. Sin embargo, a pesar de existir una leve
alza en la expresion de PtELIPs en las hojas tratadas con NO respecto a las hojas control
sin aplicacion de NO, no se muestran diferencias significativas entre los tratamientos.

Ensayo 5: En la figura 13a, se puede observar la expresion de PtELIPs obtenida en el
quinto ensayo, donde las hojas jovenes etioladas de vid fueron expuestas a luz solar
posteriormente a la aplicacion de NO. A partir de las 2 h de exposicion se muestra una
tendencia de aumento en la expresion de PtELIPs (Figura 13, b). Si bien en este ensayo se
acentla la expresion de PtELIPs en las hojas tratadas con NO sobre las hojas tratadas con
agua en los tiempos muestreados, nuevamente se observa que la aplicacion de NO exdgeno
no altera significativamente el contenido de proteinas ELIPs.

o
(=

140

120 4 I Sin NO
= Con NO
100 A

1

0 2 8 Horas
- + -+ NO

Expresién relativa de PtELIPs (%)

0 j T

0 2 g

Tiempo desde aplicaciéon de NO
(Horas)

Figura 13: Efecto de NO sobre la expresion de PtELIPs en hojas jovenes etioladas de vid,
expuestas luego de la aplicacion de NO a la luz natural (alta intensidad) durante 2 y 8h.
(a) Western blot utilizando anticuerpo de ELIP de arveja: 1) Tiempo 0; 2) 2h sin NO; 3)
2h con NO; 4) 8h sin NO; 5) 8h con NO. (b) Expresion relativa de PtELIPs para ambos
tratamientos (100% corresponde a la maxima intensidad registrada en el ensayo 5). Las
barras indican la desviacion estandar.

Los resultados obtenidos en este ensayo, concuerdan con los obtenidos por Pinto et al.
(2011), donde la expresion de PtELIPs es funcion del tiempo de exposicion a la radiacion
solar, como también de la intensidad y calidad de la radiacion solar en el rango visible. Se
observa una tendencia similar a la registrada en este ensayo sobre el contenido de clorofila,
donde la expresion de la proteina aumenta segun las horas de exposicién a la luz.



La expresion de PtELIP en vid claramente estuvo influenciada por el tiempo de exposicion
de la hoja y las caracteristicas de la radiacion incidente sobre esta, lo cual indica que su
expresion esta estrechamente relacionada con este factor ambiental.



CONCLUSIONES

La aplicacion exdgena de NO afecta positivamente la acumulacion de clorofila total tanto
en trigo como en vid.

La accion del NO sobre el contenido de clorofila es dependiente del tiempo de exposicion a
la luz: en ambas especies estudiadas se necesitan a lo menos dos horas de exposicion a la
luz (~475 pmol m?s™) para inducir la acumulacién de dicho pigmento.

La accién del NO en hojas jovenes de vid es dependiente de la intensidad y calidad
luminica. La exposicién a una alta intensidad luminosa (~1500 pumol m™2s™) promueve una
mayor y mas rapida acumulacion de clorofila respecto a similares hojas expuestas a una
intensidad luminica media (~475 pmol m?s™).

Tanto en trigo como en vid, la expresion de PtELIPs es dependiente de la presencia de luz.
A mayor tiempo de exposicion e intensidad de la radiacion se produjo una mayor induccion
de la sintesis de esta proteina.

La hipdtesis planteada para este estudio es rechazada ya que, a diferencia del efecto
positivo que produce el NO en clorofila, la aplicacion exdgena de 6xido nitrico no muestra
una respuesta clara frente a la expresion de la proteina ELIPs, tanto en trigo como en vid.
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ANEXOS

Anexo |I: Resultados obtenidos por Beligni y Lamattina, 1999.
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Efecto del 6xido nitrico sobre el verdeamiento de plantulas etioladas de trigo. Plantulas de
trigo fueron cultivadas a 18°C en oscuridad y asperjadas con 100 uM SNP, H,O (control) o
NaNO,/NaNO; (control). Las plantulas fueron mantenidas en oscuridad durante 10 dias
donde fueron ejecutados los diferentes tratamientos. (a) Determinacion del contenido de
clorofila. 1) Algunos potes fueron mantenidos con sus plantulas en constante oscuridad, 2)
Otros recibieron un pulso de 2 horas de luz blanca. Alternativamente, otras plantulas
crecieron por 7 dias bajo oscuridad y se les ejecutd una herida. 3) Plantulas que recibieron
el pulso de luz y la herida a nivel foliar. 4) Plantulas mantenidas en oscuridad y
adicionalmente se le produjo una herida. 5) Otras plantulas recibieron el pulso de luz blanca
(2 hrs.) durante 7 dias consecutivos, mas la herida. 6) Plantulas que s6lo recibieron el pulso
de 2 hrs. /7 dias. 7) A otras plantulas se les incorpor6 un estrés bidtico, inoculando con
Septoria tritici al tercer dia, para luego mantenerlas en oscuridad por otros 5 dias. 8) Las
plantulas recibieron la inoculacion de septoria tritici y adicionalmente la herida. (b)
Imagenes muestran la mediacion del NO en el verdeamiento. Paneles de arriba y abajo-
izquierda corresponden a la 1°® y 2% hoja, respectivamente, del tratamiento 2) descrito en
(). El panel de abajo-derecha corresponde a la 1% hoja del tratamiento 3).



