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"La ciencia es un viaje interminable hacia el 

conocimiento. Cada respuesta que encontramos solo 

plantea nuevas preguntas, y así seguimos avanzando, 

profundizando en la comprensión de nuestro mundo."  
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Resumen 

El cambio climático está teniendo dramáticas consecuencias en la agricultura a nivel mundial 

debido a los múltiples estreses abióticos. En Europa, el área Mediterránea es la más afectada por 

el cambio climático, donde se han intensifico los diferentes estreses abióticos como salinidad 

debido a la escasez de aguas de buena calidad, sequía y la frecuencia e intensidad de altas 

temperaturas. Ante los efectos negativos del cambio climático sobre la productividad de los 

cultivos de interés agronómico como tomate (Solanum lycopersicum) y las predicciones del 

aumento de la población a nivel mundial con el consiguiente incremento de la demanda de 

alimentos, un objetivo prioritario en la actualidad es avanzar en el conocimiento de los 

mecanismos y genes implicados en la tolerancia a estreses abióticos. Los objetivos propuestos en 

este trabajo son avanzar en el conocimiento sobre el papel de dos genes claves de tomate 

involucrados en la tolerancia a estreses abióticos a lo largo del ciclo de desarrollo de las 

plantas: CALCINEURIN B-LIKE PROTEIN CBL10 (SlCBL10) y RESPIRATORY BURST 

OXIDASE G (SLRBOHG). Para el logro de estos objetivos, se han combinado análisis 

fenotípicos y agronómicos de plantas cultivadas en diferentes condiciones experimentales, 

incluyendo condiciones controladas, semi-controladas y no controladas, así como análisis a 

niveles anatómicos, fisiológicos y moleculares.  

El gen SlCBL10 tiene un papel importante en el desarrollo reproductivo de tomate, ya que la 

anulación del gen reducía significativamente el rendimiento en fruto cuando el cultivo se realizaba 

en condiciones óptimas. Además, también está involucrado en la incidencia de Blossom End Rot 

(BER); los efectos del silenciamiento del gen SlCBL10 sobre esta fisiopatia están relacionados 

con las alteraciones en la homeostasis del Ca2+ ya que se observa una reducción en el transporte 

de Ca2+ hacía los órganos sumidero que necesitan este nutriente para su desarrollo. Una 

característica muy interesante del gen SlCBL10 es el papel opuesto en parte aérea y raíz cuando 

el cultivo se realiza en condiciones salinas. El silenciamiento de SlCBL10 induce 

hipersensibilidad a la sal en parte aérea, y por tanto es un regulador positivo de la tolerancia en 

esta parte de la planta, mientras que es un regulador negativo de la tolerancia a salinidad en raíz 

puesto que la pérdida de función del gen confiere tolerancia a la sal cuando se utiliza como 

portainjerto. Interesantemente, los portainjertos que tienen silenciado el gen SlCBL10 son capaces 

de aumentar el rendimiento en fruto de las plantas sin transformar (WT) utilizadas como genotipo 

parte aérea, y la tolerancia a la salinidad de las plantas injertadas está relacionada con cambios en 

la homeostasis de Na+ y K+ y en la expresión de los principales genes implicados en el transporte 

de ambos iones claves en la tolerancia. Además, los primeros resultados sobre et papel de 

SlCBL10 en la tolerancia del tomate a otros estreses abióticos, como sequía y estrés por altas 

temperaturas, muestran que la sobreexpresión del gen induce sensibilidad al estrés térmico, 

contrariamente a la respuesta observada para estrés salino. Estos resultados son de gran interés 

para avanzar en el conocimiento sobre los mecanismos predominantes en una combinación de 

estreses abióticos, lo que es clave dados los multiples estreses abióticos que afectan al desarrollo 

de la plantas en condiciones mediterraneas.  

Los avances en el conocimiento sobre el papel del gen SlRBOHG involucrado en la producción 

de especies reactivas de oxígeno (ROS) se han llevado a cabo mediante la caracterización de dos 

mutantes que tienen anulada la expresión del gen, denominados sodgat1-2 (del inglés sodium 

gatherer) por el transporte masivo de Na+ desde la raíz hasta la parte aérea. La anulación del gen 

SlRBOHG provoca una alta sensibilidad a la salinidad asociada con un alto transporte de agua y 

Na+ desde la raíz a la parte aérea, respuesta observada tanto en condiciones no transpirantes (in 

vitro) como transpirantes (in vivo). Estas alteraciones fisiológicas están principalmente asociadas 

a los cambios de expresión de los transportadores iónicos en las raíces de los mutantes y, 

especialmente, a la reducción de la expresión de SlHKT1;2, el más importante gen implicado en 
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el control de la homeostasis de Na+ en tomate. Esta respuesta es dependiente de la producción de 

H2O2 en condiciones salinas, como los mutantes no acumulan H2O2 con la salinidad, 

contrariamente a la mayor producción de H2O2 en plantas WT. Interesantemente, la alta 

sensibilidad a la salinidad provocada por la disrupción del gen SlRBOHG se mantiene a lo largo 

del ciclo de cultivo y en diferentes condiciones ambientales, lo que demuestra que SlRBOHG es 

un gen clave en el desarrollo vegetativo y, especialmente, reproductivo donde la pérdida de 

función provoca importantes pérdidas de producción. Además, por primea vez se demuestra que 

el principal efecto provocado por la disrupción del gen SlRBOHG a nivel reproductivo es el alto 

porcentaje de abscisión de flores inducido por la salinidad, donde se producen importantes 

cambios en la zona de abscisión (ZA) del pedicelo de la flor. Entre los procesos afectados en la 

abscisión, se observan alteraciones hormonales inducidas por la disrupción del gen SlRBOHG, 

como los niveles reducidos de auxina y ABA en hoja y flor del mutante, y alteraciones en los 

metabolitos primarios, especialmente los azúcares que reducen su transporte desde la hoja fuente 

hacia la flor y fruto bajo salinidad. Pero la abscisión parece estar principalmente relacionada con 

el alto transporte de Na+ a la ZA del mutante, puesto que la acumulación de Na+ en la ZA es 

incluso mayor que los valores encontrados en las flores. Estos resultados servirán como base para 

avanzar en la identificación de los procesos implicados en la abscisión prematura de órganos 

reproductivos, ya que la abscisión es un carácter agronómico de gran importancia para mantener 

la producción frente a las condiciones de cambio climático. Finalmente, ensayos de coexpresión 

simultánea de los genes SlCBL10 y SlRBOHG con diferentes CIPKs en cultivos celulares HEK, 

mostraron que el módulo SlCBL10-SlCIPK23 es capaz de activar a SlRBOHG, dando un lugar a 

un aumento significativo de ROS en presencia de Ca2+, lo que pone de manifiesto, que los dos 

genes de estudio de esta tesis doctoral, SlCBL10 y SlRBOHG, pueden tener una función conjunta 

clave en el diálogo cruzado entre Ca2+ y ROS para la señalización del estrés en tomate. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

25 

 

Abstract 

Climate change has dramatic consequences on agriculture worldwide because of the 

intensified impact of multiple abiotic stresses on crops. In Europe, the Mediterranean area 

is the most affected by climate change, where frequency, intensity and duration of stresses 

such as drought, high temperatures and salinity have been increasing, and in the particular 

case of the last one because of use by farmers of water with high levels of salts due to 

scarcity of good quality water sources. Given the negative effects of these stresses on the 

productivity of crops of such agro-economic importance as tomato (Solanum 

lycopersicum), which is the horticultural species supplying most of the functional 

compounds to the human diet due to its so high per capita consumption, and considering 

the predictions of a rising world population driving an increase in food demand, a priority 

research objective in agrarian science is to advance in the knowledge of the mechanisms 

and genes involved in tolerance to abiotic stresses, particularly in crops of such agronomic 

interest as it is tomato. The objective of this thesis is to advance in the knowledge of 

the role of two key tomato genes involved in tolerance to abiotic stresses throughout 

the plant development cycle: CALCINEURIN B-LIKE PROTEIN CBL10 (SlCBL10) 

and RESPIRATORY BURST OXIDASE G (SIRBOHG). To achieve these objectives, 

phenotypic and agronomic analyses of plants grown under different experimental 

conditions have been combined, including controlled, semi-controlled and uncontrolled 

growth conditions, as well as analyses fulfilled at anatomical, physiological and 

molecular levels. 

Regarding the study on SlCBL10 gene, it has been verified that it plays a very important 

role in reproductive development of tomato, since the knockout mutation of this gene 

significantly reduces fruit yield when plants are grown under optimal conditions. In 

addition, it is also involved in the incidence of Blossom End Rot (BER). Effects of 

knockout mutation or silencing of the gene are very much related to alterations in Ca2+ 

homeostasis, since it is observed a reduction in Ca2+ transport to sink organs that required 

this nutrient for their development. A very interesting characteristic of SlCBL10 is its 

opposite role in shoot and root when the plant is grown in saline conditions. Thus, 

disruption or silencing of the gene induces hypersensitivity to salt stress in the shoot and 

therefore it is a positive regulator of tolerance in this part of the plant, while it is a negative 

regulator of such tolerance in the root since plant material with loss-of-function of the 

gene confers salt tolerance when used as a rootstock. Interestingly, the rootstock carrying 

the silencing SlCBL10 gene are capable of increasing fruit yield of untransformed plant 

(WT) used as scion, and salinity tolerance of grafted plants is related to changes in Na+ 

and K+ plant homeostasis, and of expression of the main genes encoding transporters of 

both cations. Furthermore, the first results on the role of SlCBL10 in tomato tolerance to 

other abiotic stresses are presented, such as drought and high temperatures, and they hint 

at the fact that show that SlCBL10 overexpression induces sensitivity to heat stress, 

contrary to the response observed for salt stress. These results have a great interest to 

advance in the knowledge about the predominant mechanisms triggered in the plant 

response to a combination of abiotic stresses, which has a key importance given the 
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multiple abiotic stresses that affect crop growth and production in Mediterranean 

environmental conditions. 

Advances in the knowledge about the role of the SlRBOHG tomato gene, involved in the 

production of reactive oxygen species (ROS), have been carried out via the 

characterization of two mutants showing inhibition of the gene expression, called 

sodgat1-2 (sodium gatherer 1-2). These two mutants are characterized by the massive 

transport of Na+ from the roots to the shoot when grown in saline conditions. The 

knockout mutation of SlRBOHG causes a high sensitivity to salinity associated with a 

high transport of water and Na+ from root to shoot, a response observed both in non-

transpiration (in vitro) and transpiration (in vivo) conditions. This physiological alteration 

is mainly associated with changes in the expression of ion transporters in mutant roots, in 

particular with the reduction of the expression of SlHKT1;2, one of the most important 

genes involved in regulation of Na+ homeostasis in tomato. This response depends on the 

production of H2O2 under saline conditions, since the sodgat1-2 mutants do not 

accumulate it with salinity, contrary to WT plants. Interestingly, the high sensitivity to 

salinity caused by disruption of the SlRBOHG is maintained throughout the plant cycle 

and in different environmental conditions, which hints at SlRBOHG as a key gene in 

vegetative development and, especially, in reproductive development, where loss-of-

function causes major production losses. In addition, for the first time it is shown that the 

main effect caused by disruption of SlRBOHG at the reproductive level is a high degree 

of flower abscission induced by salinity, where important changes occur in the abscission 

zone (AZ) of the flower pedicel. Among the processes affected in the induced abscission 

under salinity, we have observed hormonal alterations such as reduced levels of auxin 

and ABA in leaves and flowers of the mutants and alterations in the levels of primary 

metabolites, especially sugars that experience a reduction of their transport from the 

source leaf towards sink flower and fruit. But abscission seems to be mainly linked to 

high transport of Na+ to the AZ in the mutants, since the accumulation of this cation in 

the AZ is even higher than the values detected in the flowers. These results will serve as 

a basis to advance in the identification of the key processes involved in premature 

abscission of reproductive organs, since flower abscission is an agronomic trait of critical 

importance to maintain production in climate change conditions. Finally, simultaneous 

co-expression tests of SlCBL10 and SlRBOHG genes with different CIPKs in HEK cells 

cultures showed that the SlCBL10-SlCIPK23 module is capable of activating SlRBOHG, 

leading to a significant increase in ROS in the presence of Ca2+. This last result evidence 

that these two genes, objectives of study in this PhD thesis, SlCBL10 and SlRBOHG, may 

have a key joint function in the crossover dialogue between Ca2+ and ROS for stress 

signalling in tomato. 
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Abreviaturas 

 

ABA Ácido abscísico 

Abs Absorbancia 

ACTI Área Científica y Técnica de Investigación 

ADN Ácido desoxirribonucleico 

ADNc Ácido desoxirribonucleico complementario 

AF Abscisión floral 

AG Sociedad anónima 

AIA Ácido indolacético 

ANOVA Análisis de varianza 

AQPs Acuaporinas 

Ar Argón 

ARN Ácido ribonucleico 

ARNi ARN de interferencia 

ATP Adenosin trifosfato 

bar bares 

BER Blossom-end root o pudrición apical del fruto 

BiFC Complementación de fluorescencia bimolecular 

BR Brasinoesteroides 

Ca+2 Calcio 

CaMs Calmodulinas 

CBLs Proteínas tipo calcineurina B 

CDPKs Proteínas quinasa dependientes de Ca2+ 

CDS Región de codificación del gen 

CE Conductividad eléctrica 

CEBAS Centro de Edafología y Biología Aplicada del Segura 

CSIC Comité Superior de Investigaciones Científicas 

Chl Clorofila 

Cl- Cloro 

cm Centímetros 

cm2 Centímetros cuadrados 

CO2 Dióxido de carbono 

CR Crisper 

CRISPR Repeticiones palindrómicas cortas agrupadas y regularmente 

espaciadas 

CT Ciclo umbral 

cv. Cultivar 

D2O Óxido de deuterio 

DCF 2'-7'diclorofluoresceína 

DCFH Diclorodihidrofluoresceina 

DCFH-DA Diacetato de 2',7'-diclorodihidrofluoresceína 

ddH2O Agua destilada desionizada 

DMEM Medio Eagle modificado de Dulbecco 

DMSO Dimetilsulfóxido 

dNTPs Desoxirribonucleótidos trifosfatos 

DO Densidad óptica 

DPI Difenil yodinio 

dS Decisiemens 
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dT Desoxitimidina 

DTS Días de tratamiento salino 

E Tasa de transpiración foliar 

EDTA Etilendiaminotetraacetato 

EE Error Estándar 

EH Estrés hídrico 

ET Evapotranspiración 

ET Estrés térmico 

F0 fluorescencia mínima 

F1 Variedad Jaguar de Solanum lycopersicum 

FAO  Organización para la Alimentación y la Agricultura 

FAOSTAT  Organización para la agricultura y la alimentación de las naciones 

unidas 

Fe Hierro 

Fm fluorescencia máxima 

FOX Oxidación férrica del xilenol Orange  

Fv Fluorescencia variable 

g Gramos 

g Unidades de fuerza centrífuga 

GABA Ácido gamma-aminobutírico 

GFP Proteína verde fluorescente 

gs Conductancia estomática 

h Horas 

H Humedad  

H2O Agua 

H2O2 Peróxido de hidrógeno 

H2SO4 Ácido sulfúrico 

H3BO3 Ácido bórico 

HBSS Solución salina equilibrada de Hanks 

HClO4 Ácido perclórico 

HEK Riñón embrionario humano 

HNO3 Ácido nítrico 

HO· Radical hidroxilo 

HSE Elemento de estrés por calor 

HSF Factores de choque térmico 

HSPs Proteínas de choque térmico 

IBBP Instituto de Biología Vegetal y Biotecnología 

IBMCP Instituto de Biología Molecular y Celular de Plantas 

ICP Espectrometría de plasma acoplado inductivamente 

IPBES Plataforma Intergubernamental sobre Biodiversidad y Servicios de los 

Ecosistemas 

IPCC Grupo Intergubernamental de Expertos sobre el Cambio Climático  

JA Ácido jasmónico 

K+ Potasio 

Kb Kilobase 

Kg Kilogramo 

KH2PO4 Fosfato monopotásico 

KOH Hidróxido de potasio 

Kr Kriptón 

kV Kilovoltio 
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L Litro 

LB Lysogeny Broth 

LSD Diferencia menos significativa 

LTPs Proteínas de transferencia de lípidos  

m Metros 

M Molar 

Mb Megabases 

mb Milibares 

MEB Microscopía electrónica de barrido 

MEM Medio esencial mínimo mejorado 

MeOH Metanol 

MES ácido 2-(N-morfolino)etanosulfónico  

Mg+2 Magnesio 

MgCl2 Cloruro de magnesio 

min Minutos 

ml Mililitros  

mM Milimol 

mm Milimetros 

mm-2 Milímetros cuadrados 

mmol Milimol 

MO Microscopía óptica 

mOsmol MiliOsmoles (mmol de soluto osmóticamente activo·Kg-1) 

MPa Megapascales 

MS Murasshige y Skoog 

mS Milisiemens 

N2 Nitrógeno 

Na+ Sodio 

NaCl Cloruro sódico 

NADPH nicotinamida adenina dinucleótido fosfato reducido 

NaOH Hidróxido de sodio 

NC No controladas 

ng Nanogramos 

nM Nanomoles 

nM Nanomolar 

nm Nanometros 

NO3
- Nitrato 

O2·- Anión superóxido 

ºC Grados centígrados 

OE Sobreexpresión  

P P- valor 

p/v Peso/volumen 

PAR radiación fotosintéticamente activa 

PCR Reacción en cadena de la polimerasa 

PF Peso fresco 

PIP Proteínas intrínsecas de la membrana plasmática 

Pn Tasa de fotosíntesis 

ppm Partes por millón 

PS Peso seco 

PS Peso seco 

PSII Fotosistema II 
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PSK Fitosulfokina 

QTLs Locus de rasgos cuantitativos 

RAERM Red de Agroecología y Ecodesarrollo de la Región de Murcia 

RBOHs Respiratory Burst Oxidase Homologs 

RE Retículo endoplasmático 

RLT lisis de ensayo de radioinmunoprecipitación 

RLU Unidades de Luz Relativa 

RMN Resonancia magnética nuclear 

ROS Especies reactivas de hidrógeno 

RT-qpCR PCR cuantitativa en tiempo real 

s Segundos 

SB Borato de sodio 

SC Semicontroladas 

SEAF Servicio de experimentación agroforestal de la Universidad de Murcia 

SNP Polimorfismos de nucleótido simple 

SPAD Soil Plant Analysis Development  o Desarrollo de Análisis Suelo-

Planta 

Tª Temperatura 

TAE Tris, acetato y EDTA 

TCA Ciclo del Ácido Tricarboxílico 

T-DNA Transferred DNA o ADN transferido  

TE Equivalentes trolox 

TF Factores de transcripción 

TIP proteínas intrínsecas del tonoplasto 

U Unidad 

UAL Universidad de Almería 

UBI10 Ubiquinona-10 

UBQ10 Ubiquinona-10 

UDP Uridina Difosfato  

UM  Universidad de Murcia  

UPLC Cromatografía líquida de ultra rendimiento 

UPV Universidad politécnica de Valencia 

USDA Departamento de Agricultura de los Estados Unidos 

V Volumen 

v/v Volumen/volumen 

W vatios 

WT Tipo salvaje (Wild type) 

YEB Yeast Extract Broth 

ZA Zona de abscisión 

β -ME Beta mercaptoetanol 

Δ Incremento 

μg microgramos 

μL microlitros 

μM micromolar 

μmol  Micromoles 

Ψw Potencial hídrico 

Ψπ Potencial osmótico 
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I. INTRODUCCIÓN 

1. Cambio climático y problemática del estrés abiótico 

A lo largo de la historia de nuestro planeta, el sistema climático terrestre ha experimentado 

cambios graduales o abruptos debido a los fenómenos ambientales y procesos naturales 

internos. Sin embargo, el cambio climático actual se atribuye principalmente a causas 

antropogénicas que alteran la composición de la atmósfera y el uso del suelo. El aumento 

del efecto invernadero es debido a la emisión de gases contaminantes que absorben la 

radiación solar y la irradian en todas direcciones, lo cual está desencadenando un 

calentamiento global que aumenta a un ritmo sin precedentes imposible de achacar 

únicamente a causas naturales (Zhao et al., 2022). Además de un calentamiento global, el 

cambio climático también trae consigo una gran inestabilidad y fenómenos 

meteorológicos extremos de muchos tipos que ya afectan perjudicialmente a todos los 

seres vivos del planeta en mayor o menor medida.  

Las plantas sufren un aumento de la frecuencia y la severidad de los estreses abióticos 

únicos, combinados e incluso secuenciales, siendo los efectos más evidentes unas 

temperaturas más cálidas, episodios más frecuentes de calor extremo, mayores 

condiciones de sequía y desertificación, y tormentas e inundaciones más frecuentes y 

extremas en algunas regiones, además del aumento del CO2 que también influye 

directamente en la forma en que las plantas hacen frente a estos estreses (IPCC, 2019; 

Eckardt et al., 2023). Además, la mayor frecuencia de eventos climáticos extremos se ve 

agravada por posibles aumentos o cambios en la distribución de plagas y enfermedades 

en muchas regiones (Pangga et al., 2011; Juroszek y von Tiedemann, 2013). 

Por si fuera poco, las Naciones Unidas estiman que la población humana que ahora es de 

7.700 millones de personas alcanzará los 9.700 millones para 2050 (Naciones Unidas, 

2019). Este enorme aumento de la población en tan poco tiempo sumado a la problemática 

ambiental actual compromete seriamente a la agricultura siendo necesaria una producción 

un 70% superior con recursos cada vez más escasos (FAOSTAT, 2020). Este preocupante 

escenario se agudiza en zonas áridas y semiáridas como la cuenca del Mediterráneo, 

actualmente una de las zonas más densamente pobladas del planeta y un conocido polo 

agrícola a nivel mundial. Para garantizar tanto la seguridad alimentaria como la del 

ecosistema, es imperativo diseñar y generar futuros cultivos para la agricultura sostenible 

maximizando la producción y minimizando los impactos adversos en el medio ambiente 

(Tian et al., 2022). Es por ello, que la investigación para comprender cómo responden las 

plantas a los estreses abióticos como salinidad, sequía, altas temperaturas, congelación, 

inundaciones, etc. será vital para satisfacer las necesidades alimentarias de las futuras 

generaciones. 

2. Impacto de los estreses abióticos 

Conforme los eventos de frío tardío y calor temprano se superponen, junto con el mayor 

riesgo de lluvias extremas o déficit de agua, aumenta la probabilidad de que ocurran 
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múltiples eventos de estrés juntos o en rápida sucesión (Eckardt et al., (2023). De hecho, 

en algunas localidades geográficas, las mejoras genéticas en el rendimiento no están 

compensando las pérdidas atribuidas al cambio climático (Hochman et al., 2017). Para 

comprender mejor los efectos causados por los estreses abióticos, debemos conocer los 

riesgos individuales planteados, así como la naturaleza integradora de los estreses y las 

respuestas que las plantas llevan a cabo. El estrés abiótico altera la homeostasis de las 

plantas, afectando a diferentes procesos fisiológicos involucrados en el desarrollo de la 

planta, induciendo estrés osmótico, estrés oxidativo, estrés iónico y estrés nutricional, así 

como cambios anatómicos entre otros (Figura 1). 

Se estima que la sequía es responsable de aproximadamente la pérdida del 45% de 

producción agrícola a nivel global (Hein et al., 2021). La producción de trigo caerá hasta 

un 7% en un escenario de calentamiento de 1,5ºC y hasta un 11% en un escenario de 2ºC 

(Liu et al., 2019; Zaveri y Lobell, 2019), mientras que las pérdidas en rendimiento para 

el maíz a finales de siglo se estiman un 6% superiores que el riesgo histórico 

(especialmente en india), superiores al 16% en soja, y al 19,5% en arroz (Leng y Hall, 

2019). Por otro lado, un 40% del área mundial está afectada por la salinidad, que se 

caracteriza por la presencia de una alta concentración de sales solubles en el suelo o el 

agua de riego cuando la conductividad eléctrica (CE) es igual o superior a 4,0 dS·m-1, 

equivalente aproximadamente a 40 mM NaCl (Munns y Tester, 2008).  Especialmente 

zonas altamente productivas como California, sur de Asia y gran parte del área 

Mediterránea (incluyendo el Valle del Ebro, Alicante, Murcia y Almería) y la franja 

atlántica de la costa marroquí ya se ven especialmente afectadas (FAOSTAT, 2016) y se 

espera que las tasas de salinización del suelo se incrementen por los eventos climáticos 

extremos actuales, llegando a provocar la pérdida del 30% de la tierra de cultivo en los 

próximos 25 años, y hasta el 50% para el año 2050 (Wang et al., 2003; IPBES, 2018). El 

aumento del riesgo de sequía en las regiones con niveles freáticos poco profundos 

conducirá a una mayor salinidad superficial debido a la evapotranspiración (ET) y al 

ascenso capilar en los suelos. Por el contrario, los eventos extremos de humectación 

aumentan las tasas de meteorización, elevando los niveles de sal en los ríos y arroyos, y 

posteriormente en los campos de frecuente irrigación. El aumento de las precipitaciones 

también hará que aumenten los niveles freáticos, lo que traerá sal a la superficie y 

aumentará la salinidad al secarse. La mayor necesidad de agua de riego en suelos cada 

vez más áridos basada en acuíferos también plantea un riesgo al aumento de la salinidad; 

el exceso de extracción de agua de pozos y la sobreexplotación de estos en áreas costeras 

o adyacentes a acuíferos salinos aumenta el movimiento de agua de estas fuentes 

subsuperficiales salinas, salinizando los acuíferos. Esto se ve exacerbado en las regiones 

costeras por aumentos esperados del nivel del océano y debido al uso de elevades 

cantidades de fertilizantes (Munns, 2005; Corwin, 2021).  
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Figura 1. El estrés abiótico afecta los procesos fisiológicos clave para el desarrollo de las plantas, 

incluido el estrés osmótico, el estrés oxidativo, el estrés iónico y nutricional, así como los cambios 

anatómicos. Son necesarios diferentes procesos de adaptación para recuperar el crecimiento de las plantas, 

lo que implica un gasto energético provocado por el uso parcial de metabolitos y nutrientes para la 

recuperación de la homeostasis en lugar de la recuperación del crecimiento. La respuesta de la planta al 

estrés abiótico se puede observar a lo largo del ciclo de vida de la planta, reflejándose principalmente en la 

reducción del rendimiento de los frutos después del estrés a largo plazo. 

En cuanto al estrés térmico, la forma en que responde el rendimiento de los cultivos es 

compleja, ya que un aumento moderado de la temperatura puede causar cambios 
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rápidamente reversibles, mientras que los episodios severos de temperaturas elevadas son 

irreversibles y pueden resultar en pérdidas severas de producción (Mesa et al., 2022). 

Además, para algunos cultivos la disminución de producción ocurre cuando la 

temperatura supera un nivel específico, mientras que esto puede aumentar el rendimiento 

de otros cultivos en climas más fríos donde la temperatura óptima no se alcanza 

frecuentemente (Porter y Gawith, 1999; Teixeira et al., 2013; Sánchez et al., 2014; Asseng 

et al., 2015; Zhao et al., 2016). No obstante, en el escenario actual, generalmente, la alta 

temperatura causa una reducción a nivel mundial en el rendimiento de los principales 

cultivos.  Wang et al. (2020) cuantificaron con más del 95% de certeza una reducción del 

rendimiento en arroz, maíz y soja estimado en 5,6%, 7,1% y 10,6% de pérdidas, 

respectivamente, por cada 1ºC de calentamiento global, y 89% de probabilidad de pérdida 

en trigo del 2,9% por cada 1ºC. Bajo un escenario de calentamiento global de 2ºC, el 

efecto neto de la temperatura en la producción de cultivos principales se estimó en una 

pérdida que oscila entre el 3 % y el 13 %. Por otro lado, el aumento de la variación de la 

temperatura también ocasionará mayor riesgo de heladas para algunos cultivos, 

especialmente en Europa y Asia (Zohner et al., 2020). 

3. Mecanismos de tolerancia a estreses abióticos 

Los estreses en las plantas causan cambios físicos o químicos en las biomoléculas de la 

célula vegetal, lo que desencadena la respuesta y los mecanismos de tolerancia al estrés 

celular. Cuando el estrés es percibido, se producen variaciones en los segundos 

mensajeros como el Ca2+, las ROS, el óxido nítrico y los fosfolípidos y se activan cascadas 

enzimáticas de señalización que culminan en la activación de proteínas diana 

involucradas en la protección de la célula o factores de transcripción que regulan genes 

de respuesta al estrés (Zhang et al., 2022). Esa señalización coordina la reprogramación 

metabólica necesaria para alcanzar la homeostasis hídrica, iónica, nutricional así como la 

estabilidad celular. 

3.1. Respuesta al estrés osmótico inducido por salinidad y sequía 

Tanto la sequía como la salinidad causan una reducción del potencial hídrico del suelo, 

que afecta a la planta como un estrés osmótico y esta pierde su capacidad de absorción 

por la raíz (Figura 2). En estas circunstancias, las plantas necesitan contar con distintos 

procesos de adaptación para mantener su crecimiento en situaciones de estrés abiótico, 

entre ellos la restauración de la homeostasis osmótica. Las respuestas a nivel morfológico, 

fisiológico y molecular incluyen la reducción del turgor, del volumen de células, la 

alteración de la actividad enzimática, la alteración de la fotosíntesis, la producción de 

ROS (que a su vez causa un estrés oxidativo) y deficiencias nutricionales (estrés 

nutricional). 

Un mecanismo clave para evitar el estrés osmótico es la capacidad de reducir las pérdidas 

de agua a través de las hojas inhibiendo la transpiración estomática y cuticular. La 

transpiración de las hojas parece estar regulada no solo por el cierre estomático sino 

también por el control de la densidad estomática. El cierre estomático está mediado por 
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el ácido abscísico (ABA), una fitohormona sintetizada en condiciones de estrés por déficit 

hídrico. La síntesis, acumulación y transporte desde otros tejidos de ABA a las células 

guarda de los estomas es inducida por el estrés osmótico y promueve el cierre estomático 

al regular los componentes de señalización aguas abajo (Liu et al., 2022). Como 

consecuencia del cierre estomático también disminuye la asimilación de CO2, lo que 

causa una reducción de la tasa fotosintética. Además, debido a que los poros cuticulares 

se concentran principalmente en el área alrededor de los estomas, un menor número de 

estomas completamente abiertos es una mejor estrategia para prevenir la pérdida de agua 

que tener muchos parcialmente cerrados, ya que no se puede controlar la transpiración a 

través de los poros cuticulares (Franks et al., 2015). En Solanum pennelli, una especie de 

tomate silvestre tolerante, Albaladejo et al. (2017) demostraron que la pérdida de agua 

estaba regulada no solo por el cierre estomático sino también por la densidad estomática.  

Además de la regulación de la transpiración, otros mecanismos importantes tienen como 

objetivo regular el movimiento del agua a través de las membranas celulares. Las 

acuaporinas se consideran los principales canales de proteínas para el transporte de agua 

y otras moléculas pequeñas a través de las membranas de las células vegetales (Moshelion 

et al., 2015). La expresión de las isoformas de acuaporina, especialmente aquellas que 

pertenecen a las subfamilias de proteínas intrínsecas de la membrana plasmática (PIP) y 

proteínas intrínsecas del tonoplasto (TIP), se modula en respuesta al estrés abiótico (Qian 

et al., 2015; Ahmed et al., 2021). Curiosamente, se encontró una mayor expresión basal 

de acuaporina PIP2;1 en hojas de S. pennelli tolerantes a la sal, lo que podría explicar su 

mejor estado hídrico en condiciones de salinidad (Albaladejo et al., 2017). De hecho, la 

sobreexpresión de PIP2;1 se ha relacionado con un mayor contenido de agua en las hojas 

de plantas de tomate transgénicas (Li et al., 2016). Dado que el agua es esencial para la 

reproducción de las plantas y para mantener la turgencia y el crecimiento de las células, 

es fundamental aclarar si el suministro de agua se prioriza hacia los tejidos vegetativos o 

reproductivos durante el estrés abiótico. En el tomate, el agua representa más del 90% de 

la masa de frutos maduros, y el crecimiento volumétrico de sus frutos se debe 

principalmente a la acumulación de agua. Cualquier agua que se suministre a los tejidos 

reproductivos debe suministrarse a través del xilema o del floema, aunque la contribución 

relativa de estos dos tipos de tejidos vasculares a la absorción de agua de las flores y los 

frutos aún no está resuelta y es controvertida. Recientemente, Harrison-Day et al. (2021) 

demostraron que las plantas de tomate priorizan el suministro de agua a los tejidos 

reproductivos, asegurando que el desarrollo del fruto continúe en condiciones de sequía. 

El ajuste osmótico es otro mecanismo vital que permite el mantenimiento de la absorción 

de agua y la turgencia celular en condiciones de crecimiento estresantes (Figura 2). Bajo 

estrés por sequía, los solutos orgánicos, junto con K+ y NO3
-, son los más importantes que 

contribuyen al ajuste osmótico, mientras que bajo estrés por salinidad los osmolitos más 

importantes son los solutos inorgánicos, especialmente los iones salinos Na+ y Cl- debido 

a su acumulación dentro de la planta (Muñoz-Mayor et al., 2012), sin embargo cuando se 

acumulan en altas concentraciones dan lugar a un efecto citotóxico, por lo que la planta 

sintetiza y acumula diferentes metabolitos en el citoplasma para aumentar su tolerancia 
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osmótica frente a la pérdida de agua, disminuyendo el potencial osmótico para mantener 

la turgencia celular. Entre ellos se incluyen numerosos solutos orgánicos: alcoholes 

(glicerol, inositoles metilados), polioles, azúcares complejos (trehalosa, rafinosa y 

fructanos), monosacáridos o azucares solubles (fructosa y glucosa), ácidos orgánicos 

(cítrico, oxálico, málico, etc.) aminoácidos y compuestos de amonio cuaternario (prolina, 

glicina, alanina betaína) (Caretto et al., 2015). A diferencia iones salinos, estos solutos no 

son tóxicos para la célula ni interfieren con el metabolismo, acumulándose en el citosol 

donde además estabilizan proteínas y estructuras celulares, pero debemos considerar que 

energéticamente es mucho más caro utilizar solutos orgánicos para el ajuste osmótico que 

los iones inorgánicos provenientes del sustrato o de la solución de fertirrigación (Munns 

et al., 2019).  

Aparte de los osmolitos, existen otras familias de proteínas sintetizadas en condiciones 

de estrés y asociadas a la tolerancia a este. Las proteínas LEA (Late Embryogenesis 

Abundant) y las dehidrinas (una subfamilia de proteínas LEA) se acumulan en los tejidos 

vegetativos de las plantas en respuesta a estrés, actuando como chaperonas previniendo 

la desnaturalización de otras proteínas (Muñoz-Mayor et al., 2012). Otras proteínas 

sintetizadas en situación de estrés osmótico son las osmotinas, cuya función es similar a 

la de las proteínas LEA (Tester y Davenport, 2003), poliaminas, proteasas, fosfatasas, 

kinasas y enzimas involucradas en la eliminación de ROS, factores de transcripción, 

proteínas de choque térmico (Heat Shock Proteins, HSPs), proteínas de transferencia de 

lípidos (LTPs) (Leisner et al. 2023). 

La alta demanda de energía para producir los osmolitos puede alterar la compensación 

entre el crecimiento de la planta y la tolerancia, de tal manera que es compensada con una 

reducción en el crecimiento de la planta. La teoría de la asignación en fisiología vegetal 

supone que los individuos tienen un suministro limitado de recursos esenciales, que deben 

dividir entre diferentes funciones fisiológicas en competencia, como el crecimiento, el 

mantenimiento y la reproducción (Caretto et al., 2015). Este uso múltiple de recursos 

limitados inevitablemente genera compensaciones en la asignación de recursos.  

3.2. Respuesta al estrés iónico inducido por salinidad. 

El principal efecto inducido por la salinidad a largo plazo tras el estrés osmótico es el 

estrés iónico (Figura 2) (Hasegawa, 2013). La toxicidad iónica por exceso de Na+ ocurre 

en la mayoría de las plantas, ya que este catión interfiere directamente con los sitios de 

unión de K+, Ca+2 y Mg+2. El desplazamiento del K+ es uno de los efectos más importantes 

debido a la alta similitud química entre el Na+ y el K+, de modo que ante un exceso de 

Na+ suele ocurrir una deficiencia de K+ que interfiere en su absorción y movimiento 

mediado por los transportadores de K+, tanto de alta como de baja afinidad (Nieves-

Cordones et al., 2010).  
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Figura 2. Esquema de los efectos del estrés y las respuestas adaptativas de las plantas. Las condiciones 

de salinidad y sequía causan un estrés osmótico y un estrés iónico. De ellos se derivan varios efectos 

secundarios para los que las plantas desarrollan respuestas adaptativas con el fin de hacer frente a los 

estreses. 

El exceso de iones de Na+ tiene un efecto negativo en varios procesos metabólicos y 

enzimáticos dentro de una planta, incluyendo la fotosíntesis y la absorción de dióxido de 

carbono a través de los estomas, además de la producción de estrés oxidativo, y la 

inhibición del crecimiento general de la planta que en caso de severidad extrema puede 

provocar incluso la muerte de la planta (Munns y Tester, 2008). La capacidad de una 

planta para mantener un equilibrio adecuado de iones en su interior es crucial para su 
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supervivencia en situaciones de estrés iónico. Ni las plantas glicófitas, ni las halófitas 

pueden tolerar altas concentraciones de Na+ en el citosol (Hasegawa, 2013). 

Las plantas presentan tres estrategias diferentes para enfrentarse al exceso de iones 

salinos. La primera de estas estrategias, conocida como ‘exclusión’, es típica de las 

plantas glicófitas, que son más sensibles a la presencia del ion Na+ y su acumulación en 

la parte aérea de la planta. La estrategia consiste en reducir la acumulación de iones 

salinos mediante su eliminación hacia el exterior (hasta el 95% de los iones Na+ 

absorbidos) o su almacenamiento en las vacuolas presentes en las raíces. La capacidad de 

exclusión se debe a la regulación del flujo neto de absorción de Na+ (que depende del 

equilibrio unidireccional entre la entrada y la salida de iones al exterior) y a la regulación 

de su transporte hacia la parte aérea de la planta, lo que restringe la acumulación de Na+ 

a las vacuolas o a las células proximales del tallo en orgánulos celulares para evitar 

concentraciones tóxicas en el citoplasma de las células de las hojas (Egea et al., 2022). 

La segunda estrategia es utilizada por plantas glicófitas tolerantes y halófitas, y se conoce 

como ‘inclusión’. Esta estrategia implica la capacidad de acumular iones de Na+ en los 

tejidos de la parte aérea de la planta, como tallos y hojas. Para lograr esto, se requiere una 

regulación adecuada de la absorción de iones por la raíz y su transporte a la parte aérea, 

donde la compartimentación subcelular previene la toxicidad iónica y ayuda a mantener 

el equilibrio osmótico (Albaladejo et al., 2017). Por último, una tercera estrategia 

observada en algunas especies halófitas implica el almacenamiento de grandes cantidades 

de sal en células especializadas externas similares a los tricomas, llamadas células 

epidérmicas vesiculares. Estas células son capaces de almacenar hasta 1,000 veces más 

iones de Na+ que una vacuola normal de la célula de la hoja y tienen un diámetro 

aproximadamente 10 veces mayor que una célula epidérmica típica (Shabala et al., 2014).  

La existencia de diferentes estrategias permite la mejor respuesta al estrés iónico en 

función de la especie y las condiciones ambientales que esta soporta. Así, la exclusión de 

Na+ de la hoja puede ser una estrategia que funciona bien en lugares con mucha lluvia, 

donde hay poca limitación de agua y se excluye el Na+ para evitar cualquier daño a la 

planta. Sin embargo, en áreas de poca lluvia, donde el agua es limitada, una mayor 

concentración de Na+ en el tejido de la hoja ayudará a reducir el potencial hídrico de la 

hoja y ayudará con la absorción de agua del ambiente de poca lluvia, promoviendo el 

crecimiento (ver respuesta al estrés osmótico en apartado 3.1). Recientemente se ha 

descubierto que las accesiones de trigo harinero, cebada y Arabidopsis acumulan altas 

concentraciones de Na+ en las hojas sin penalizar la biomasa o el rendimiento (An et al., 

2017; Busoms et al., 2018; Borjigin et al., 2020; Houston et al., 2020), y una acumulación 

moderada de Na+ en el tejido de la hoja puede mejorar la producción de biomasa (Genc 

et al., 2019). Además, se ha observado que la absorción de Na+ en genotipos tolerantes 

no era proporcional a la salinidad externa, sino que se reducía a niveles altos de salinidad 

o durante una exposición prolongada al estrés salino (Estañ et al., 2005; Martínez-

Rodríguez et al., 2008). Es necesario considerar que los mecanismos para tolerar niveles 

potencialmente tóxicos de Na+ en los tejidos foliares son eficientes hasta cierto nivel de 
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salinidad, hasta que se excede el límite de tolerancia al Na+ citoplasmático (Flowers et 

al., 2010).  

Independientemente de la naturaleza de la planta, la homeostasis iónica se regula  

mediante transportadores de membrana con el fin de evitar que se exceda la concentración 

de Na+ citoplasmático tóxica. Entre estos transportadores se encuentra SOS1 (Salt Overly 

Sensitive 1), que extruye Na+ fuera de la raíz y facilita su carga en el xilema, y HKT1 

(transportador de K+ de alta afinidad 1), involucrado en la recuperación de Na+ del xilema 

bajo estrés salino, así como NHX1 (Na+/H+intercambiador 1), involucrado en la 

compartimentación vacuolar de Na+ (Munns et al., 2012; Nieves-Cordones et al., 2016; 

Jaime-Pérez et al., 2017). La acumulación de Na+ provoca una importante alteración en 

la homeostasis del K+, de tal forma que la relación Na+/K+ ha sido considerada como un 

índice de la tasa de tolerancia a la sal no solo en glicófitas sino también en halófitas (Cai 

y Gao, 2020; Kiani-Pouya et al.,2020).  

Recientemente se han descrito nuevos aspectos de la vía de hipersensibilidad a la sal 

(SOS). Fu et al. (2023) muestran que las proteínas fosfatasas del Clado D inhiben el 

antiportador SOS1 Na+/H+ en ausencia de estrés salino, pero se eliminan en respuesta a la 

sal para permitir que SOS1 se active por fosforilación. Parque et al. (2023) muestran que 

la S-acetilación y la importación nuclear de SOS3 (CBL4) estabiliza y promueve la 

localización nuclear del regulador del tiempo de floración Gigantia (GI) y, por lo tanto, 

acelera la floración durante el estrés salino. Estos resultados proporcionan un nuevo 

mecanismo molecular que subyace al antiguo concepto de escape del estrés. En este caso, 

la floración más temprana puede permitir que las plantas escapen de algunos de los 

efectos perjudiciales del estrés salino al completar la floración y la producción de semillas 

antes de que la sal induzca el daño.  

A pesar de los numerosos estudios relacionados, los mecanismos que rigen la respuesta 

al estrés salino no están completamente caracterizados, especialmente porque estos 

mecanismos de tolerancia pueden variar ampliamente durante el desarrollo de la planta y 

posiblemente también estén influenciados por el nivel de estrés salino (Egea et al., 2023).  

3.3. Respuesta al estrés nutricional inducido por estreses abióticos 

Como se ha mencionado, la problemática ambiental actual que acentúa otros estreses 

abióticos, también ocasiona la variación en los nutrientes disponibles para las plantas en 

el suelo. Los nutrientes minerales tienen un papel muy importante en numerosos aspectos 

metabólicos, en el crecimiento y el desarrollo de la planta, y determinados rangos de 

concentraciones de cada uno de ellos son indispensables para el correcto desarrollo de la 

planta, por lo que existe un amplio espectro de respuestas que las plantas ponen en marcha 

para hacer frente al estrés por nutrientes. El estrés por nutrientes puede resultar por bajos 

niveles de disponibilidad del elemento o por la presencia de concentraciones excesivas. 

En algunos casos, la presencia de un elemento en concentraciones excesivas puede inducir 

la deficiencia de otro elemento, como ocurre en el caso del estrés salino que los iones Na+ 

desplazan al K+ y Ca+2. 
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Papel del K+ en la planta 

Una mayor eficiencia en el uso de K+ en los cultivos es especialmente fundamental para 

la futura agricultura de bajos insumos en un contexto de calentamiento global continuo y 

una población en aumento (Rodenas et al., 2021). El K+ es un macronutriente esencial 

para el crecimiento de las plantas que se encuentra en grandes cantidades en las células 

de las plantas y es necesario para la fotosíntesis, la regulación del equilibrio hídrico, la 

síntesis de proteínas y la resistencia a enfermedades, por lo que las alteraciones de los 

niveles de K+ afecta la fisiología y el metabolismo de las plantas. Además, este 

macronutriente también contribuye a la tolerancia al estrés abiótico. La deficiencia de K+ 

puede afectar la actividad de ciertas enzimas que son importantes para el metabolismo de 

las plantas. Kim et al. (2016) demostraron que la deficiencia de K+ afectaba la actividad 

de las enzimas implicadas en la fotosíntesis y la respiración en Arabidopsis thaliana. Por 

otro lado, también puede afectar a la absorción de otros nutrientes por las plantas, como 

la absorción de Ca2+ y Mg2+ por las raíces (Peuke et al., 2015). Además, la deficiencia de 

K+ puede afectar la expresión de ciertos genes, como por ejemplo genes relacionados con 

la síntesis de proteínas y la regulación del crecimiento de las plantas (Wang et al., 2018), 

así como aumentar la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) conllevando un 

daño celular y un estrés oxidativo (Kiani-Pouya et al., 2018).  

Hay numerosos estudios que han investigado el efecto negativo de la deficiencia de K+ 

en el ámbito productivo de diferentes cultivos. Por ejemplo, un estudio realizado en maíz 

(Zea mays) encontró que la deficiencia de K+ redujo la tasa de crecimiento de la planta y 

afectó negativamente la producción de grano (Gupta et al., 2018). Otro estudio realizado 

en arroz (Oryza sativa) encontró que la deficiencia de K+ afectó la calidad del grano y 

redujo la resistencia de la planta a la enfermedad de la pudrición de la raíz (Liu et al., 

2018). Además, la deficiencia de K+ también puede afectar la eficiencia del uso del agua 

por las plantas. Un estudio en algodón (Gossypium hirsutum) encontró que la deficiencia 

de K+ redujo la tasa de transpiración de la planta y aumentó la eficiencia del uso del agua 

(Wang et al., 2019). Esto sugiere que la deficiencia de K+ puede tener efectos complejos 

en el equilibrio hídrico de las plantas 

Tanto la captación como la distribución de K+ implican su movimiento a través de las 

membranas celulares, que dependen de la operación integrada de sistemas específicos de 

transporte de K+. Aunque se describen con más profundidad más adelante (ver apartado 

5.4. de Introducción), existen diferentes familias de sistemas de transporte de K+ en 

plantas: los canales Shaker-like (AKT/KAT), de poro en tándem y de dos poros, los 

transportadores de K+ de las familias HKT y HAK/KUP/KT, y el antiportador K+/H+ de 

la familia CPA (Nieves-Cordones et al., 2019). Los transportadores de tipo HAK5 

contribuyen a la captación de K+ en concentraciones más bajas que los canales de K+ 

dependientes de voltaje de tipo AKT1, lo que se relaciona con sus distintos mecanismos 

de transporte de K+. Además, la contribución relativa de estos dos sistemas a la absorción 

de K+ parece variar mucho entre las especies de plantas, con los canales de K+ controlados 

por voltaje asumiendo un papel más destacado en la absorción de K+ que los 
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transportadores de HAK en Arabidopsis, y viceversa en el arroz (Nieves-Cordones et al., 

2016).  

Papel del Ca+2 en la planta 

El calcio es otro elemento esencial para el crecimiento y desarrollo de las plantas, ya sea 

en condiciones estresantes o no estresantes (Kudla et al., 2018). Es esencial para el 

crecimiento, densidad y longitud de los pelos radiculares, altamente necesarios en la 

absorción de nutrientes (Jaunin y Hofer, 1988) y tiene un importante papel en la 

estabilización de la membrana celular, manteniendo la permeabilidad selectiva y la 

integridad de esta (Marschner, 2011). El Ca+2 es un componente importante de la pared 

celular, necesario para mantener la firmeza de los frutos, ya que actúa sobre las cadenas 

de pectina formando puentes ente ellas (Contreras-Angulo et al., 2011; Pérez y Quintero, 

2015). El Ca+2 se almacena principalmente en orgánulos en el interior de la célula, o en 

el apoplasto en el exterior de esta, mientras que en el citoplasma se encuentra en 

concentraciones mínimas (alrededor de 100-200 nM en condiciones de reposo) 

(Robertson, 2013). Se encuentra tan compartimentalizado y reducido en el citoplasma 

para evitar su precipitación con el fosfato inorgánico y la competencia por los sitios de 

unión con el Mg+2 citosólico (White y Broadley, 2003).  

El Ca2+ ingresa a través del extremo de las raíces y se mueve hacia los vasos del xilema 

por dos vías distintas, una apoplástica y otra simplástica (White et al., 2002; Cholewa y 

Peterson, 2004). La vía apoplástica es por la que se produce principalmente el movimiento 

de Ca2+ debido al flujo de agua movido por la transpiración. En esta vía, el apoplasto 

ofrece poca resistencia eléctrica y permite el libre intercambio de iones Ca2+ (Robertson, 

2013). No obstante, la Banda de Caspary de la endodermis, que contiene suberina, 

restringe el paso de solutos a través del apoplasto, promoviendo la vía simplástica. En la 

ruta simplástica, los iones Ca2+ ingresan al simplasto a través de canales permeables al 

Ca2+ de la membrana plasmática, y luego son bombeados hacia los tejidos a través de las 

Ca2+-ATPasas y los intercambiadores H+/Ca2+ (White y Broadley, 2003). Estos 

transportadores de Ca2+ son los más importantes en las células vegetales, pero deben ser 

regulados cuidadosamente para evitar interferir con las vías de señalización (Figura 3). 

Entre los orgánulos celulares donde se acumula, la vacuola es el mayor depósito, aunque 

la mayoría del Ca+2 vacuolar está ligado a aniones orgánicos como oxalato, citrato, 

malato, etc., formando complejos poco solubles que precipitan en forma de cristales 

(principalmente oxalato de calcio) (Stael et al., 2011; Hedrich y Marten, 2011). El 

segundo depósito intracelular es el retículo enodoplasmatico (RE). Se ha sugerido que el 

Ca+2 se mueve desde las hojas (con alta tasa de transpiración), hasta los meristemos 

(necesarios para el crecimiento vegetal) mediante un mecanismo alternativo a través del 

RE (Heinlein, 2002; Bayer et al., 2004). En otros orgánulos, como mitocondrias, 

cloroplastos y núcleo, la concentración libre en reposo de Ca2+ es menor que la estimada 

para la vacuola y RE, aunque presentan elevaciones en respuesta a diversos estímulos 

(Logan y Knight, 2003). 



 
 

50 

 

 

Figura 3. Sistemas de transporte de Ca2+ en las células de Arabidopsis thaliana. Las vías de flujo del 

catión Ca2+ que han sido identificadas a nivel molecular son: Canales activados por nucleótidos cíclicos 

(CNGCs), Receptores de Glutamato (GLRs), Canales de dos poros 1 (TPC1), Receptor sensor de Ca2+ 

(CAS), ATPasa autoinhibida por Ca2+, ATPasa de calcio tipo RE (ECA), ATPasa de metales pesados 1 

(HMA1), y el intercambiador catiónico H+/ Ca2+ (CAX). Figura modificada de Kudla et al. (2010). 

Por lo tanto, son estos los principales depósitos en hoja donde el Ca+2 se retiene y desde 

donde la planta lo moviliza en función de sus necesidades fisiológicas o en situaciones de 

déficit de dicho ion. Por el contrario, el Ca+2 disponible en raíz y hojas más jóvenes es 

menor y principalmente (el 60% del Ca+2) se encuentra formando parte de la pared celular, 

desde donde no se puede movilizar, por lo que el Ca+2 en general presenta una movilidad 

reducida en la planta (Conn y Gilliham, 2010). Es por ello que los síntomas de su 

deficiencia principalmente se manifiestan en aquellos tejidos en los que su requerimiento 

es mayor (órganos sumidero), como las hojas en crecimiento, flores, frutos y meristemos 

apicales. Un claro ejemplo de esto es el caso de la proteína ATPasa 1 transportadora de 

Ca2+, la cual está involucrada en una variedad de procesos esenciales en el desarrollo de 

las plantas y en las respuestas al estrés (Costa et al., 2017). Sin embargo, la identificación 

y caracterización de estas proteínas en todo el genoma se ha limitado principalmente a 

Arabidopsis, dejando atrás los avances en especies de cultivos con fruto como el tomate. 

El Ca+2 como segundo mensajero tiene un importante papel en la apertura y cierre 

estomáticos y en otras importantes reacciones metabólicas (Wang et al., 2011). Por ello, 

el estudio de los canales iónicos permeables de Ca+2 que son los principales componentes 

que permiten la entrada y el aumento del nivel de Ca+2 en el citoplasma es de suma 
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importancia para comprender el funcionamiento de la señalización por calcio (Robertson, 

2013). La gran diferencia en la concentración de Ca+2 anteriormente mencionada entre el 

citoplasma, y el apoplasto y los compartimentos intracelulares probablemente es la razón 

del uso de las señales de Ca+2
 como vínculo entre los estímulos extracelulares y las 

respuestas intracelulares (Costa et al., 2017; Dong et al 2022) 

Los síntomas por deficiencia de Ca+2 incluyen el retraso en el crecimiento, la 

necrotización de tejidos y clorosis foliar marginal, una reducción en la biomasa 

reproductiva y puede ocasionar la muerte de la yema terminal (Kennelly et al., 2012; 

Robertson, 2013). La reducción en la transpiración provoca mayores deficiencias de Ca2+ 

en los diferentes órganos sumidero u órganos en desarrollo, como ápices y frutos, dado 

que el transporte de Ca2+ se produce mayoritariamente vía xilema (Uozumi et al., 2012; 

Tonetto de Freitas et al., 2014). La adición externa de Ca+2 o enmiendas (aplicación al 

suelo de sulfato de calcio) reduce los síntomas causados por su deficiencia.  

En fruto, el síntoma clásico de deficiencia de Ca2+ es Blossom End Rot (BER) causado 

por el colapso de las paredes celulares (Topcu et al., 2022). Generalmente, los síntomas 

de BER aparecen externamente sobre la parte distal del pericarpo, pero después de la 

inducción de BER las áreas se expanden y se vuelven necróticas cubriendo una 

proporción del fruto y en algunos casos afecta al fruto entero. Respecto a la relación entre 

la incidencia de BER y los niveles de Ca2+, son numerosos los estudios que muestran que 

la concentración diferencial de Ca2+ entre la zona proximal y distal del fruto está 

correlacionada con la aparición del BER (Topcu et al., 2022 y referencias citadas). Sin 

embargo, otros estudios sugieren que la alteración en el patrón de distribución de Ca2+ 

dentro de la planta así como en los diferentes compartimentos celulares (citoplasma, 

apoplasto, vacuola, etc) es una consecuencia y no puede ser la causa del BER (Rached et 

al., 2018; Matsumoto et al., 2021). 

3.4. Respuesta al estrés oxidativo inducido por estreses abióticos 

El estrés oxidativo surge típicamente como un estrés secundario tras un estrés abiótico 

primario (Figura 2). Cuando las plantas están expuestas a estrés abiótico se produce un 

exceso de energía de excitación en sus fotosistemas debido a que disminuye la 

disponibilidad y fijación de CO2 y la producción de ATP en la fase oscura de la 

fotosíntesis, lo que provoca una disminución en la concentración del aceptor final de 

electrones en la fase luminosa, el NADPH. Este exceso de energía puede disiparse 

mediante un enfriamiento no fotoquímico (ciclo de xantofila) o procesos alternativos 

como el metabolismo fotorrespiratorio. Si no se disipan, los electrones se acumulan en la 

cadena de transporte de electrones mitocondrial y se transfieren al oxígeno (reacción de 

Mehler), generando ROS, entre ellos el anión superóxido (O2·
-), el peróxido de hidrógeno 

(H2O2) y el radical hidroxilo (HO·), que son muy reactivas y dañan muchos componentes 

celulares, desencadenando el estrés oxidativo (Figura 4) (Decros et al., 2019). Las 

clorofilas excitadas (Chl) también pueden exacerbar la formación de ROS principalmente 

por el centro de reacción del fotosistema II (PSII) mediante la activación fotodinámica 

del oxígeno en estado fundamental (Fischer et al., 2013). El exceso de ROS puede 
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inactivar el centro de reacción fotoquímica del PSII, lo que resulta en fotoinhibición. El 

impacto negativo asociado en los constituyentes celulares de ROS ha sido un foco 

importante de los esfuerzos de investigación de décadas para mejorar la resiliencia al 

estrés oxidativo al impulsar la maquinaria antioxidante en especies de plantas modelo y 

de cultivo (Lodeyro et al., 2021). 

 

Figura 4. Principales fuentes de ROS en células vegetales. Figura modificada de Decros et al., 2019.  

Para superar el estrés oxidativo mediado por el estrés abiótico, las plantas se basan en 

diferentes estrategias bioquímicas, sintetizando un conjunto de moléculas antioxidantes 

de bajo peso molecular como carotenoides, ascorbato, glutatión y tocoferoles. Además, 

aumentan la expresión de enzimas antioxidantes como catalasas, superóxido dismutasa, 

citoplasma 
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ascorbato peroxidasas, glutatión S-transferasa, glutatión peroxidasa y fenol peroxidasa 

(Pang y Wang, 2008). Recientemente, Kerchev y Van Breusegem (2022) revisaron los 

esfuerzos a largo plazo destinados a reforzar la tolerancia al estrés oxidativo en los 

cultivos mediante el aumento de su maquinaria antioxidante, destacando los pros y los 

contras de varias estrategias y proponiendo nuevas vías para futuras investigaciones. 

Desde la perspectiva de la salud humana, el metabolismo redox del fruto ha recibido 

mucha atención en los últimos años, probablemente porque las frutas y las verduras son 

las principales fuentes de metabolitos antioxidantes esenciales y, en consecuencia, son 

muy recomendables en la dieta humana. En este contexto, aunque aún no se ha dilucidado 

el funcionamiento preciso de los reguladores redox, actualmente se están explorando 

algunas aplicaciones prácticas para modificar la biología redox del fruto (Decros et al., 

2019).  

En contraste con la connotación negativa que normalmente se atribuye a una mayor 

producción de ROS, la función principal de las ROS es como moléculas de transducción 

de señales que regulan diferentes vías durante la aclimatación de las plantas al estrés 

abiótico (Miller et al., 2009). Por lo tanto, el H2O2 parece modular las actividades de 

muchos componentes que contribuyen a la señalización celular, incluidos los canales de 

Ca2+ y K+ (Kudla et al. 2018). Aunque las fuentes de ROS en condiciones estresantes son 

relativamente bien conocidas, los mecanismos de desintoxicación de ROS y el papel de 

ROS en la señalización del estrés son áreas muy activas de investigación actual; aunque 

se han estudiado y revisado ampliamente, aún se necesitan más estudios antes de poder 

llegar a conclusiones definitivas sobre la señalización de células ROS (Considine and 

Foyer, 2021). 

3.5. Respuesta al estrés térmico inducido por altas temperaturas 

Las plantas son conocidas por su habilidad para adaptarse a una amplia variedad de climas 

y ocupar prácticamente todos los nichos ecológicos, desde los trópicos hasta las regiones 

polares y las aguas termales. Para lograrlo, han desarrollado respuestas a la temperatura 

a diversas escalas de tiempo, desde minutos hasta meses, que permiten la activación de 

una serie de respuestas biológicas celulares y de desarrollo, para maximizar su 

supervivencia. Entender cómo las plantas logran adaptarse a diferentes climas es una 

pregunta importante y actual, especialmente durante el periodo de calentamiento global 

sin precedentes en el que nos encontramos (Ludwig et al., 2021; Fonseca de Lima et al., 

2021). 

El estrés abiótico por altas temperaturas depende a su vez de tres parámetros que indican 

el grado de intensidad: la duración del estrés, la velocidad de aumento de la temperatura 

y la temperatura máxima. Cada especie vegetal presenta temperaturas máximas y 

mínimas necesarias para su supervivencia, así como una temperatura óptima para un 

desarrollo adecuado (Porch y Hall, 2013). En general, para la mayoría de las especies, 

esta temperatura óptima se encuentra por debajo de los 50 ºC, ya que por encima de esta 

temperatura se pueden producir daños graves. 
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Las consecuencias producidas por el aumento de la temperatura en el desarrollo de los 

cultivos incluyen un menor tiempo de crecimiento, senescencia acelerada en los órganos 

fotosintéticos respuestas de enfriamiento, establecimiento temprano o limitado de 

semillas y frutos entre otras. Por otro lado, entre las consecuencias fisiológicas y 

bioquímicas se producen cambios en el rendimiento y en el tamaño de las semillas y 

frutos, desnaturalización, agregación y degradación de las proteínas y de la clorofila, 

aumento de la fluidez de los lípidos y de la permeabilidad de la membrana, además de la 

alteración de la función de los orgánulos celulares y de la fotosíntesis y la respiración, 

inhibición de la síntesis de proteínas, y muerte celular (Zhu et al., 2021). Estas 

consecuencias son variables en función del grado del estrés térmico. La temperatura 

moderadamente alta provoca cambios morfológicos, fisiológicos y bioquímicos que 

contribuyen juntos a la aclimatación térmica adaptativa en gran medida no perjudiciales 

(Quint et al., 2016; Vu et al., 2019). Por el contrario, la temperatura extremadamente alta 

o el estrés térmico por encima de un umbral crítico durante un período que es suficiente 

para causar daños a menudo irreversibles en el crecimiento, el desarrollo y la fisiología 

de las plantas, causando incluso la muerte (Wang et al., 2020). Además, otra de las 

respuestas fisiológicas conservada en todas las plantas terrestres es la respuesta evitativa 

del calor mediante la apertura de los estomas para mejorar la transpiración y enfriar sus 

hojas, contrario a la respuesta que ocurre en sequía y estrés salino en el que los estomas 

se cierran para evitar la pérdida de agua (Kostaki et al., 2020; Rivero et al., 2022). 

Tras la exposición a altas temperaturas dentro de un rango moderado, las plantas se 

aclimatan y aseguran su aptitud mediante tres estrategias principales: evitación, escape y 

tolerancia. En cuanto a las respuestas de evitación, en condiciones de temperatura 

moderadamente alta, las plantas pueden acelerar su crecimiento para mejorar el 

enfriamiento por evaporación en las partes altas (Figura 5a) o para alejar las partes 

susceptibles del flujo de calor del suelo (Figura 5b) mediante respuestas termonásticas y 

cambios arquitectónicos (termomorfogénesis) (Zhu et al., 2021). En Arabidopsis, la 

temperatura ambiente moderadamente alta induce una elongación del hipocótilo y del 

etiolo, así como hiponastia de la hoja (Quint et al., 2016; Casal y Balasubramanian, 2019; 

Vu et al., 2019). De manera similar, la hoja y el coleóptilo de las monocotiledóneas (trigo, 

cebada, arroz y maíz) o el hipocótilo de las dicotiledóneas (soja y tomate o repollo) se 

alargan a temperaturas moderadamente altas para cubrir y reducir la tasa de evaporación 

de las anteras de la panoja; el tomate muestra hiponastia foliar (Vu et al., 2021). Aunque 

ahora está claro que los rasgos de termomorfogénesis de los tejidos aéreos son inducidos 

para promover la capacidad de enfriamiento de la planta (Crawford et al., 2012; Park et 

al., 2019), bajo tierra los efectos de las temperaturas levemente elevadas son mucho 

menos conocidos. Fonseca de Lima et al. (2021) proponen que, en términos generales, las 

temperaturas templadas conducen a una mayor elongación de las raíces, mientras que el 

estrés por calor inhibe el crecimiento de las mismas. Aunque no es específico de las raíces, 

un tipo particular de respuesta de la raíz es el termotropismo, siendo una respuesta 

direccional de crecimiento de la raíz lejos de una señal de temperatura propuesta como 

una estrategia adaptativa para explorar suelos 'vírgenes' que no están cubiertos por 

vegetación superficial (van Zanten et al., 2021).  
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Figura 5. Las temperaturas altas moderadas o extremas afectan el crecimiento, el desarrollo y el 

rendimiento de los cultivos. Se ilustran diferentes procesos para plantas monocotiledóneas y 

dicotiledóneas. Los termómetros gris y rojo representan temperatura óptima y alta, respectivamente. Para 

la barra de fotoperíodo, el blanco y el negro representan las condiciones diurnas y nocturnas, 

respectivamente. El tamaño del reloj circadiano o los íconos del fotoperíodo ilustran el grado de 

dependencia durante el crecimiento inducido por temperaturas moderadamente altas en plantas 

monocotiledóneas y dicotiledóneas.  Figura modificada de Zhu et al. (2021). 

En contraste con las estrategias descritas anteriormente para evitar el estrés por 

temperatura asociado con los órganos vegetativos, los órganos reproductivos muestran un 

mecanismo efectivo de escape de calor (Jagadish, 2020). Por ejemplo, algunos cultivos 

de secano como trigo y sorgo pueden optimizar su antesis durante la mañana o los 

períodos más frescos de la noche (Aiqing et al., 2018; Chiluwal et al., 2020). Además, la 

temperatura moderadamente alta puede variar la duración de las fases de desarrollo para 
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proteger las etapas sensibles de los efectos negativos del aumento de la temperatura de 

forma dependiente o independiente del fotoperiodo, por ejemplo adelantar la fase 

reproductiva (como la transición floral y el desarrollo del polen) (Figura 5c), y retrasar 

la etapa generativa tardía (cuajado y desarrollo de semillas y frutos) (Figura 5d) (Heschel 

et al., 2007; Parent y Tardieu, 2012; Capovilla et al., 2014; Del Olmo et al., 2019). En 

este contexto, la temperatura moderadamente alta induce la expresión de genes de 

floración y posteriormente desencadena la transición floral en Arabidopsis (Vu et al., 

2019) o promueve la expresión de activadores florales e inhibe los reguladores negativos 

aguas arriba en la soja (No et al., 2021) en condiciones de fotoperíodo no inductivas. 

Tras las respuestas de evitación y escape, la capacidad de tolerancia de una planta al estrés 

térmico es su capacidad para llevar a cabo un crecimiento normal y mantener los niveles 

productivos en condiciones de alta temperatura. Cuando las temperaturas aumentan aún 

más y se alcanza un nivel de umbral en el que está en juego la supervivencia (a largo 

plazo), se inducen los mecanismos de tolerancia al estrés por calor.  Mantener una tasa 

fotosintética elevada durante un estrés térmico se asocia con una mayor tolerancia al calor 

(Cao et al., 2003). Además, entre otros mecanismos de tolerancia se encuentran la 

modificación de la integridad y plasticidad (fluidez) de las membranas y su composición 

lipídica alterando su estructura y la actividad de proteínas (canales iónicos o aniónicos, 

etc.) localizadas en ella, ya que la membrana de la célula vegetal representa la primera 

línea de defensa contra el estrés por calor (Ding y Yang, 2022). Otra importante estrategia 

para la tolerancia al estrés térmico por parte de las plantas ha sido el desarrollo a lo largo 

de la evolución de vías activas de respuesta y detección de la temperatura que permiten 

tanto la anticipación a los cambios de temperatura, como las tensiones térmicas a corto 

plazo a nivel molecular. Los factores de choque térmico (HSF) en las plantas regulan la 

expresión de proteínas de choque térmico (HSPs) en respuesta al estrés térmico, mediante 

la activación de la transcripción de los genes que codifican estas proteínas o interactuando 

directamente con ellas y regulando su función y estabilidad (Verslues et al., 2023). Los 

HSFs han experimentado una notable expansión en plantas, existiendo 21 miembros en 

Arabidopsis en comparación con de 1 a 3 familias en levaduras y mamíferos a (Baniwal 

et al., 2004). Las HSPs son chaperonas que facilitan el replegamiento de proteínas mal 

plegadas o afectadas por estrés térmico, revirtiéndolas a proteínas nativas funcionales. 

Estas proteínas son de suma importancia en la respuesta al estrés térmico, habiéndose 

observado que la falta de función de estas chaperonas causa sensibilidad al estrés térmico 

y que su sobrexpresión reduce esta sensibilidad (Lee et al., 2007; Guan et al., 2013; Lin 

et al., 2014; Chen et al., 2019). Por ejemplo, la HSP21 localizada en plastos tiene un 

importante papel en el mantenimiento de la memoria al estrés térmico, de modo que su 

degradación disminuye la memoria del estrés por calor y su reciclaje a través de la 

autofagia controla la recuperación y la memoria del estrés por calor (De Smet et al., 2021). 

Por otro lado, se ha descubierto recientemente un mecanismo regulador altamente 

conservado en las plantas con flores (comprobado en tomate y Arabidopsis): Tras el estrés 

por calor, los HSF se expresan a niveles ligeramente más altos y esto a su vez induce la 

expresión de miR169, ya que presentan en su promotor un elemento de estrés por calor 
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(HSE) que es reconocido por los HSFs. A su vez, los miR169 reducen la expresión del 

Factor Nuclear NF-YA (regulador negativo de los genes HSFs), lo que permite aún más 

expresión de HSFs y, por lo tanto, más expresión de miR169, generando un ciclo de 

retroalimentación que inicia una respuesta fisiológica y/o química al estrés por calor (Rao 

et al., 2020; 2022). 

Además del papel crucial de las chaperonas moleculares en la protección y reparación de 

las proteínas termolábiles inducidas por el calor (Cabrera et al., 2020), la tolerancia al 

estrés térmico también se vale de enzimas metabólicas que producen metabolitos 

termoprotectores y captadores de especies reactivas de oxígeno (ROS), proteínas de señal 

inducidas por calor y factores de transcripción (Chen et al., 2019; Ding et al., 2020; Ran 

et al., 2020; Zheng et al., 2022). Se cree que las ROS, como el peróxido de hidrógeno 

(H2O2), pueden desempeñar un papel importante en la señalización en la respuesta al 

estrés (Mittler, 2017), pero altos niveles de ROS pueden volverse críticos para garantizar 

una señalización adecuada y causar estrés oxidativo por lo que en su respuesta actuarían 

los mecanismos antioxidantes anteriormente mencionados (ver apartado 3.4., respuesta al 

estrés oxidativo). Aunque se han identificado varios sensores y reguladores clave en la 

percepción de la temperatura y la termomorfogénesis (Jung et al., 2016; Sureshkumar et 

al., 2016; Casal y Balasubramanian, 2019), los factores que influyen en el número de 

órganos, la identidad y la función en respuesta a la temperatura siguen siendo en gran 

parte desconocidos. Los avances recientes en la identificación de factores involucrados 

en el mantenimiento de la fertilidad de los cereales con aumentos de temperatura incluyen 

la identificación de una proteína de caja MADS integral para la conformación normal de 

la inflorescencia de los cereales (K. Li et al., 2021) y una quinasa similar a un receptor 

que mantiene la fertilidad masculina (Yu et al., 2017).  

Por último, algunas especies vegetales presentan cierta termotolerancia que mejora el 

desarrollo de las plantas expuestas al estrés por calor (no excesivo). Se sabe desde hace 

mucho tiempo que exponer las plantas a una exposición no letal a altas temperaturas, lo 

que se denomina "priming", induce la termotolerancia adquirida, lo que aumenta el 

rendimiento y la supervivencia de las plantas en un episodio de choque térmico posterior 

(Charng et al., 2007; Lin et al., 2014; Yonghui et al., 2018), fenómeno no limitado a 

eventos de choque térmico a corto plazo. De hecho, tanto las olas de calor simuladas como 

los estudios de calentamiento climático a largo plazo han encontrado que las plantas 

expuestas a temperaturas más cálidas tienen una mayor tolerancia térmica a un evento 

posterior de estrés por calor (Zhu et al., 2021). 

3.6. Cambios anatómicos como respuesta a estrés abiótico  

Se ha destacado la particular pertinencia de las estrategias de adaptación anatómica en 

cultivos sometidos a diferentes estreses abióticos. Galmés et al. (2013) estudiaron las 

respuestas de las hojas a la sequía en accesiones mediterráneas de tomate, encontrando 

adaptaciones anatómicas en relación con los parámetros de intercambio gaseoso; por 

ejemplo, bajo estrés por sequía, los valores máximos de conductancia del mesófilo se 
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alcanzaron con hojas delgadas con células del mesófilo densamente empaquetadas y 

paredes celulares delgadas.  

También se han observado importantes adaptaciones anatómicas en condiciones de estrés 

salino. Por ejemplo, un mayor grosor de hoja bajo estrés salino en la especie WT tolerante 

S. pennellii explicaba su capacidad para prevenir la pérdida de agua, ya que el mayor 

grosor de hoja estaba asociado con la suculencia (Albaladejo et al., 2017). Además, se 

observaron cambios destacados en las células del mesófilo de la hoja, como el aumento 

del tamaño de las células del mesófilo esponjoso en las hojas de las especies silvestres 

bajo estrés por salinidad. Es interesante destacar que las células de las hojas de S. pennelli 

tratadas con sal estaban casi completamente ocupadas por una vacuola gigante. Las 

marcadas diferencias en el tamaño de las células detectadas en S. pennelli, respecto al cv. 

Moneymaker de tomate, resultaban en una mayor capacidad de acumulación de Na+ de 

sus hojas y, más concretamente, de sus vacuolas que constituyen la gran mayoría de su 

volumen foliar, por lo que las concentraciones tisulares de Na+ reflejarán en gran medida 

las concentraciones de iones vacuolares (Flowers et al., 2015).  

Por otro lado, las raíces son los principales determinantes del estado nutricional 

equilibrado de las plantas ya que exploran el suelo en busca de agua y nutrientes. Por lo 

tanto, la anatomía de la raíz es fundamental para el crecimiento y desarrollo de las plantas, 

así como para la forma en que las plantas se adaptan a condiciones de estrés abiótico. Sin 

embargo, el fitomejoramiento se ha centrado en gran medida en potenciar rasgos 

cuantitativos como el rendimiento, pasando a menudo por alto a las raíces a pesar de su 

papel crucial en la fisiología de toda la planta, probablemente debido a la dificultad de 

acceder al sistema de raíces intacto para el análisis particularmente en condiciones de 

campo. Es por ello que la termomorfogénesis se comprende relativamente bien para los 

órganos de la parte aérea, mientras que en las raíces solo recientemente ha comenzado a 

recibir la atención en investigación que merece (Fonseca de Lima et al., 2021). 

Actualmente, varios autores han enfatizado que la arquitectura de la raíz es de vital 

importancia para abordar el gran desafío agrícola del siglo XXI (Lombardi et al., 2021; 

Lynch, 2022). Un enraizamiento más profundo, que mejore el acceso al agua y a la 

absorción de nitrógeno y otros nutrientes se ve facilitado por ángulos de crecimiento de 

raíces más pronunciados, menos raíces axiales, por una ramificación lateral reducida y 

otros fenotipos anatómicos que reducen el coste metabólico neto del crecimiento del 

tejido radicular. Además, un número creciente de mutantes y estudios de diversidad 

genética llevados a cabo en varios cultivos en diferentes condiciones ambientales están 

revelando las funciones clave de los pelos radiculares en el mantenimiento de la aptitud 

de las plantas en un contexto ecológico más amplio (Marín et al., 2021). 

4. El tomate (Solanum lycopersicum) 

Antes de que los españoles llegaran a América, los mesoamericanos ya conocían y 

utilizaban el tomate, científicamente conocido como Solanum lycopersicum L. Se cree 

que el género Lycopersicum tuvo su origen en la región de los Andes, que abarca desde 

el sur de Colombia hasta el norte de Chile, y desde la costa del Pacífico, incluyendo las 
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islas Galápagos, hasta las regiones orientales de los Andes, que incluyen Colombia, 

Ecuador, Perú, Bolivia y Chile (Rick, 1973; Taylor, 1986). Esta conclusión se ha basado 

principalmente en la existencia de una amplia variedad de especies silvestres endémicas 

en áreas no afectadas por la actividad humana en estas zonas de Sudamérica, ausentes en 

gran medida en otras localizaciones en el mundo. No obstante, parece ser que el cultivo 

del tomate tuvo su origen en México, muy posiblemente a partir de la variedad 

cerasiforme de L. esculentum, que es la única especie silvestre de Lycopersicum que crece 

como una planta invasora en las regiones tropicales y subtropicales de América y que se 

encuentra fuera del área de distribución natural del género (Nuez et al., 1996; Nesbitt y 

Tanksley, 2002). Otras investigaciones basadas en secuencias genéticas proponen como 

alternativa que la variedad cerasiforme original podría haber resultado de una serie 

continua de hibridaciones entre poblaciones de S. lycopersicum y S. pimpinellifolium Jusl. 

Es decir, esta variedad cerasiforme original se habría desarrollado después de la 

domesticación del tomate, y por lo tanto, no sería la especie ancestral del tomate 

cultivado, siendo S. pimpinellifolium el candidato ancestral con más probabilidades en 

este caso (Nesbitt y Tanksley, 2002). Se han registrado casos de hibridación natural entre 

S. pimpinellifolium, S. lycopersicum y la antigua variedad cerasiforme en zonas donde 

estas poblaciones se encuentran en cercanía y son capaces de intercambiar genes (Peralta 

et al., 2005; Spooner et al., 2005). No obstante, el origen de la domesticación del tomate 

no se ha resuelto hasta la fecha, a pesar de que se ha informado que los tomates 

procedentes de Europa y América del Norte muestran una similitud en cuanto a 

isoenzimas y marcadores moleculares con los tomates de México y Centroamérica, lo que 

sugiere que estos últimos fueron la fuente de introducción del tomate en Europa y 

América del Norte (Peralta y Spooner, 2006; Bauchet y Causse, 2012). Sin embargo, no 

se ha establecido una hipótesis clara sobre el origen de la domesticación del tomate, y no 

se puede concluir con certeza que una región haya sido la única responsable de la 

domesticación. Es posible que la domesticación se haya producido de manera 

independiente en ambas regiones. El tomate está clasificado como Solanum lycopersicum 

L., tal y como fue clasificado por Carl Linneo originalmente (Linnaeus, 1753), aunque su 

clasificación ha sido tema de debate y temporalmente fue clasificado por Miller (1754) 

como Lycopersicon esculentum.   

Un estudio reciente que se basó en la observación de polimorfismos de nucleótido simple 

(SNP), confirma que la variedad cerasiforme de S. lycopersicum no es el antecesor del 

tomate cultivado. Además, esta investigación respalda la teoría de que hubo un proceso 

de pre-domesticación del tomate en la región andina (hipótesis del Perú), seguido de su 

domesticación en Mesoamérica (hipótesis de México), y posteriormente, su introducción 

en Europa por los españoles, desde donde se expandió a todo el mundo (Blanca et al., 

2012. 

Actualmente su taxonomía es la siguiente: I. Clase: Dicotyledoneas; II. Orden: Solanales 

(Personatae); III. Familia: Solanaceae; IV. Subfamilia: Solanoideae; V. Género: Solanum; 

VI. Especie: Lycopersicum. Se trata de una planta de porte arbustivo cultivada como 

anual. Hay dos tipos diferentes según su crecimiento: determinado e indeterminado. En 
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la variedad indeterminada, los tallos tienen segmentos uniformes con tres hojas (con 

yemas) y una inflorescencia, terminando siempre con un ápice vegetativo. Por otro lado, 

la variedad determinada tiene tallos con segmentos que tienen progresivamente menos 

hojas por inflorescencia y terminan en una inflorescencia, limitando su crecimiento. La 

planta tiene tallos gruesos y angulosos, y la planta presenta tallos secundarios que salen 

de las axilas de las hojas. El sistema radicular tiene una raíz principal corta y débil y raíces 

secundarias que son numerosas y potentes. Las hojas son compuestas anchas, planas con 

7-11 foliolos peciolados, lobulados y borde dentado. Las flores son hermafroditas, 

simétricas, regulares e hipóginas, y la inflorescencia está compuesta de 4 a 12 flores. La 

corola está formada por 5 o más pétalos amarillos, lanceolados y fusionados en la base. 

Los sépalos son más pequeños que los pétalos. La flor contiene cinco estambres 

fusionados a la corola por sus filamentos. Las anteras largas de color amarillo están unidas 

lateralmente, formando un cono estaminal que envuelve el gineceo. El pistilo está 

formado por un ovario bi- o plurilocular, de estilo delgado y el estigma cubierto por una 

secreción lipídica. Los carpelos se presentan en posición oblicua con respecto al plano 

mediano de la flor. El fruto es una baya que varía en tamaño y forma, generalmente roja, 

bilocular o multilocular, de gruesa placenta con numerosas semillas recubiertas de una 

sustancia mucilaginosa. El fruto está unido a la planta por un pedicelo con un 

engrosamiento articulado que es la zona de abscisión (ZA). Contiene una semilla 

discoidal lenticular comprimida y un embrión enrollado, de diámetro más o menos 

uniforme. En la Figura 6 se muestran: el aspecto del porte (a), ápice (b), hojas (c), racimos 

florales (d), flores (e) y racimos de frutos (f) del cultivar de tomate Moneymaker. 

4.1. Importancia económica y distribución geográfica del tomate 

El tomate (Solanum lycopersicum) es el segundo cultivo hortícola más importante a nivel 

mundial, después de la patata, con cerca de 100 millones de toneladas de fruta fresca 

cultivadas en 3,7 millones de hectáreas (FAO 2021) y los países en desarrollo de Asia 

contribuyen con más de 1/3 del rendimiento total (FAO 2020). 

El patrón de comercio de tomate en 2018 muestra que los principales exportadores son 

Países Bajos, España, Francia, Bélgica e Italia en la Unión Europea; Marruecos, Túnez, 

Egipto, Burkina Faso y Senegal en África; y México, Canadá, Estados Unidos, Guatemala 

y República Dominicana en América. A nivel mundial, los tres principales exportadores 

de tomates en términos de valor son México, Países Bajos y España, y junto con 

Marruecos, representan el 62,6% de las exportaciones mundiales de tomates (Figura 7). 

En 2018, los principales países de la Unión Europea que importaron tomates españoles 

son Alemania, Francia, Países Bajos, Polonia y Reino Unido, lo que representa el 98% de 

las exportaciones de tomate de España. Sin embargo, a medida que España aumentó sus 

exportaciones a estos países, también disminuyó sus exportaciones a otros países como 

Lituania, Finlandia, Bélgica, Suecia, Italia, Reino Unido, Letonia, República Checa, 

Austria, Suiza, Países Bajos, Alemania y Francia (Ministerio de Agricultura, Pesca y 

Alimentación, 2019) 
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Figura 6. Aspecto del porte (a), ápice (b), hojas (c), racimos florales (d), flores (e) y racimos de frutos 

(f) del cultivar de tomate Moneymaker. 

Debido a su importancia económica, los científicos han prestado especial atención a las 

características agronómicas que afectan directamente el rendimiento final del fruto, como 

el patrón de ramificación, la arquitectura de la inflorescencia y el desarrollo del fruto 

(Mata-Nicolás et al., 2020). Se han identificado numerosos genes involucrados en 

características relacionadas con el rendimiento en el tomate (Mata-Nicolás et al., 2020, 

Ye et al., 2021). Además, el tomate tiene muchas características nutricionales, lo que lo 

hace popular entre personas de todo el mundo. Según las estadísticas del USDA, es una 

de las verduras bajas en calorías (extremadamente baja en grasas y cero colesteroles), con 

solo 18 calorías por cada 100 g (USDA, 2022). Su importancia nutricional se deriva del 

hecho de que es el cultivo hortícola que proporciona el mayor aporte de nutrientes a la 

población mundial dado su alto consumo per cápita, pues se consume tanto fresco como 

producto procesado en puré, sopas y productos enlatados. En cuanto a su calidad 

nutricional e interés como alimento funcional, el bajo aporte calórico combinado con su 
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alto contenido en fibra dietética, minerales, vitaminas y antioxidante hacen del tomate un 

componente muy apreciado de la dieta humana. La vitamina E (α-tocoferol), los 

carotenoides, el licopeno en particular y varios compuestos fenólicos se encuentran entre 

los principales componentes del fruto del tomate que tienen propiedades beneficiosas para 

la salud (Egea et al., 2022). El tomate tiene una capacidad de absorción de radicales de 

oxígeno total de 367 μmol TE/100 g, atribuida a los altos niveles de vitamina A y 

antioxidantes flavonoides, como α y ß-carotenos, xantinas y luteína. Estos antioxidantes 

tienen una eficacia potente para eliminar los radicales libres de oxígeno dañinos, 

mejorando así la visión nocturna de las personas y protegiéndolas del envejecimiento, los 

tumores y otros problemas relacionados con la salud (USDA, 2022)  

 

Figura 7. Valor exportado por país y su participación en las exportaciones mundiales. Figura 

obtenida del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentación (2019). 

El primer genoma del tomate se secuenció hace una década y la secuencia se encuentra 

ahora en su quinta iteración con 100 muestras de secuencias genómicas de un amplio 

espectro de parientes de cultivos de especies silvestres y variedades cultivadas (Seymour 

and Rose, 2022). Cabe señalar que la domesticación y el mejoramiento genético del 

tomate durante las últimas décadas han resultado en una disminución de la diversidad 

genética y una pérdida inesperada de algunos rasgos importantes, como el sabor, aroma 

y características de resistencia a los estresores (Zhu et al., 2018; Szymański et al., 2020). 

Con el cambio continuo en el estilo y nivel de vida, las personas se han esforzado por 

reintroducir los rasgos perdidos de los parientes salvajes en cultivares comerciales (Ye et 

al., 2021; Eshed et al., 1992; Eshed et al., 1994).  
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4.2. El tomate como planta modelo  

Los avances más importantes en la identificación de genes involucrados en la tolerancia 

al estrés abiótico se han logrado en la planta modelo Arabidopsis y en menor medida en 

ciertas especies cultivadas como el tomate. Sin embargo, aquí resaltamos la importancia 

del tomate como planta modelo, ya que su importancia económica y nutricional, su 

naturaleza diploide, la amplia gama de mutantes de un solo gen existente, su genoma 

relativamente pequeño (~900 Mb), su ciclo de vida relativamente corto, sus antecedentes 

genéticos bien conocidos, y la existencia de procedimientos experimentales para la 

transformación genética bien desarrollados lo convierten en un cultivo excelente para el 

avance del conocimiento en ciencias de la vida y ciencias de los alimentos, especialmente 

en la agricultura (Seymour y Rose, 2022; Lu et al., 2018; Chen et al., 2020) 

Con diferencia de Arabidopsis, sus características fisiológicas y anatómicas (tejidos 

adultos y jóvenes bien diferenciados y producción de un fruto grande y de interés 

comercial), el tomate es un excelente modelo por ejemplo para el estudio del transporte 

de iones salinos a larga distancia en condiciones de estrés salino. Un ejemplo de esto se 

comprueba con el estudio del gen SlSOS1, el cual juega un papel crítico en el reparto de 

Na+ entre los tejidos de la planta de tomate (Olías et al., 2009a, 2009b), lo que no se 

observa en Arabidopsis debido probablemente a su menor tamaño y similitud en los 

tejidos de parte aérea. Es por ello que, gracias al estudio de este gen en tomate, se ha 

demostrado que, aparte de su función principal de extruir Na+ de la raíz al igual que se 

observa en Arabidopsis, SlSOS1 retiene Na+ en las partes adultas de la planta de tomate 

evitando que llegue a las hojas jóvenes fotosintéticamente activas. Otro ejemplo 

interesante en el que el tomate como planta modelo ha jugado un papel importante es el 

gen CBL10. Dicho gen está involucrado en la protección del ápice de la planta de tomate 

en condiciones de estrés salino, y los mutantes de CBL10 muestran una alta 

susceptibilidad a la toxicidad de iones en la parte más joven de la parte aérea. Se ha 

descubierto que la baja acumulación de Na+ en los mutantes en realidad se debe a una 

distribución alterada de Na+ en la parte aérea, y no a una acumulación menor de Na+ en 

general (Figura 8). Además de avances en estrés salino, el tomate ha permitido grandes 

avances en el conocimiento de cómo la maquinaria vegetal responde a otros estreses 

abióticos, como diferentes intensidades lumíninicas, sequía o estrés por frío (Kissoudis et 

al., 2016). 

En cuanto a los estreses bióticos, El tomate se ve significativamente afectado por una 

variedad de patógenos (incluyendo bacterias, hongos, oomicetos, virus y nematodos) 

durante el cultivo y en la etapa de poscosecha (Arie et al., 2007). Los rápidos avances en 

las técnicas ómicas integradoras y otras técnicas novedosas que emplean el tomate como 

material vegetal han facilitado una aclaración completa de la maquinaria molecular que 

subyace en la interacción entre el tomate y ciertos patógenos (Szymański et al., 2020; 

Chen et al., 2021). Es importante destacar que la interacción fruto-patógeno del tomate 

es un excelente sistema para investigar la transición de la resistencia a la susceptibilidad 

en las plantas (Arie et al., 2007; Blanco-Ulate et al., 2013; Silva et al., 2021). Se han 

empleado técnicas transcriptómicas, proteómicas y metabolómicas para documentar las 
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respuestas globales del tomate a las infecciones (Szymański et al., 2020, Blanco-Ulate et 

al., 2013; Silva et al., 2021). Por lo general, los frutos de baja madurez son más resistentes 

a los patógenos, pero gradualmente se vuelven susceptibles cuando se activa el programa 

de maduración (Silva et al., 2021). Acompañada de variaciones bioquímicas y fisiológicas 

sustanciales, la maduración del fruto está coordinada por eventos de señalización 

complejos a nivel transcripcional, postranscripcional y epigenético (Chen et al., 2020; 

Zhou et al., 2022) 

 

Figura 8. El tomate es un buen modelo para estudiar el transporte a larga distancia del ion tóxico 

Na+, como se demostró en el mutante Slcbl10 de pérdida de función (Egea et al. 2018). La alta 

sensibilidad a la sal del mutante Slcbl10 de tomate no se debió a una mayor acumulación de Na+, sino a la 

alteración del patrón de acumulación de Na+, ya que no se retiene Na+ ni en la raíz ni en las partes adultas 

de la planta, llegando así a las partes jóvenes y ápice de la planta. 

Por otro lado, el fruto de tomate es el modelo más utilizado para la investigación de la 

regulación del desarrollo de la maduración en especies con frutos carnosos, y existe un 

conjunto profundo de recursos para ayudar a diseccionar los eventos bioquímicos, 

moleculares y genéticos relacionados con el control de la maduración de los frutos de 

tomate (Seymour and Rose, 2022). Algunos frutos, especialmente los frutos climatéricos, 

se cosechan en una madurez más baja y se utilizan como alimentos para los consumidores 

en la madurez adecuada mediante procesamiento postcosecha durante la cosecha, el 

almacenamiento, la entrega y la comercialización. Por lo tanto, es necesario la 

manipulación del procesamiento de maduración para mantener la calidad del fruto y 

proporcionar alimentos con las mejores propiedades organolépticas en el momento 

adecuado para los consumidores (Chen et al., 2020; Lu et al., 2018). El desarrollo del 

fruto del tomate se puede clasificar en dos procesos de desarrollo principales: desarrollo 

Mutante Slcbl10 WT 
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temprano del fruto y maduración del fruto, mientras que la estructura morfológica y el 

tamaño del fruto se determinan principalmente en la etapa temprana de desarrollo del 

fruto. El desarrollo temprano del fruto del tomate se puede dividir en tres etapas: (1) 

desarrollo del ovario y cuajado del fruto; (2) división rápida de las células y aumento 

significativo en el número de células; (3) desencadenante del crecimiento y desarrollo del 

fruto del tomate. La maduración del fruto del tomate tiene características de etapa 

relacionadas con el color y firmeza, por lo que el proceso de maduración se clasifica 

como: verde inmaduro (IMG), verde maduro (MG), rompedor o ‘breaker’ (Br), naranja 

(Or) y rojo maduro (RR) (Klee y Giovannoni, 2011) (Figura 9). La maduración del fruto 

está acompañada por la formación de muchos rasgos relacionados con la calidad, como 

la firmeza, el color, el aroma, las vitaminas y otros. El silenciamiento de genes inducido 

por virus (VIGS) ha demostrado ser una técnica eficaz para el examen rápido de las 

funciones de los genes en las plantas, en particular para el color del fruto y otros fenotipos 

obviamente visibles (Becker, 2013). En términos de frutos de tomate, VIGS ofrece una 

alternativa rápida para eliminar la expresión de un gen específico sin la tediosa 

transformación genética a través del cultivo de tejidos (Ji et al., 2020). El sistema VIGS 

basado en TRV se puede introducir eficientemente mediante la infiltración en frutos de 

tomate por inyección en el fruto unido a la planta huésped (Fu et al., 2005). Como 

ejemplos definitivos, VIGS-SlPDS, SlEIN2, SlCTR1 y SlEILs (los genes relacionados 

con la biosíntesis del licopeno y la señalización del etileno) dieron como resultado 

fenotipos de color no uniforme similares a los observados más tarde por transformación 

estable con constructos de ARNi o CRISPR-Cas9 (Fu et al., 2005), acortando 

significativamente el tiempo requerido para la identificación preliminar de las funciones 

génicas. De manera similar, esta técnica también se ha aplicado para desarrollar un 

sistema de reportería visual en algunas líneas específicas de tomate transgénico basado 

en la acumulación de antocianinas (Orzaez et al., 2009). A su vez, el estudio de mutantes 

como el mutante Rin (que presenta defectos en la suavidad del fruto y no muestra el pico 

respiratorio y de etileno característico) o el mutante Cnr (que tiene un fenotipo de 

maduración parcial), han permitido mediante el uso de las ciencias ‘ómicas’ el avance en 

el conocimiento acerca de la maquinaria reguladora aguas arriba de los sistemas de 

señalización relacionados con etileno y la maduración. 

Además, el tomate se ha utilizado ampliamente como un material excelente para 

investigar los mecanismos que subyacen a la ramificación de la inflorescencia, la 

floración y la determinación del destino del meristemo apical del brote o SAM (por sus 

siglas en inglés, shoot apical meristem) ya que es una especie con crecimiento simpodial, 

en el cual la actividad de las células madre determina la arquitectura de la planta, el tiempo 

de floración, la estructura de la inflorescencia, el tamaño del fruto, el índice de cosecha y 

el rendimiento final del fruto (Thouet et al., 2008; Park et al., 2014). 

Por último, como componente importante en las dietas humanas, el tomate también ha 

sido un excelente material experimental para la ciencia de los alimentos debido a sus 

abundantes nutrientes beneficiosos y antioxidantes (Bai et al., 2007; Ye et al., 2021). 

Además de azúcares, ácidos orgánicos, aminoácidos y otros metabolitos primarios, el 
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tomate también es abundante en pigmentos, flavonoides, volátiles y otros metabolitos 

secundarios. Por otro lado, el tomate también tiene algunos metabolitos secundarios 

específicos que se acumulan en niveles milimolares, que muestran actividad 

antimicrobiana, como la α-tomatina (You y van Kan, 2017). El tomate y sus productos 

procesados siempre contienen altos niveles de licopeno y β-caroteno, por lo que se los 

considera fuentes importantes de licopeno y provitamina A en la dieta humana (Zhu et al., 

2018). Debido a la presencia de fitoquímicos que promueven la salud, como los 

tocoferoles y los flavonoides en el tomate, el tomate y sus productos procesados se 

catalogan como alimentos funcionales (USDA, 2022). Se han generado cultivares de 

tomate y líneas transgénicas con niveles más altos de licopeno, β-caroteno, zeaxantina y 

luteína después de la domesticación y el mejoramiento genético (Fraser y Bramley, 2004).  

 

Figura 9. Desarrollo del fruto de tomate (Solanum lycopersicum). Figura obtenida de Liu et al. (2022). 

 

4.3. Estrategias para aumentar la tolerancia a estreses abióticos  

La tolerancia al estrés abiótico en plantas es un desafío cada vez más importante en un 

mundo que se enfrenta a un cambio climático constante. Para garantizar la seguridad 

alimentaria a largo plazo, es crucial comprender mejor los mecanismos de respuesta y 

adaptación de las plantas a estos estreses. Una de las estrategias clave para aumentar la 

tolerancia a los estreses abióticos en las plantas es la mejora genética, mediante la 

identificación y selección de variedades más tolerantes a estos factores. La investigación 

en biotecnología y la ingeniería genética ha llevado al desarrollo de nuevas tecnologías 

que permiten la modificación genética de las plantas para aumentar su tolerancia al estrés 

abiótico, aspecto en el que se hace clave el estudio de genes de interés mediante el análisis 

de mutantes (Eckart et al 2023; Verslues et al., 2023).  

Mejora genética del tomate 

El tomate ha sido una de las especies que ha recibido mayor inversión en la mejora 

genética, logrando grandes progresos en las últimas décadas. En la actualidad se han 

recolectado y catalogado más de 83,000 accesiones de tomate que han sido conservadas 

meticulosamente en bancos de semillas ubicados en distintas partes del mundo (Bauchet 

y Causse, 2012; Schwarz et al., 2014). Actualmente, los cultivares disponibles cuentan 
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con resistencias a numerosos patógenos (Bai y Lindhout, 2007) pero en el contexto de 

cambio climático actual, uno de los objetivos prioritarios de mejora es el desarrollo de 

cultivos tolerantes a estreses abióticos. En nuestro país, gran parte de la producción de 

tomate se obtiene en áreas con problemas de sequía y salinidad, especialmente en 

Andalucía y Murcia. Por lo tanto, los programas de mejora que permitan aumentar la 

tolerancia del tomate a dichos estreses ambientales tendrán un impacto positivo en la 

economía de estas zonas productoras.  

Para llevar a cabo un programa de mejora genética eficiente, es fundamental contar con 

fuentes de diversidad genética dentro de la especie, así como que exista la capacidad de 

heredar los rasgos de interés. La mejora genética tradicional o clásica implica el cruce de 

variedades de élite cuidadosamente seleccionadas dentro de la misma especie, o el cruce 

de una variedad de élite con una especie filogenéticamente cercana. La obtención de 

nuevas variedades a través de esta estrategia es un proceso muy laborioso, y la elección 

adecuada de los parentales es un paso crucial que requiere un conocimiento detallado del 

germoplasma disponible (Causse et al., 2006).  

Uno de los principales cuellos de botella en los programas de mejora es la fuerte reducción 

de la diversidad fenotípica y genética en los germoplasmas modernos, debido por un lado 

a la domesticación (ya que históricamente los programas de mejora se enfocaban en 

obtener altos rendimientos, con frutos de gran calidad organoléptica y nutricional, 

reduciendo los costos de producción, pero dejando atrás aspectos importantes como la 

resistencia a las condiciones ambientales adversas), y por otro al desarrollo de cultivares 

comerciales, lo que ha llevado al fenómeno de erosión genética (Gascuel et al., 2017; 

Yolcu et al., 2020). Por lo tanto, la agricultura moderna ahora depende de un número 

relativamente pequeño de híbridos uniformes y cultivares comerciales de los principales 

cultivos. No obstante, las especies silvestres pueden considerarse reservorios primarios 

de diversidad genética y merecen una gran atención en la exploración de genes vinculados 

a sus rasgos de tolerancia al estrés. En comparación con los cultivos modernos, sus 

ancestros silvestres podían tolerar y prosperar de manera efectiva en una amplia variedad 

de estreses ambientales, como se observó en las especies silvestres de tomate (Bolarín et 

al., 1991, 2001; Albaladejo et al., 2017). Un ejemplo de ello es la especie S. pennellii, que 

crece en hábitats extremadamente secos del Perú Occidental y tiene una gran tolerancia a 

la salinidad y sequía. Por otro lado, S. habrochaites puede tolerar el frío y las heladas, 

mientras que algunas variedades de S. lycopersicum L. cerasiforme tienen tolerancia a la 

humedad. Estas características hacen que las especies silvestres de tomate sean valiosas 

para la mejora genética del tomate cultivado (Cuartero et al., 2010). Es posible cruzar 

todas las variedades silvestres de tomate con la variedad cultivada, siempre y cuando se 

utilice esta última como receptor de polen, aunque la eficacia de este proceso puede variar 

(Bedinger et al., 2011). Por lo tanto, una estrategia prometedora para mejorar el 

rendimiento de los cultivos actuales en condiciones desfavorables es identificar los 

factores que confieren tolerancia a diferentes tipos de estrés en las especies silvestres, y 

eventualmente transferir estos factores a las especies cultivadas que están 

filogenéticamente relacionadas. 
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Además de las especies silvestres, las variedades tradicionales o variedades locales 

también son importantes fuentes de variabilidad genética. Se refieren a variedades 

seleccionadas y desarrolladas por agricultores locales durante cientos o algunos miles de 

años, para satisfacer sus necesidades de adaptación a sus entornos locales, que pueden 

exhibir especificidades en la calidad del fruto, por lo que constituyen un excelente 

material de mejoramiento para fortalecer la tolerancia al estrés y aumentar la calidad del 

fruto (Gascuel et al., 2017). Para la tolerancia al estrés abiótico, se han recolectado 

variedades relevantes de áreas semiáridas y áridas, como la cuenca del Mediterráneo, 

donde las plantas están expuestas a múltiples factores estresantes ambientales que 

interactúan, como la sequía, el calor, la salinidad y el exceso de radiación lumínica. Bajo 

estas condiciones estresantes, las plantas alteran su metabolismo y perfil de expresión 

génica hacia la adaptación fisiológica y morfológica y la biosíntesis de metabolitos 

particulares (Balestrini et al., 2021).  

Nuestro grupo lleva varios años trabajando con una colección de variedades tradicionales 

recolectada por la Red de Agroecología y Ecodesarrollo de la Región de Murcia 

(RAERM) y conservadas y registradas en el banco de semillas del Servicio de 

Experimentación Agrícola y Forestal de la Universidad de Murcia (SEAF-UM) (Egea-

Fernandez et al., 2015). Estas variedades están adaptadas a las diferentes condiciones de 

clima y suelo adversas, en algunos casos extremas, de sus respectivas localidades de 

origen (escasez de precipitaciones, alto contenido de sales en los suelos, altas o bajas 

temperaturas en el ambiente…). Por todo ello dicha colección constituye un excelente 

material para abordar la selección y caracterización de variedades con un óptimo balance 

tolerancia a salinidad vs productividad vs calidad de fruto. Los avances obtenidos hasta 

el momento quedan recogidos en la reciente revisión Egea et al. (2022). Brevemente, se 

ha analizado conjuntamente la tolerancia a estrés abiótico y la calidad del fruto de 

variedades que tenían características morfológicas muy diferentes entre ellas, y 

comparado con el cultivar comercial Moneymaker (utilizado como referencia). Los 

resultados son muy prometedores, como hemos comprobado que son capaces de mantener 

la producción y a la misma vez incrementar la calidad del fruto con la salinidad incluidos 

los metabolitos secundarios (Massaretto et al., 2018; Meza et al., 2020).  

La investigación en biología molecular y genómica han brindado a los mejoradores 

herramientas eficaces para la mejora genética. Un caso es la selección asistida por 

marcadores moleculares. El desarrollo de estos marcadores ha permitido la creación de 

mapas genéticos de alta densidad en el genoma del tomate, lo que ha facilitado la 

identificación de los caracteres cuantitativos en QTLs y ha allanado el camino para el 

mapeo físico y el clonaje molecular de los factores genéticos responsables de estos 

caracteres (Causse et al., 2006; Bauchet y Causse, 2012; Capel et al., 2015; Capel et al., 

2017). Además, la secuenciación completa del genoma del tomate ha sido un gran avance 

hacia la comprensión de las bases genéticas y moleculares que regulan el desarrollo, la 

maduración del fruto y las respuestas a diversos tipos de estrés (The Tomato Genome 

Consortium, 2012). Por otro lado, el avance de la ingeniería genética en las últimas 

décadas ha permitido superar la limitación de la capacidad de entrecruzamiento entre 
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especies, lo que no era posible en la mejora tradicional. De esta forma, es posible 

introducir un carácter específico en un cultivar de interés agronómico mediante 

transformación vegetal y regeneración in vitro de plantas transformadas, en un período 

de tiempo mucho más breve que el requerido por la mejora tradicional o la asistida por 

marcadores (Bergougnoux, 2014). Además, las tecnologías de edición genómica han 

revolucionado la ingeniería genética en los últimos años, especialmente el sistema 

CRISPR-Cas9, que consta de la nucleasa Cas9 y un ARN guía que se dirige a la secuencia 

genómica de interés, permitiendo la modificación del ARN de forma rápida, directa y 

precisa, incluso de múltiples genes simultáneamente (Voytas y Gao, 2014). Esta técnica 

innovadora se ha utilizado con éxito no solo en plantas modelo, sino también en especies 

agronómicas de interés, como el tomate, el arroz, el trigo, el maíz o la patata (Voytas y 

Gao, 2014; Schaart et al., 2016). En el caso del tomate, CRISPR-Cas9 se ha utilizado con 

éxito para obtener avances como frutos partenocárpicos, frutos de mejor calidad 

nutricional con un mayor contenido de licopeno o de ácido ascórbico, así como acelerar 

el tiempo de floración del tomate, producir tomates con mayor tiempo de vida útil, y 

producir tomates resistentes al virus del mosaico del tabaco (TMV) o al mildiú velloso 

(Ueta et al., 2017; Li et al., 2018; Wu et al., 2020; Cai et al., 2021; Liu et al., 2021; Zhao 

et al., 2021; Yang et al 2023). Es importante destacar que algunos de estos avances aún 

no se han comercializado a gran escala, y su aplicación en la industria agrícola está en 

proceso de evaluación y regulación por parte de las autoridades correspondientes. 

Análisis de mutantes como herramienta para la identificación de genes 

Por otro lado, el análisis de mutantes es una técnica comúnmente usada para investigar 

los mecanismos de tolerancia a los estreses abióticos e identificar los genes que los 

controlan. La mutagénesis insercional con T-ARN es una estrategia comúnmente utilizada 

para generar colecciones de mutantes, como se ha demostrado en varias especies, 

incluyendo Arabidopsis, arroz, maíz, soja y tomate. Provoca la interrupción o 

modificación de la expresión de los genes al insertar una secuencia invasora de ARN en 

las regiones codificantes del gen o en las regiones reguladoras adyacentes (Atkinson y 

Urwin, 2012). Debido a que se conoce la secuencia del elemento insertado, se puede 

clonar fácilmente el gen afectado mediante técnicas de PCR. La caracterización del 

mutante resultante de la inserción no solo proporciona información valiosa sobre la 

función del gen mutado, sino que además, la presencia del T-ARN etiqueta el gen, 

facilitando su aislamiento. La identificación de los genes implicados en la tolerancia a la 

salinidad puede proporcionar la base científica para abordar los programas de mejora 

genética en los años venideros.  Los estudios que analizan mutantes han proporcionado 

un gran conocimiento en la actualidad sobre los muchos genes que controlan rasgos 

agronómicos complejos, particularmente en tomate (Pérez-Martín et al., 2017; Rothan et 

al., 2019; Salava et al., 2021).  

Esta tesis doctoral se enmarca en un proyecto de investigación liderado por los profesores 

Mª Carmen Bolarín (CEBAS-CSIC), Vicente Moreno (IBMCP-UPV) y Rafael Lozano 

(Universidad de Almería) en el que se ha creado la primera colección de mutantes 
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insercionales del cultivar comercial de tomate (cv. Moneymaker) y una accesión de la 

especie silvestre Solanum pennellii (PE47) (Atarés et al., 2011; Pérez-Martín et al., 2017). 

El análisis de esta colección ha permitido la identificación y caracterización de algunos 

genes clave implicados en la respuesta a la salinidad en tomate. Un ejemplo de mutante 

T-ADN de S. lycopersicum, es el mutante Slcbl10, estudiado en esta tesis doctoral, 

capítulo I). No obstante, no todos los mutantes con un fenotipo de interés de la colección 

son insercionales, sino que algunos pueden ser de tipo somaclonal. Esto ocurre cuando se 

producen alteraciones en algún gen durante el proceso de regeneración in vitro de las 

plantas transformadas. El gen alterado no queda identificado por el inserto T-ADN 

(Mohan Jain, 2001; Bairu et al., 2011), y a pesar de que identificar el gen alterado en estos 

mutantes es más difícil, algunos de ellos tienen un interés fenotípico significativo, lo que 

muestra la importancia del gen responsable de dicho fenotipo. Un ejemplo de un mutante 

somaclonal es el mutante rbohg de S. lycopersicum, renombrado como Sodgat y estudiado 

en esta tesis doctoral, Capítulo II). 

Aunque las prácticas de mejora genética y el análisis de mutantes son estrategias clave 

para aumentar la tolerancia de las plantas al estrés abiótico y han aportado grandes 

avances, aún existe en la actualidad una serie de aspectos pendientes y urgentes que 

requieren de más investigación. Entre ellos se incluyen la comprensión detallada de los 

mecanismos celulares y moleculares que regulan las respuestas de las plantas al estrés 

abiótico, la identificación de los principales genes y redes de genes que controlan la 

tolerancia al estrés abiótico en diferentes especies de plantas, y la identificación de 

marcadores moleculares que permitan la selección rápida y precisa de plantas más 

tolerantes a los estreses abióticos. También se hace esencial comprender cómo el cambio 

climático afectará la distribución geográfica de las plantas y cómo esto afectará la 

producción de alimentos y la biodiversidad (Verslues et al., 2023). Para abordar estas 

necesidades prioritarias, se requiere no solo de una mayor inversión en la investigación, 

sino además de una mayor colaboración interdisciplinaria entre científicos de diferentes 

campos y una mejora en la disponibilidad y accesibilidad de datos y recursos genéticos 

para apoyar la investigación. 

5. Genes involucrados en la tolerancia a estrés abiótico de tomate a largo plazo  

A pesar de los muchos genes manipulados a través de la ingeniería genética con el 

objetivo de fomentar plantas tolerantes al estrés abiótico aún queda mucho pendiente por 

conocer (Kotula et al., 2020). Una de las razones de ello es que la respuesta al estrés 

abiótico ha sido generalmente estudiada a corto/medio plazo pero no a largo plazo, y se 

sabe que la variación en la tolerancia al estrés abiótico puede depender fuertemente de las 

condiciones impuestas, el nivel de estrés, la duración del tratamiento y las condiciones de 

cultivo, así como la etapa de crecimiento estudiada (Cuartero et al., 2009). En 

consecuencia, la utilidad de las pruebas in vitro, a menudo utilizadas para evaluar la 

tolerancia a la sal, puede no ser tan útil porque las condiciones de transpiración tienen 

una gran influencia en el transporte y la tolerancia de Na+. En condiciones in vivo, es 

evidente que, entre otros factores, la humedad relativa del ambiente es un factor 
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primordial que afecta al cierre estomático y al estado hídrico de la planta (Driesen et al., 

2022). En consecuencia, los mecanismos de tolerancia predominantes destinados a 

mantener un equilibrio óptimo entre la tolerancia y el crecimiento vegetativo o 

reproductivo pueden ser diferentes. Por ejemplo, el mecanismo de evasión utilizado por 

las plantas contra el estrés osmótico causado por sequía, salinidad u otros factores 

estresantes puede tener efectos negativos a largo plazo porque una menor pérdida de agua 

inducida por el cierre estomático eventualmente afectará la fotosíntesis y, por lo tanto, al 

crecimiento de la planta y a la producción (Ruiz-Lozano et al., 2010).  

Las diferencias encontradas en el grado de tolerancia de ciertos genotipos en la etapa 

vegetativa o reproductiva se asocian principalmente al coste energético debido al uso 

parcial de metabolitos y nutrientes para la recuperación de la homeostasis en lugar de 

usarlos para el crecimiento (Verslues et al., 2023). Por lo tanto, es necesario tener en 

cuenta que el crecimiento y el desarrollo de las plantas dependen de la disponibilidad de 

recursos ambientales esenciales como la luz, el agua y los nutrientes, mientras que las 

limitaciones ambientales como la sequía, el calor, la salinidad, el frío y la luz intensa 

pueden afectar negativamente al crecimiento y rendimiento de las plantas. Para hacer 

frente a estas condiciones, el metabolismo de la planta debe modificarse para que sea 

posible producir los compuestos necesarios para hacer frente al estrés; por lo tanto, las 

plantas deben dividir estos recursos entre diferentes funciones fisiológicas en 

competencia, como el crecimiento, el mantenimiento y la reproducción, siendo estas 

funciones mutuamente excluyentes. Este uso múltiple de recursos limitados implica 

compensaciones inevitables en la asignación de recursos (Munns et al., 2020; Verslues et 

al., 2023), lo que plantea la cuestión de si la tolerancia del genotipo puede diferir según 

la etapa de desarrollo, vegetativa o reproductiva. Un ejemplo es el caso del gen HAL1 en 

tomate, capaz de reducir la absorción y acumulación de Na+ en las plantas. La 

sobreexpresión de este gen no mejoró el rendimiento del fruto bajo estrés salino a pesar 

de una menor acumulación de Na+, debido a la necesidad de síntesis de osmolitos que 

penalizó el crecimiento y afectó negativamente el rendimiento del fruto (Gisbert et al., 

2000; Muñoz-Mayor et al., 2008). Esto demuestra la importancia de diferentes 

mecanismos de tolerancia para el crecimiento óptimo de la planta y explica los resultados 

heterogéneos en estudios de tolerancia al estrés abiótico.  

En los últimos años, los avances en técnicas de fenotipado de alto rendimiento en 

condiciones controladas y en el campo han permitido progresos valiosos en la evaluación 

de la tolerancia a estrés abiótico (Kuromori et al., 2022) y el uso de análisis de imágenes 

y el aprendizaje automático han mejorado la precisión y eficiencia de los estudios de 

manera significativa (Singh et al., 2021). Aunque se precisa de estudios bajo condiciones 

ambientales controladas, el fenotipado moderno de alto rendimiento permite la 

adquisición de datos temporales y espaciales más allá del fenotipo terminal con menos 

esfuerzo y tiempo que el fenotipado manual (Z. Li et al., 2021). Esto facilitará una mejor 

comprensión del papel de los genes clave en la tolerancia de las plantas y la realización 

de experimentos a largo plazo bajo diferentes condiciones ambientales. Esto debería 

facilitar un progreso más rápido en la aclaración del papel de los genes clave implicados 
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en la tolerancia de las plantas a nivel de producción y en la realización de experimentos 

a largo plazo bajo diferentes condiciones ambientales. 

Para conseguir genotipos de tomate capaces de mantener la productividad y el 

rendimiento frente a las condiciones estresantes esperadas por el cambio climático, una 

prioridad es la identificación de genes clave involucrados en la tolerancia del tomate al 

estrés abiótico, tanto a corto/medio como a largo plazo.  

5.1. Genes de señalización  

La entrada de Ca2+ a través de la membrana plasmática, tonoplasto y/o retículo 

endoplasmático a través de los canales catiónicos genera cambios en el nivel de Ca2+ del 

citoplasma y activa las cascadas de señalización. Estos aumentos transitorios de Ca2+ son 

percibidos por proteínas efectoras reguladas por Ca2+, como las calmodulinas (CaMs), las 

proteínas tipo calcineurina B (CBLs) y las proteínas quinasa dependientes de Ca2+ 

(CDPKs) (White y Broadley, 2003; Cheong et al., 2007). Las CaMs son proteínas 

altamente conservadas que se unen al Ca2+ y regulan una amplia variedad de proteínas 

efectoras, mientras que las CBLs y CDPKs son importantes para la regulación de la 

absorción de nutrientes y el mantenimiento de la homeostasis de iones (White y Broadley, 

2003; Cheong et al., 2007). 

Las CBLs (Calcineurin B-Like protein), ampliamente distribuidas en todo el reino 

vegetal, son similares a la subunidad reguladora B de la calcineurina y a los sensores 

neuronales de Ca2+
 (Liu y Zhu, 1998; Kudla et al., 1999) y un dominio de unión a calcio 

altamente conservado que se encuentra en la región N-terminal y está compuesto por 

cuatro estructuras en forma de hélice-bucle-hélice conocido como “EF-hand” que les 

permite actuar como sensores de calcio y detectar cambios en los niveles intracelulares 

de calcio. Además, presentan un dominio de interacción con la quinasa asociada a CBL 

(CIPK) que les permite activarlas formando un complejo CBL-CIPK que juega un papel 

importante en la regulación de procesos fisiológicos y respuestas a estrés en la planta. Por 

último, presenta un dominio en la región C-terminal en el que se encuentran secuencias 

variables que determinan la especificidad de interacción con diferentes proteínas y 

participan en la función específica de cada miembro de la familia CBL (Guo et al., 2001; 

Luan et al., 2002). Las proteínas CBL se localizan principalmente en la membrana 

plasmática y en menor medida en otros orgánulos celulares, como el retículo 

endoplásmico y el núcleo.  

Por otro lado, las proteínas CIPK son reguladores importantes en la señalización de calcio 

y la respuesta a estímulos ambientales en las plantas y se localizan en diferentes partes de 

la célula, incluyendo la membrana plasmática, el citosol, el núcleo y las mitocondrias, 

dependiendo de su función específica en la señalización celular y las respuestas a los 

estímulos ambientales. (Figura 10) (Batistic y Kudla, 2009). Constan de un dominio de 

quinasa, un dominio de interacción CBL y un dominio regulador. Ambas proteínas pueden 

interactuar con una variedad de proteínas diferentes además de entre sí, lo que sugiere 
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que estas proteínas tienen una función diversa en la regulación de la señalización celular 

en las plantas (Pandey et al., 2008; Weinl et al., 2009; Geiger et al., 2010).  

 

Figura 10. Estructura esquemática de CBL y CIPK y el complejo CBL-CIPK. a) Molécula CBL con 

cuatro manos EF y el sitio de fosforilación PFPF en el extremo C-terminal. b) Estructura CIPK con dominio 

catalítico N-terminal y dominio regulador C-terminal. c) CIPK individual permanece en un estado inactivo 

y la unión de CBL lo libera de la autoinhibición. La eliminación de CBL puede hacer que vuelva a estar 

inactivo. Figura modificada de Sanyal et al. (2015). 

A través de estudios con mutantes de Arabidopsis, se descubrió que los complejos CBL-

CIPK están involucrados en la mediación de señales de Ca2+ en respuesta a diferentes 

estímulos ambientales, como frío, ABA, salinidad, estrés osmótico, baja concentración de 

K+ y pH alto (Kim, 2013). La combinación de diferentes complejos CBL-CIPK puede 

generar señales específicas de Ca2+ temporal y espacialmente distintas (Guo et al., 2001). 

Además, se ha sugerido que las proteínas CBL también pueden interactuar directamente 

con una proteína diana, regulando negativamente su actividad de manera independiente a 

CIPK (Ren et al., 2013). Las proteínas CBL también influyen en la localización de los 

complejos CBL-CIPK en diferentes regiones celulares (generalmente en la membrana 

celular) lo que contribuye a la especificidad espacial en el reconocimiento del objetivo 

(Batistič et al., 2010; Tang et al., 2014), siendo clave para ello la modificación lipídica. 

Las CBLs presentan un sitio de modificación lipídica en la región N-terminal para la 

prenilación y uno de miristoilación en la región C-terminal. La prenilación es esencial 

para la localización de la proteína CBL en la membrana plasmática y su interacción con 

quinasas CIPK, lo que es importante en la señalización de estrés abiótico. La 

miristoilación no es esencial para la localización de CBL en la membrana, pero puede 

tener un papel en la regulación de la actividad de la proteína (Sanyal et al., 2015).  
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Son cada vez más frecuentes los estudios realizados para conocer el papel de las 

interacciones CBLs-CIPKs en la respuesta de tomate para diferentes tipos de estrés 

abiótico, en la regulación de la apertura y cierre estomático y en la absorción de nutrientes 

a través de señales de Ca2+. 

5.2. La ruta SOS en tomate. Papel del gen SlSOS1 

La ruta SOS tiene un papel central en la detección y señalización de la tolerancia a la sal. 

Es una vía muy conservada evolutivamente, que consiste en el intercambiador de Na+/H+ 

SOS1 y las proteínas reguladoras SOS2 y SOS3, descubiertas durante la selección 

genética de tres mutantes hipersensibles a la sal (sos) en Arabidopsis (Steinhorst y Kudla, 

2019). Los niveles elevados de Na+ intracelular pueden inducir la señalización de Ca2+ 

como segundo mensajero, activando el componente SOS3 de la vía (también conocido 

como CBL4, calcineurin B-like protein 4), que se une y activa a la proteína quinasa SOS2 

(también conocida CIPK24, CBL-interacting protein kinase 24), una proteína quinasa de 

serina/treonina que pertenece a la familia SnRK3 (sucrose non-fermenting-1 (SNF1)-

related protein kinases). A continuación, el complejo SOS2/SOS3 fosforila y activa el 

antiportador de Na+/H+ SOS1 de la membrana plasmática, que expulsa los iones Na+ fuera 

de la célula limitando su acumulación en el citoplasma (Figura 11) (Shi et al., 2000; Qiu 

et al., 2002; Quintero et al., 2002).  

 

Figura 11. Modelo de la ruta SOS para las respuestas de estrés salino. Una alta concentración externa 

del sal dispara una señal de Ca+2 en el citosol que activa a SOS3 (CBL4), que a su vez interacciona con 

SOS2 (CIPK24). El complejo SOS2/SOS3 fosforila y activa a SOS1, que es un antiportador Na+/H+ de 

membrana que extruye Na+ al apoplasto. La activación de SOS1 requiere el anclaje a la membrana 

plasmática del complejos SOS2/SOS3 a través de la miristoilación del extremo N-terminal de SOS3. Figura 

de Gupta and Huang (2014). 

La sobreexpresión de AtSOS1 conduce a una acumulación reducida de Na+ tanto en el 

xilema como en los brotes de Arabidopsis (Shi et al., 2003) y los genes pertenecientes a 

la ruta SOS en tomate son homólogos a los de Arabidopsis (Olías et al., 2009a, 2009b). 

Belver et al. (2012) demostraron que la secuencia de nucleótidos de tomate similar a SOS2 

aislada es el verdadero ortólogo de AtSOS2 y, por lo tanto, la proteína codificada debería 

operar en la ruta de transducción de señales de sal de SOS de tomate. La expresión de 

SOS1 es específica de ciertas partes de la planta, como la epidermis de la raíz y las células 
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del parénquima del xilema en raíces y tallos (Wu et al., 1996). En el ápice de la raíz, la 

función principal de SOS1 es evitar la acumulación excesiva de Na+ en las células 

radiculares, ya que estas carecen de un sistema vacuolar bien desarrollado para contener 

el exceso de este catión (Shi et al., 2002). Sin embargo, como ya se mencionó, las 

diferencias morfológicas entre Arabidopsis y tomate pueden explicar los papeles no 

compartidos de estos genes ortólogos en la parte aérea, por lo que SlSOS1 retiene Na+ en 

los tejidos adultos de la parte aérea impidiendo que llegue a los tejidos jóvenes 

fotosintéticamente activos (Olías et al., 2009a). En consecuencia, SlSOS1 tendría un 

papel importante evitando la acumulación de Na+ en las hojas jóvenes, mientras que 

probablemente tendría un papel menos relevante en las hojas adultas. Esto se debe a que 

el sistema de salida de Na+ en la membrana plasmática no es esencial para prevenir la 

toxicidad de Na+ en células que tienen un mecanismo eficiente de compartimentalización 

de dicho ion en vacuolas, como ocurre en las hojas adultas en comparación con las 

jóvenes.  

Curiosamente, cuando Albaladejo et al. (2017) estudiaron los mecanismos utilizados por 

la especie de tomate silvestre tolerante a la sal S. pennellii para enfrentar el estrés salino, 

encontraron niveles más altos de transcritos de SpSOS1 en el primer conjunto de hojas 

verdaderas a pesar del carácter de inclusión de Na+ de esta especie. Estos resultados 

sugieren que SOS1 tiene un papel importante para conferir tolerancia a la sal a esta 

especie silvestre, como también se observó en la halófita Thellungiella estrechamente 

relacionada con Arabidopsis, donde la reducción de la expresión de SOS1 hizo que la 

planta fuera tan sensible al Na+ como Arabidopsis (Oh et al., 2009). Como S. pennellii 

depende del Na+ para el ajuste osmótico, esto implica que sus hojas requerían un 

suministro constante de Na+ a través del flujo de transpiración, según lo determinado para 

otras especies halófitas con un comportamiento de inclusión de Na+ (Katschnig et al., 

2015). De esta forma, ese mayor nivel de expresión de SpSOS1 detectado en hojas de S. 

pennellii parecería indicar que SOS1 puede coordinar la (re)dirección de Na+ a tejidos 

específicos que dependen de Na+ para el ajuste osmótico. En resumen, el papel de SOS1 

en la parte aérea de tomate cultivado y silvestre está asociado con la dirección de Na+ 

hacia diferentes tejidos para la acumulación efectiva de iones y el ajuste osmótico ante el 

estrés. 

5.3. Genes reguladores. Factores de transcripción. 

Los genes que codifican para factores de transcripción (TF) son uno de los grupos más 

importantes de genes reguladores relacionados con el estrés abiótico. Entre ellos, los 

factores de transcripción MYB constituyen una de las mayores familias. Estos genes 

deben su nombre al motivo de unión al ARN que codifican, llamado “MYB domain”, 

compuesto de tres repeticiones de hélice-asa-hélice que es responsable de la función de 

unión al ARN de estas proteínas. La información sobre su papel en el tomate es muy 

limitada (Yang et al., 2014; Z. Li et al., 2016). Entre los 121 genes de tomate R2R3-MYB, 

solo se demostró que el gen SlAIM1 inducido por ABA responde a condiciones de estrés 

abiótico (AbuQamar et al., 2009). Estos autores observaron una conexión previamente no 

caracterizada entre ABA, homeostasis de Na+, estrés oxidativo y una respuesta patógena, 
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lo que sugiere que SlAIM1 funciona en las respuestas de estrés biótico y abiótico y que 

existe una interferencia entre estas respuestas de estrés en tomate (AbuQamar et al., 

2009). 

Mediante un análisis de mutantes se ha identificado un gen de tomate MYB de tipo R1 

implicado en la tolerancia a la sal (Campos et al., 2016). En el cribado de una colección 

de mutantes de tomate T-ARN en condiciones de estrés salino, se identificó el mutante de 

respuesta alterada al estrés salino 1 (ars1), cuyo análisis genético reveló que una única 

inserción de T-ARN en el gen ARS1 era responsable del fenotipo mutante. ARS1 codifica 

para un TF tipo R1-MYB y su expresión es inducida por la salinidad en las hojas en 

tomate WT. Curiosamente, el mutante ars1 había reducido el rendimiento del fruto bajo 

estrés salino, pero este rasgo agronómico clave no se vio afectado en ausencia de estrés. 

La caracterización de líneas transgénicas de tomate ya sea silenciando o sobreexpresando 

ARS1 demostró cómo el producto de dicho gen contribuye a la regulación del cierre 

estomático en condiciones de estrés salino, lo que reduce la transpiración y el transporte 

de Na+ a las hojas, manteniendo así la respuesta completa a largo plazo de la aclimatación 

al estrés salino (Campos et al., 2016).  

Otra familia importante de factores de transcripción son los genes WRKY. En tomate se 

identifican 83 genes WRKY, pero el conocimiento sobre su implicación en las respuestas 

al estrés abiótico aún es escaso (Phukan et al., 2016; Bai et al., 2018). Recientemente, 

Karkute et al. (2018) realizaron un análisis de expresión de todo el genoma de los genes 

WRKY en tomate en condiciones de estrés por sequía. Los perfiles de expresión revelaron 

una regulación al alza significativa de nueve genes WRKY principales, con la mayor 

regulación al alza inducida por la sequía detectada para SlWRKY58. Otro gen WRKY que 

participa en las respuestas al estrés abiótico es SlWRKY39, un homólogo de AtWRKY40 

de Arabidopsis, que fue inducido por sal, sequía y diversas fitohormonas como ABA, SA 

y JA, todas ellas implicadas en las respuestas de las plantas al estrés abiótico (Huang et 

al., 2012; Sun et al., 2015). Curiosamente, SlWRKY39 fue fuertemente inducido por estrés 

salino en hojas del mutante de tomate res (restored cell structure by salinity) (Albaladejo 

et al., 2018), que afecta a la actividad de SlDEAD39 (helicasa de ARN de caja DEAD) 

(Capel et al., 2020). Este mutante exhibió un conjunto de alteraciones morfológicas 

cuando se cultivó sin ningún estrés impuesto y, sorprendentemente, normalizó el 

desarrollo de la planta y aumentó la producción de frutos cuando esta planta se cultivó 

bajo estrés salino (Garcia-Abellan et al., 2015; Capel et al., 2020). En cualquier caso, los 

posibles roles de estos genes SlWKRY en el fomento de la tolerancia del tomate al estrés 

abiótico merecen una mayor investigación mediante análisis funcionales. 

Los factores de transcripción NAC también están muy extendidos en los genomas de las 

plantas, incluido el tomate, y varios genes de esta familia fueron inducidos 

transcripcionalmente por estrés abiótico, aunque solo unos pocos de ellos están 

funcionalmente caracterizados (Zhu et al., 2014). Recientemente, Thirumalaikumar et al. 

(2018) identificaron el NAC TF Jungbrunnen1 (JUB1) en tomate como un regulador de 

la tolerancia a la sequía, pero la expresión de SlJUB1 también fue fuertemente inducida 
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en respuesta a tratamientos con H2O2, NaCl, PEG y deshidratación, lo que sugiere un 

papel para este TF en la regulación de cómo responde el tomate a otros estreses abióticos. 

Además, estos autores demostraron que dos genes DREB (dehydration-responsive 

element-binding) de tomate, SlDREB1 y SlDREB2, son genes diana de SlJUB1. Con 

respecto a la participación de estos genes que codifican DREB en la tolerancia al estrés 

abiótico, la sobreexpresión de SlDREB2 mejora significativamente la tolerancia a la 

salinidad al afectar múltiples procesos celulares (Hichri et al., 2016). Sin embargo, aún 

no se han caracterizado las funciones de SlDREB1 y SlDREB2 en la respuesta del tomate 

al estrés por sequía (Thirumalaikumar et al., 2018).  

En conclusión, existe una necesidad urgente de identificar y caracterizar funcionalmente 

los genes reguladores de la codificación de TF relacionados con el estrés abiótico en el 

tomate, para evaluar su uso potencial en la mejora de las plantas de tomate para la 

tolerancia al estrés abiótico. 

5.4. Genes de respuesta a estrés involucrados en la homeostasis iónica 

Genes implicados en la homeostasis de Na+ 

 En cuanto a los mecanismos de transporte de Na+ en las células vegetales, se ha observado 

que no se han identificado sistemas de transporte específicos, sino que su captación ocurre 

a través de distintos canales y transportadores no selectivos (Figura 12) como los canales 

de cationes no selectivos NSCC, activados por nucleótidos cíclicos (CNGC) y glutamato 

(GLR) (Leng et al., 2002). Por otra parte, se ha observado que los transportadores de alta 

afinidad de K+ de la familia KUP/HAK/KT también parecen mediar el transporte de Na+ 

de baja afinidad (Santa-Maria et al., 1997). Ejemplos de estos transportadores son 

AtHAK5 y AtKUP1, los cuales tienen la capacidad de discriminar entre K+ y Na+, aunque 

disminuyen su actividad de transporte de K+ en presencia de altas concentraciones de Na+ 

(Martínez-Cordero et al., 2005). Asimismo, se ha observado que AtAKT1, un canal de K+ 

de la familia Shaker tipo KIR (K+ Inward-Rectifying channel), disminuye su capacidad 

de transporte de K+ en presencia de concentraciones elevadas de Na+ (Nieves-Cordones 

et al., 2010; Rubio et al., 2010). Por otro lado, los transportadores de K+ de la familia 

HKT (High affinity K+ transporter) juegan un papel importante en el transporte de Na+. 

Según distintos estudios, los transportadores HKT tienen dos mecanismos diferentes para 

la absorción de Na+, lo que los clasifica en dos subgrupos según su preferencia por el 

uniporte de Na+ (clase 1) o el simporte de Na+/K+ (clase 2) (Horie et al., 2009; Yao et al., 

2010; Ali et al., 2012). 

Además de la ruta SOS anteriormente descrita, que limita la entrada de Na+ en las células 

y promueve su extracción hacia el exterior de las células (ver apartado 5.1.), los 

transportadores HKT1 ocupan un lugar destacado en la tolerancia a la sal. Se encargan de 

eliminar Na+ del xilema a nivel de la raíz y, por lo tanto, evitar su acumulación en la parte 

aérea de la planta, e indirectamente mejoran la acumulación de K+ (Davenport et al., 

2007). En la parte aérea, las proteínas tipo HKT1 están involucradas en la eliminación de 

Na+ del xilema, lo que refuerza indirectamente la acumulación vacuolar de Na+ en tallos 
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y hojas, en cooperación con otros transportadores, así como posiblemente asistiendo en 

su redistribución a otros tejidos sumideros a través de la floema (Munns et al., 2016).   

En tomate, Asins et al. (2013) identificaron dos genes estrechamente vinculados que 

codifican transportadores similares a HKT1, SlHKT1;1 y SlHKT1;2, como candidatos 

para un QTL importante asociado con la homeostasis de Na+/K+ de los brotes, mediante 

el uso de dos poblaciones de líneas endogámicas recombinantes (RIL) derivadas de S 

lycopersicum cv. Cerasiforme y las especies silvestres tolerantes a la sal S. 

pimpinellifolium y S. Chesmaniae. Estos autores encontraron que el gen HKT1;2 que 

codifica el transportador de Na+ subyace funcionalmente al principal QTL que controla 

la homeostasis de Na+/K+ en parte aérea, mientras que los alelos HKT1;1 tienen poco 

efecto en esos tejidos (Jaime-Pérez et al., 2017). Esto también se observó en otros estudios 

de mecanismos de tolerancia a la sal en tomate y sus parientes silvestres (Almeida et al., 

2014; García-Abellán et al., 2014; Albaladejo et al., 2017). Por lo tanto, la principal 

isoforma del gen codificador de HKT1 involucrada en el transporte de Na+ en los brotes 

es HKT1;2, cuyos niveles de expresión aumentados en raíces están relacionados con una 

mayor recuperación de Na+ del xilema que disminuye la acumulación de Na+ en las hojas.  

En conjunto, la función de transporte de SOS1 en tomate, al igual que se había sugerido 

previamente en Arabidopsis por Pardo et al. (2006), se coordina estrechamente con la de 

HKT1 para regular la homeostasis de Na+ y K+ (Figura 12) (Olías et al., 2009a). SlSOS1 

sería responsable de transferir el Na+ desde el parénquima xilemático al xilema, 

principalmente en las raíces, mientras que SlHKT1 facilitaría el flujo inverso, 

permitiendo la descarga de Na+ desde el xilema a las células y favoreciendo su posterior 

acumulación en las vacuolas (Møller et al., 2009; Craig Plett y Møller, 2010). De esta 

manera, la acción coordinada de ambos transportadores determinaría la cantidad de Na+ 

que se almacena en las raíces, la que se retiene en el tallo o la que se transfiere a las hojas. 

Por otro lado, el papel clave del transportador de Na+ SlHKT1;2 se ejecuta no solo en los 

órganos vegetativos sino también en los reproductivos. Romero-Aranda et al. (2020) 

detectaron una sobreacumulación de Na+ en flores de líneas HKT1;2 silenciadas con 

ARNi tratadas con sal y, en consecuencia, una mayor relación Na+/K+, que se asoció con 

una fuerte reducción en el rendimiento de frutos en las líneas silenciadas en condiciones 

de salinidad. Estos hallazgos demuestran que el transportador de Na+ HKT1;2 protege la 

flor contra la toxicidad de Na+ y mitiga la reducción en el rendimiento de frutos de tomate 

bajo condiciones de estrés salino. 

La compartimentación de Na+ en las vacuolas evita su acumulación en el citoplasma, lo 

que ayuda a mantener una proporción adecuada de Na+/K+ citoplasmático y, por lo tanto, 

contribuye al ajuste osmótico celular por parte de la vacuola (Figura 12). El transporte 

de Na+ desde el citoplasma a la vacuola se produce a través de los antiportadores Na+/H+ 

del tonoplasto, NHX; por lo tanto, estos antiportadores de cationes son críticos para la 

tolerancia a la salinidad. El efecto beneficioso sobre la tolerancia a la sal de la 

sobreexpresión de un gen NHX se demostró por primera vez en Arabidopsis a través de 

la sobreexpresión de AtNHX1 (Apse et al., 1999); sin embargo, los transportadores NHX 
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también participan en el transporte de K+ vacuolar. Por lo tanto, las plantas de tomate 

transgénicas que sobreexpresan AtNHX1 han aumentado la actividad antiportadora de 

K+/H+, lo que conduce a un alto almacenamiento de K+ en sus vacuolas que disminuye el 

K+ en el citoplasma, un efecto nocivo revelado por los síntomas de deficiencia de K+ en 

las plantas, incluso cuando la concentración de K+ en las hojas fue mayor en las plantas 

transgénicas que en las WT (Leidi et al., 2010). Se han identificado cuatro isoformas de 

NHX en tomate, de las cuales LeNHX3 y LeNHX4 exhiben la inducción más fuerte en 

respuesta a la salinidad (Rodríguez-Rosales et al., 2008; Gálvez et al., 2012). Además, la 

capacidad tan alta de la especie de tomate silvestre tolerante a la sal S. pennellii para 

secuestrar Na+ en las vacuolas de las células de la hoja se asoció con una mayor expresión 

de NHX3 y NHX4 (Gálvez et al., 2012; Albaladejo et al., 2017). Mientras tanto, se sabe 

que LeNHX2 está involucrado en la homeostasis de K+ (Huertas et al., 2013) y LeNHX1 

está asociado con un QTL para la concentración de Cl– (Villalta et al., 2008). 

 

Figura 12. Principales proteínas de transporte implicadas en la absorción, transporte y 

compartimentación de Na+ en la planta. El Na+ es captado en las células de la raíz siguiendo la vía 

apoplástica o a través de distintos canales y transportadores de membrana, y posteriormente es transportado 

a lo largo de la planta. AKT1: canal de entrada de K+; KUP/HAK/KT: transportadores de K+ de alta afinidad; 

HKT: transportador de K+ de alta afinidad; NHX: intercambiador vacuolar de Na+/H+; SOS1: antiportador 

de Na+/H+; SKOR: canal de transporte de K+ a la parte aérea; V-ATPasa y V-Ppasa: bombas de H+ necesarias 

para la acción de NHX; NSCC: canal no selectivo de cationes. Figura adaptada de Hanin et al. (2016).  
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Genes implicados en la homeostasis del K+  

Las plantas absorben K+ mediante el uso de dos familias de transportadores: 

HAK/KUP/KT y canales de K+ dependientes de voltaje, aunque la contribución relativa 

de cada uno probablemente varía entre las especies (Nieves-Cordones et al., 2016). En 

tomate, HAK5 es el principal sistema de transporte de K+ que opera en las células de la 

raíz a concentraciones de K+ ≤ 0,1 mM, mientras que LKT1 se convierte en el principal 

contribuyente a la absorción de K+ a > 0,1 mM (Amo et al., 2021). Por lo tanto, estos 

autores demostraron que LKT1 es un actor crucial en la nutrición de tomate K+ al 

contribuir con aproximadamente el 50% de la absorción de K+ por la raíz en condiciones 

de crecimiento óptimas de K+.  

Diferentes estudios han demostrado por qué el transportador de K+ de alta afinidad HAK5 

es importante para la absorción de K+ de la raíz en condiciones de estrés abiótico (Nieves-

Cordones et al., 2010; García-Abellan et al., 2014). El gen SlHAK5 no solo es 

fundamental para la nutrición de K+ a niveles bajos de K+, sino también para aumentar la 

aptitud de la planta a partir de la sustitución fisiológica de K+ por Na+ durante el estrés 

salino. Además, parece que SlHAK5 también es importante en el desarrollo reproductivo, 

como demostraron recientemente Nieves-Cordones et al. (2020). Mediante el uso de 

líneas mutantes de Slhak5 generadas por la tecnología CRISPR-Cas9, estos autores 

demostraron que SlHAK5 es necesario para la acumulación de K+ en los granos de polen, 

la germinación y la elongación del tubo, lo que constituye un determinante vital de la 

producción de semillas y frutos. A pesar de la baja viabilidad de los granos de polen 

Slhak5, las plantas Slhak5 produjeron frutos de tomate casi sin semillas, lo que puede ser 

de gran interés para la industria procesadora de tomate.  

Las proteínas involucradas en la homeostasis del K+ parecen estar reguladas por los 

mencionados complejos CIPK/CBL (Lara et al., 2020). Recientemente, Amo et al. (2021) 

mostró que CIPK23 de tomate era responsable de prácticamente el 100% de actividad del 

transportador LKT1 y del 40% de la actividad de HAK5 en planta. Curiosamente, 

SlCIPK23 también estuvo involucrado en la acumulación de Na+ de las plantas de tomate 

con deficiencia en K+. Debido a que tal papel no se comparte con el ortólogo de 

Arabidopsis AtCIPK23, sugiere que las redes CIPK-CBL están involucradas en 

mecanismos específicos de especie que mejoran las respuestas de tolerancia al estrés. 

Otros sistemas alternativos también pueden operar cuando el K+ está presente por encima 

de cierto nivel, especialmente en ausencia de HAK5 y AKT1, como se observa en 

Arabidopsis (Rubio et al., 2010). El principal contribuyente a la translocación de K+ a 

parte aérea es el canal SKOR, que participa en la carga de K+ en el xilema (Nieves-

Cordones et al., 2014). Pero una deficiencia de nutrientes que no sea K+ también puede 

causar tasas más bajas de absorción de K+. Por ejemplo, Rodenas et al. (2017) observaron 

que las deficiencias nutricionales en nitrato y fosfato llevaron a reducciones en los niveles 

de transcripción de genes que codifican los principales sistemas para la captación de K+ 

de baja afinidad y la translocación de K+ en tomate, como LKT1 y SlSKOR. Estos 

resultados sugieren la existencia de una diafonía entre cascadas de señalización para la 
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regulación transcripcional involucrada en las respuestas de las plantas en condiciones de 

disponibilidad alterada de diferentes nutrientes. 

6. Papel del sensor de calcio ‘CALCINEURIN B-LIKE PROTEIN 10 (SlCBL10)’ y de 

la proteína productora de ROS ‘RESPIRATORY BURST OXIDASE G (SlRBOHG)’. 

CALCINEURINA B-LIKE PROTEIN 10 (CBL10), también conocida como SOS3-like 

Ca2+ binding protein8 (SCABP8), se identificó inicialmente en Arabidopsis (Kim et al., 

2007; Quan et al., 2007). La identificación y caracterización de los dos primeros mutantes 

cbl10 de T-DNA (mutantes Atcbl10) por parte de estos grupos de investigación mostró 

que el gen CBL10 es un regulador crucial de la tolerancia a la sal en Arabidopsis, ya que 

la alteración de este gen provocaba fenotipos hipersensibles a la sal en los brotes de las 

plantas mutadas para este gen. Tras estos estudios pioneros, CBL10 se ha identificado en 

otras especies como un regulador crucial en la respuesta de la parte aérea a la toxicidad 

de la sal, como se observó a partir de dos genes homólogos de CBL10 en álamos (Populus 

trichocarpa), PtCBL10a y PtCBL10b (Li et al., 2013; Tang et al., 2014). Además, otros 

estudios han demostrado que la sobreexpresión heteróloga de homólogos de CBL10 de 

diferentes especies como el tabaco en Arabidopsis mejora la tolerancia a la sal (Dong et 

al., 2015).  

Tras la identificación de los mutantes cbl10 de Arabidopsis, el único otro mutante cbl10 

identificado y caracterizado ha sido un mutante de T-DNA de tomate (mutante Slcbl10), 

identificado por nuestro grupo de investigación. Según nuestro estudio, el gen SlCBL10 

se expresa principalmente en tejidos aéreos de plantas de tomate y la actividad 

transcripcional de SlCBL10 en este tejido específico está críticamente involucrada en la 

respuesta adaptativa de las plantas de tomate al estrés salino, ya que protege los 

meristemos apicales de los brotes y los tejidos en crecimiento del daño fisiológico 

causado por la salinidad (Egea et al., 2018). Además, los ensayos de complementación 

molecular demostraron que SlCBL10 es ortólogo al gen CBL10 de Arabidopsis y que 

rescata el fenotipo sensible a la sal del brote del mutante cbl10 de Arabidopsis. 

El gen CBL10 también ha sido estudiado en la halófita Eutrema salsugineum como 

modelo para comprender la adaptación de las plantas a la salinidad del suelo (Monihan et 

al., 2019). En este estudio se encontró que la duplicación del gen CBL10 en Eutrema 

(EsCBL10a y EsCBL10b) se vinculó con la alta tolerancia a la sal de la especie. La 

regulación a la baja de cualquiera de los genes EsCBL10 redujo el crecimiento en 

condiciones de estrés salino y la combinación de la regulación a la baja de ambos genes 

produjo una disminución aún mayor en el crecimiento. Además, se encontraron niveles 

similares de transcritos de EsCBL10a en toda la planta, mientras que el perfil de expresión 

de EsCBL10b fue más similar al de AtCBL10 en Arabidopsis. Se encontró que EsCBL10b 

se acumula en hojas y flores por igual, mientras que AtCBL10 se detectó principalmente 

en hojas y débilmente en flores. En plantas de tomate, CBL10 tiene el mayor nivel de 

expresión en flores. Los mutantes cbl10 de tomate y Arabidopsis presentaron un 

desarrollo floral alterado en condiciones de estrés salino, lo que puede estar implicado en 

la reducción de la producción de frutos y su calidad (Egea et al., 2018; Monihan et al., 



 
 

82 

 

2016). En conjunto, CBL10 es un gen clave involucrado en la protección del brote, de los 

órganos vegetativos y reproductivos en condiciones salinas, y esta función parece 

conservarse entre las especies. Sin embargo, se necesitan más estudios para dilucidar la 

función específica de CBL10 en el desarrollo de las flores, ya que esto se ha atribuido a 

un efecto indirecto de la función alterada de CBL10 en tejidos vegetativos. 

Las ROS funcionan principalmente como moléculas de transducción de señales que 

regulan diferentes vías durante la aclimatación de las plantas al estrés abiótico (Castro et 

al., 2021). Los RBOHs (Plant respiratory burst oxidase homologs), también conocidos 

como oxidasas de nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADPH), son componentes 

clave de la tolerancia al estrés abiótico (Wang et al., 2018). Por lo tanto, los mutantes 

knockout de Arabidopsis AtrbohF presentaron una mayor sensibilidad a la sal y una 

homeostasis alterada de Na+/K+ (Jiang et al., 2012). En tomate, el gen SlRBOHG, un 

homólogo del RBOHF de Arabidopsis tiene la mayor abundancia de transcritos dentro de 

la familia RBOH (Zhou et al., 2014). Este gen, anteriormente conocido como SlRBOH1 

(Sagi et al., 2004), está involucrado en la tolerancia al estrés oxidativo y al estrés por altas 

temperaturas, así como en el movimiento estomático mediado por ácido abscísico (ABA) 

y brasinoesteroides (BR) (Xia et al., 2014; Zhou et al., 2014). En cuanto al estrés salino, 

Yi et al. (2015) estudiaron el impacto de las altas concentraciones atmosféricas de CO2 

en las respuestas de las plantas de tomate al estrés salino, centrándose particularmente en 

el papel de SlRBOH1. Estos autores demostraron que niveles elevados de CO2 pueden 

contrarrestar el impacto negativo del estrés salino en la fotosíntesis y la producción de 

biomasa de forma apoplástica dependiente de H2O2 en plantas de tomate (Figura 13). 

Además, la regulación de H2O2 también contribuyó a la regulación del transporte de Na+ 

desde las raíces a la parte aérea, un proceso influenciado por el movimiento de los 

estomas, así como el transporte de Na+ desde el xilema a las células de las hojas.  

 

Figura 13. Representación esquemática del funcionamiento de la proteína RBOH en plantas durante 

una respuesta de estrés. La RBOH se encuentra en la membrana plasmática de la célula vegetal y se activa 

en respuesta a un estímulo estresante, lo que desencadena una cascada de señalización que resulta en la 

producción de peróxido de hidrógeno (H2O2). El H2O2 producido actúa como molécula señalizadora y 

desempeña un papel clave en la activación de diferentes vías de respuesta al estrés. 
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A partir de una colección de mutantes de tomate, en nuestro grupo se identificó un 

mutante de tomate hipersensible a la sal, denominado inicialmente salt hypersensitive 1 

(she1), cuyo análisis fisiológico reveló un alto nivel de transporte de Na+ desde las raíces 

a los brotes, junto con una baja expresión de SlHKT1;2 en raíces (Plasencia et al., 2014). 

Usando un enfoque de mapeo por secuenciación, identificamos el gen mutado SlRBOHG 

y su aparente papel clave en la tolerancia a la sal del tomate (Yuste-Lisbona et al., 2019). 

Además, observamos que este papel se muestra predominantemente en las raíces bajo 

condiciones de estrés salino, ya que un experimento de injertos recíprocos entre tomate 

WT (cv. 'Moneymaker') y las plantas mutantes condujo a la sensibilidad a la sal en el 

primero solo cuando el mutante se utilizó como portainjertos y no como vástago 

(Plasencia, 2015). Curiosamente, la interrupción de SlRBOHG también afecta en gran 

medida al rendimiento del fruto; por lo tanto, este gen podría tener una función 

agronómica muy relevante en condiciones de crecimiento de estrés abiótico. 

6.1. Localización de SlCBL10 en la membrana plasmática y/o en la vacuola 

En la clásica ruta SOS las proteínas SOS2 (CIPK24) y SOS3 (CBL4) interaccionan 

activando al antiportador Na+/H+ SOS1, lo que permite la extrusión de Na+ de las células 

(ver apartado 5.1.) El primer estudio que involucró a CBL10 en la vía SOS fue realizado 

por Quan et al. (2007), demostrando que AtCBL10 interaccionaba con AtCIPK24 (SOS2) 

in vivo e in vitro y que AtCBL10 reclutaba a AtCIPK24 hacia la membrana plasmática, 

siendo el dominio N-terminal de AtCBL10 crucial para esta localización subcelular. 

Además, determinaron que AtCIPK24 fosforilaba AtCBL10 a nivel de membrana en 

condiciones de estrés salino y que esto mejoraba la actividad de AtSOS1 (Quan et al., 

2007; Lin et al., 2009) (Figura 14). Puesto que AtSOS3 se expresa solo en las raíces y 

AtCBL10 se expresa principalmente en parte aérea, ambas proteínas CBL deben estar 

involucradas en diferentes funciones reguladoras en la respuesta de la planta al estrés 

salino en Arabidopsis. Por otro lado, recientemente se ha demostrado la activación por 

parte de CBL10 del antiportador Na+/H+ SOS1 en la membrana plasmática cuando 

interacciona con CIPK8 en lugar de CIPK24 (Yin et al., 2020), por lo tanto, parece que el 

complejo CBL10-CIPK8 regula positivamente la actividad de SOS1 y que la vía CBL10-

CIPK8-SOS1 es capaz de extruir eficientemente el exceso de Na+ en células de levadura 

sometidas a salinidad (Figura 14). En este caso, la activación de SOS1 en Arabidopsis 

ocurre en los mismos sitios del dominio C-terminal que para la misma reacción producida 

por CBL10-SOS2. Además, también se ha comprobado que principalmente la proteína 

homóloga EsCBL10b a AtCBL10 de Eutrema puede mejorar la activación de la vía SOS, 

observándose en dobles híbridos de levadura la interacción de este regulador con AtSOS2 

a un nivel similar al de AtCBL10 (Monihan et al., 2019), mientras que la homóloga 

EsCBL10a parece estar implicada en otras funciones.  

A pesar de todos estos estudios que involucran a CBL10 con la vía SOS, la relación 

funcional in vivo de SOS y los procesos regulados por CBL10 siguen sin estar claros. Se 

ha observado que cuando cualquier mutación SOS (sos3 o sos1) se combina con la 

mutación cbl10, se produce una menor acumulación de Na+ en comparación con la 

mutación sos1 simple bajo salinidad, a pesar de que los mutantes dobles exhibieron 
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fenotipos sensibles a la sal similares a sos1 en toda la planta (Yang et al., 2019). Si CBL10 

solo estuviera implicado en la extrusión de Na+ fuera de la célula a través de la vía SOS, 

se esperaría una mayor acumulación de Na+ en la planta, como ocurre en cualquiera de 

los mutantes sos, pero no al contrario, lo que sugiere que CBL10 regula otros procesos 

de transporte además de los implicados en la vía SOS. 

 

Figura 14. Modelo propuesto para la función CBL10. CBL10 funciona como un regulador crucial en la 

homeostasis de Na+ en condiciones de estrés salino, interactúa con CIPK24 (SOS2) y CIPK8, y activa la 

vía SOS1 en la membrana plasmática para la extrusión de Na+ a apoplasto y puede estar interactuando con 

bombas vacuolares de H+ (AVP1, VHA) que facilitan Na+ secuestro en la vacuola. CBL10 también juega 

un papel clave en la homeostasis de Ca2+ como un regulador clave de la señalización del estrés en las plantas, 

involucrado en la generación y el ajuste fino de las firmas de Ca2+ en el citoplasma, a través de la 

coordinación de diferentes canales de Ca2+ en diferentes localizaciones celulares, como la membrana 

plasmática (AtANN4) y probablemente el tonoplasto (TPC1), así como en la comunicación cruzada entre 

Ca2+ y ROS, a través de la regulación de la actividad de RBOH, para una transmisión rápida de señales a 

larga distancia. CBL10 también parece estar involucrado en la movilización de Ca2+ almacenado en la 

vacuola hacia los tejidos exigentes para compensar la deficiencia de Ca2+ causada por la salinidad y, por lo 

tanto, permitir el desarrollo del meristema y los órganos reproductivos. Finalmente, las funciones de CBL10 

en la raíz se han asociado con la captación de K+ mediante la regulación negativa del canal AKT1. Las 

flechas verdes indican activación por fosforilación; la línea roja indica represión por interacción directa; las 

flechas grises indican activación por Ca2+ y el signo de interrogación indica procesos de señalización 

hipotéticos que aún no se han verificado. Figura obtenida de Plasencia et al. (2021) 
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El primer estudio que involucró a CBL10 en la compartimentalización del exceso de Na+ 

en la vacuola sugirió que la alta sensibilidad a la sal del mutante Atcbl10 se debía a una 

alteración en el secuestro vacuolar de Na+ en las hojas (Kim et al., 2007). Así, cuando el 

almacenamiento en vacuolas fue menor, la cantidad de iones salinos que penetrarían en 

las células vegetales antes de que éstas mueran por toxicidad salina fue menor, explicando 

por qué el mutante Atcbl10 contiene menos Na+ que el WT, aunque el primero es mucho 

más sensible al estrés salino. SOS2-CBL10 se localizó en el tonoplasto en lugar de la 

membrana plasmática en el estudio de Kim et al. (2007) y Waadt et al. (2008b) 

confirmaron esta localización subcelular por complementación de fluorescencia 

bimolecular (BiFC). En otras especies como Populus, también se observó la interacción 

de CBL10 y CIPK24 a nivel vacuolar (Tang et al., 2014). Los estudios de modificación 

postraduccional de la proteína CBL10 respaldan dicha localización subcelular en el 

tonoplasto, por la S-acilación de CBL10 en la Cys-38 en el extremo N-terminal. No 

obstante, la mutación puntual en este residuo de cisteína determinó una localización 

intracelular en el citoplasma (Chai et al., 2020) y mejoró el crecimiento del mutante cbl10, 

sugiriendo que el papel de esta proteína en respuesta a sal puede estar involucrado en 

ubicaciones distintas al tonoplasto. Dado que la S-acilación es un proceso reversible, esta 

modificación podría estar involucrada en la regulación del reparto de CBL10 entre 

diferentes membranas-compartimentos celulares (membrana plasmática, tonoplasto, 

membrana cloroplástica, etc.). Aún no se sabe cómo la S-acilación modula el tráfico de 

una proteína específica entre diversas membranas aunque algunos estudios sugieren que 

el grado de S-acilación puede ser importante (Chamberlain y Shipston, 2015). 

La identificación de proteínas diana de CBL10 en el tonoplasto para el secuestro de Na+ 

vacuolar sigue precisando investigación. Inicialmente se sugirió que el complejo CBL10-

CIPK24 podía regular los transportadores vacuolares de los intercambiadores de Na+/H+ 

(NHX) para el secuestro de Na+ por fosforilación. He et al. (2015) apoyaron esta hipótesis 

ya que una variedad tolerante a sal de soja presentaba una mayor acumulación de Na+ que 

la sensible y esto estaba asociado con una mayor expresión de los genes CBL10, CIPK24 

y NHX, mientras que algunos estudios muestran que los NHX del tonoplasto están 

principalmente involucrados en el almacenamiento de K+, con poca influencia en el 

secuestro de Na+ (Bassil et al., 2011; Barragán et al., 2012; Andres et al., 2014). Otros 

estudios con los transportadores NHX1-4 de Arabidopsis confirmaron su actividad con 

Na+ pero con una contribución pequeña y sugieren la existencia de otros transportadores 

para Na+ en el tonoplasto (Bassil et al., 2019).  

Por otro lado, la caracterización del mutante de tomate Slcbl10 por parte de nuestro grupo 

(Egea et al., 2018), encontró una alteración en la expresión de los principales genes 

responsables de la distribución y compartimentación de Na+ (LeNHX4, SlSOS1 y SlSOS2, 

SlHKT1;2). Tanto bombas de H+ vacuolar SlAVP1 (H+-Pyrophosphatase) y SlVHA-A1 

(vacuolar H+-ATPases, V-ATPase), como el transportador NHX4 disminuyeron su 

expresión en el mutante con respecto a WT en las hojas cercanas a los tejidos jóvenes 

apicales en crecimiento. Estas bombas de H+ son responsables de generar la fuerza 

impulsora necesaria para la compartimentación del Na+ en la vacuola lo que revela que la 
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mutación de SlCBL10 afecta a la capacidad de las hojas de tomate para secuestrar Na+ en 

las vacuolas. Además, SlSOS1 aumentó su expresión y SlHKT1;2 la disminuyó en el 

mutante, causando una mayor extrusión de Na+ desde el citoplasma al apoplasto y menor 

entrada a la célula, evitando acumulación de Na+ en el citoplasma debido posiblemente a 

la dificultad de acumulación el Na+ en la vacuola. Estos patrones de expresión génica 

tuvieron como resultado una carga reducida de Na+ al xilema, lo que permitió que los 

iones tóxicos alcanzaran el ápice, induciendo su colapso y la posterior muerte de la planta 

(Egea et al., 2018), demostrando la implicación del gen SlCBL10 en la regulación de la 

homeostasis de Na+ a través de la compartimentación de Na+ en vacuolas (Figura 14); de 

acuerdo con la primera hipótesis postulada por Kim et al. (2007). Aunque se necesitan 

más estudios para llegar a una conclusión definitiva, nuestros resultados revelaron dos 

bombas H+ vacuolares, SlAVP1 y SlVHA-a1, como objetivos potenciales de SlCBL10 en 

plantas de tomate.  

Otros estudios presentes apoyan hipótesis propuestas anteriormente y/o han abierto 

nuevas posibilidades. Las aportaciones de Batelli et al. (2007), Maeshima (2000) y 

Hasegawa (2013) clarifican la controversia de los transportadores NHX como objetivo 

del complejo CBL10-SOS2, ya que indican que SOS2 activa la bomba vacuolar de H+ V-

ATPasa, y que para que los antiportadores Na+/H+ sean capaces de compartimentalizar 

Na+ a la vacuola se necesita un gradiente electroquímico de H+ generado por las bombas 

vacuolares de H+ AVP1 y V-ATPasa. Por otro lado, Krebs et al. (2010) mostró que la V-

ATPasa (isoformas VHA-a2, VHA-a3) en Arabidopsis no parece estar involucrada 

directamente con el secuestro de Na+ en la vacuola, siendo AVP1 suficiente para este 

proceso, y que la isoforma localizada en el endosoma temprano de la red trans-Golgi 

(VHA-a1) parece desempeñar un papel clave en la desintoxicación de Na+, lo que propone 

un papel importante del sistema endosomal en la absorción de Na+. En este sentido, sería 

interesante comprobar si se produce una localización subcelular de CBL10 en el retículo 

endoplásmico y el golginosomal, ya que la S-acilación también le confiere la capacidad 

de adherirse a las membranas que limitan los compartimentos del RE y Golgi 

(Chamberlain y Shipston, 2015).  

En resumen, CBL10 juega un papel fisiológico clave en la protección de diferentes tejidos 

y órganos contra el estrés salino, requiriendo la distribución adecuada de Na+ a través de 

tejidos y órganos, y el transporte desde el citosol a las vacuolas. Una posibilidad podría 

ser, al menos para el tomate, que la participación de CBL10 en ambos procesos de 

transporte de Na+ sea dependiente del tejido. Así, en tejidos jóvenes en crecimiento, poco 

vacuolados CBL10 pudiera ser activo en la membrana plasmática, implicado en la 

extrusión de Na+ fuera de la célula (lo que explicaría por qué la pérdida de función de 

CBL10 en tomate provoca una mayor acumulación de Na+ en estos tejidos), y en células 

de hojas maduras que presentan vacuolas gigantes podría estar asociado principalmente 

al tonoplasto secuestrando Na+ a la vacuola (por lo que la pérdida de su función 

provocaría una menor acumulación de Na+) (Figura 14) (Egea et al., 2018). Sin embargo, 

además de ambas membranas, la membrana plasmática y el tonoplasto, CBL10 también 

se ha asociado con otras localizaciones subcelulares. Translocon of the Outer Membrane 
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of the Chloroplasts 34 (TOC34) se identificó como un nuevo compañero de interacción 

de CBL10 que ocurre en la membrana externa de los cloroplastos (Cho et al., 2016), una 

evidencia de la capacidad de CBL10 para transmitir señales de Ca+2 en más ubicaciones 

subcelulares más diversas de lo que se conocía actualmente. 

6.2. Interacciones directas con función de represión 

CBL10 ejerce su papel como represor por interacción directa en varias proteínas, como 

por ejemplo AtANN4 además de activarla en conjunto con CIPK24 (Ma et al., 2019). Por 

otro lado, aunque la actividad del canal de K+ AKT1 es inducida por CIPK23 junto con 

CBL1 y CBL9 (Li et al., 2006; Xu et al., 2006), Ren et al. (2013) demostraron que CBL10 

puede interactuar directamente con AKT1, en la membrana plasmática de las células de 

la raíz en Arabidopsis, lo que afecta las corrientes de K+ internas mediadas por AKT1. 

Este estudio concluyó que existe una competencia entre CBL10 y CIPK23 por unirse a 

AKT1, modulando negativamente su actividad en Arabidopsis (Figura 14). Otro estudio 

en algodón mostró CBL10 de esta especie también es capaz de interactuar con CIPK23 

(Lu et al., 2017). Teniendo en cuenta estos resultados y los precedentes en el caso de la 

regulación de la actividad de ATANN4, queda por comprobar si CBL10 podría participar 

en ambos procesos: la activación del canal K+ a través de su interacción con CIPK23 y la 

represión del mismo por interacción directa, modulando el flujo de K+ en las raíces 

(Figura 14). Otra interacción directa de CBL10 con función represiva es la descrita para 

la proteína TOC34 (Cho et al., 2016). Como se ha mencionado en el apartado anterior, 

TOC34 es un miembro del complejo TOC (translocon of the outer membrane of the 

chloroplasts) localizado en la membrana del cloroplasto con actividad GTPasa, que regula 

la importación de proteínas a los cloroplastos. 

Dada la capacidad demostrada de CBL10 para activar (a través de una forma dependiente 

de CIPK) o reprimir (por interacción directa) la actividad de una variedad de proteínas 

diana, es lógico que la pérdida de función de CBL10 pueda tener efectos positivos o 

negativos contra diferentes tipos de estrés. Aunque el papel de CBL10 como regulador 

positivo del estrés salino está mejor establecido, se han descrito efectos opuestos para 

otros estreses, como inundaciones durante la germinación del arroz en el trabajo de 

investigación de Ye et al. (2018), donde una menor expresión del gen CBL10 constitutivo 

de arroz se relacionó con una mayor tolerancia a la hipoxia y donde se observó que las 

líneas de sobreexpresión de OsCBL10 presentaban una susceptibilidad significativa a la 

inundación y la hipoxia durante la germinación. Bajo déficit de K+ la sobreexpresión de 

AtCBL10 provocó un fenotipo más sensible con menor acumulación de K+ que en las 

plantas WT (Ren et al., 2013). Otro estrés descrito en la literatura en el que CBL10 parece 

estar implicado como un regulador negativo es la sequía: la pérdida de función de CBL10 

en Arabidopsis mejoró la reanudación del crecimiento de las plantas después de un 

período de deshidratación en comparación con WT, mientras que las plantas CBL10-OE 

no recuperaron dicho crecimiento (Kang y Nam, 2016).  
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6.3. Papel clave de SlCBL10 y SlRBOHG en la señalización por estrés  

El mencionado papel de Ca+2 como mensajero crítico en la transducción de señales que 

coordina numerosas respuestas a los desafíos ambientales es clave en el estrés abiótico 

(Kudla et al., 2018).  Las señales de Ca+2 se producen en patrones específicos en el citosol 

debido a la estricta regulación de su liberación y captación en los diversos depósitos 

intracelulares, como la vacuola, que es la que acumula más Ca+2 movilizable en la 

mayoría de las células vegetales. TPC1 es el único canal vacuolar permeable al Ca+2 

conocido hasta ahora, involucrado en la activación y expansión de la onda de Ca+2 en el 

citoplasma. Los resultados del análisis del mutante de tomate Slcbl10 sugieren que 

CBL10 podría estar directa o indirectamente relacionado con la regulación del canal 

TPC1 y por tanto con la liberación vacuolar de Ca+2 al citoplasma con una función de 

señalización (Egea et al., 2018). 

Además, estudios recientes han demostrado que la señalización de la planta está 

respaldada por un mecanismo inducido por Ca+2 y asistido por ROS que involucra la 

producción de ROS por proteínas RBOH (Respiratory Burst Oxidase Homolog). Existe 

una conexión directa entre la producción de ROS y las vías de señalización de Ca+2 que 

permite la comunicación de célula a célula como una transmisión rápida de señales a larga 

distancia en las plantas. Algunos estudios relacionan CBL10 con RBOH, por ejemplo en 

en la planta de tomate, CBL10 se ha relacionado con la activación de un RBOH de la 

membrana plasmática implicado en la producción de ROS (Figura 12) en respuesta al 

estrés biótico (Figura 14) (de la Torre et al., 2013). CBL10 interactúa y recluta CIPK6 en 

la membrana plasmática, donde el complejo CBL10-CIPK6 activa por fosforilación a la 

proteína RBOHB que contribuye a la generación de ROS durante la inmunidad 

desencadenada por efectores que ocurre en la interacción de Pseudomonas syringae y 

Nicotiana benthamiana.  

Otros estudios sugieren una relación entre CBL10 y la generación y ajuste fino de firmas 

específicas de Ca+2 en el citoplasma en condiciones de estrés. Así, en arroz, se ha 

encontrado que CBL10 está involucrado en el aumento citoplasmático de Ca+2 en 

respuesta a la hipoxia como consecuencia de inundaciones (Ye et al., 2018). Un estudio 

en Arabidopsis también determinó que CBL10, junto con CIPK24, inducía y mediaba el 

ajuste fino de una firma de Ca+2 dependiente de AtANNEXIN4 (AtANN4) bajo estrés 

salino (Ma et al., 2019). Estas proteínas dependientes de Ca+2 median su entrada inducida 

por sal al citoplasma, y como resultado de esta señal se activa la ruta SOS en respuesta a 

salinidad (Figura 14). Dada esta función demostrada de CBL10 en Arabidopsis, sería 

necesario probar si los cambios en la expresión de TPC1 observados en el mutante de 

tomate Slcbl10 podrían ser una consecuencia más que la causa del Ca+2 citoplasmático 

alterado (Egea et al., 2018). En conjunto, estos resultados sugieren que CBL10 y RBOH 

pueden ser reguladores claves de la señalización del estrés en las plantas mediante una 

comunicación cruzada entre Ca+2 y ROS a través de la regulación de la actividad de 

RBOH. Sin embargo, más estudios son necesarios para dilucidar la transmisión rápida de 

señales a larga distancia y avanzar en esta compleja línea de investigación. 
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II. OBJETIVOS 

El trabajo recogido en esta tesis doctoral ha sido realizado en el grupo de Salinidad del 

CEBAS en colaboración con los grupos de genética y mejora biotecnológica (UAL e 

IBMCP), y el objetivo principal es avanzar en el conocimiento sobre el papel de dos 

genes claves de tomate involucrados en la tolerancia a estreses abióticos a lo largo 

del ciclo de desarrollo de las plantas. 

OBJETVO 1: Análisis funcional del gen de tomate CALCINEURIN B-LIKE 

PROTEIN 10 (SlCBL10)  

Para ello se han abordado los siguientes objetivos parciales. 

- Estudiar el papel de SlCBL10 en el desarrollo reproductivo de tomate 

- Determinar la respuesta a la salinidad inducida por la sobreexpresión de 

SlCBL10 

- Comprobar si el gen SlCBL10 funciona como regulador negativo de la tolerancia 

a salinidad en raíz 

- Identificar el papel de SlCBL10 en la tolerancia del tomate a estrés por sequía y 

altas temperaturas. 

OBJETIVO 2: Papel del gen RESPIRATORY BURST OXIDASE G (SlRBOHG) en la 

tolerancia a la salinidad del tomate.   

Los objetivos parciales han sido los siguientes: 

- Dilucidar el mecanismo de acción del gen en relación con la homeostasis 

osmótica e iónica en condiciones de salinidad y determinar el papel del peróxido 

de hidrogeno en la tolerancia. 

- Determinar el papel del gen SlRBOHG en la tolerancia a la salinidad a lo largo 

del desarrollo vegetativo y reproductivo de la planta. 

- Estudiar las interacciones SlCBL-SlCIPK en la activación de SlRBOHG y la 

localización subcelular de AtRBOHG y SlRBOHG. 
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III. MATERIAL Y MÉTODOS 

1. Material vegetal 

El material vegetal que se ha empleado en esta tesis doctoral es el tomate cultivado 

(Solanum lycopersicum L.). Como cultivar sin transformar y genotipo wild type (WT) se 

ha empleado el cultivar Moneymaker, que es una de las principales variedades 

comerciales de tomate cultivada en la Región de Murcia caracterizada por un hábito de 

crecimiento indeterminado y frutos lisos, redondos de calibre mediano y con buena 

formación en ramillete.  

Dentro de la colección de mutantes obtenida a partir de la transformación genética del cv. 

Moneymaker, en este trabajo hemos utilizado tres mutantes (Pérez-Martín et al., 2017). 

Dicha colección de mutantes se ha obtenido en el marco de un proyecto coordinado entre 

nuestro grupo de investigación dirigido por la Prof. Mª Carmen Bolarín (CEBAS-CSIC), 

el grupo del Prof. Rafael Lozano (Universidad de Almería) y el grupo del Prof. Vicente 

Moreno (IBMCP- PVCSIC). 

Los mutantes seleccionados para esta tesis doctoral han sido: 

a) El mutante Slcbl10 de tomate, cuya identificación y caracterización funcional del gen 

mutado SlCBL10, fue publicada por el grupo de investigación en 2018 en la revista 

Plant Physiology (Egea et al., 2018) y en esta tesis doctoral se ha avanzado en el papel 

que desempeña este gen en la tolerancia al estrés por salinidad y sequía, y se ha 

completado su caracterización en el desarrollo reproductivo. 

b) El mutante sodgat1, (sodium gatherer 1), inicialmente nombrado como she-1 (salt 

hypersensitive esculentum), cuya identificación y caracterización fisiológica y 

fenotípica se recoge en una tesis anterior del grupo de investigación (Plasencia, 2015) 

y en esta tesis doctoral, tras la identificación del gen mutado SlRBOHG por el grupo 

de la Universidad de Almería, se ha ampliado la caracterización fisiológica y 

fenotípica en cuanto al desarrollo reproductivo, y se ha llevado a cabo la 

caracterización funcional del gen en estrés salino a corto y largo plazo. 

c) El mutante sodgat2, (sodium gatherer 2), identificado previamente como un mutante 

sensible a la salinidad por el grupo del IBMCP. Posteriormente se comprobó que su 

gen mutado era el mismo que sodgat1, el gen SlRBOHG, y por tanto eran mutantes 

alélicos.  

Junto al mutante Slcbl10 mencionado, en esta tesis doctoral se han empleado dos líneas 

transgénicas de silenciamiento y sobreexpresión del gen SlCBL10: 

d) Línea de silenciamiento del gen SlCBL10 (RNAi) obtenida mediante tecnología de 

ARN de interferencia y descrita por Egea et al (2018). 
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e) Línea de sobreexpresión (OE), obtenida por el grupo de la Universidad de Almería 

como se describe en Ribelles et al. (2019).  

Además del cv. Moneymaker, también se ha utilizado el híbrido de tomate comercial 

Jaguar (suministrado por Ramiro Arnedo S.A.) como genotipo parte aérea para estudiar 

el papel de la raíz en la tolerancia a la sal a largo plazo. 

2. Cultivo in vitro. 

2.1. Esterilización de semillas y germinación in vitro  

Las plántulas WT y mutantes empleadas en los experimentos in vitro se obtuvieron a 

partir de semillas que previamente fueron esterilizadas. Para su esterilización, las semillas 

se sumergieron durante 30 minutos en una solución de hipoclorito sódico al 20%, a la que 

se le añaden 3 gotas de Triton X-100 para romper la tensión superficial, lo que mejora el 

contacto entre el tejido y la solución esterilizante. Seguidamente, se eliminó la solución 

mediante tres lavados sucesivos a los 5, 10 y 15 minutos con agua destilada estéril. Una 

vez esterilizadas, las semillas se depositaron en frascos estériles que contenían medio 

MS* (Tabla 1).  

Tabla 1. Composición del medio de germinación de semillas. 

Medio de germinación g L-1 

Solución mineral MS* 4,3 

Sacarosa 10,0 

Agar 8,0  

* MS: Medio Murashige y Skoog (1962). 

2.2. Condiciones de la cámara de cultivo in vitro. 

Los experimentos in vitro se llevaron a cabo con las plantas crecidas a partir de la 

germinación de semillas en frascos estériles en una cámara de crecimiento con un 

fotoperíodo de 16 h de luz (76 μmol m-2s-1 de radiación fotosintéticamente activa) y 8 h 

de oscuridad a 25 ºC durante todo el ciclo. Para la iluminación se emplearon tubos 

fluorescentes Grolux de 58 W (Sylvania).  Una vez las plantas alcanzaron el estado de 2-

3 hojas verdaderas se realizaron los muestreos de material vegetal para los análisis 

posteriores.  

3. Cultivo in vivo de plantas. Condiciones del estrés salino e hídrico.  

Para evaluar la respuesta de las plantas a los estreses estudiados en esta tesis se llevaron 

a cabo ensayos a corto-medio plazo (en cámara de cultivo de condiciones controladas y 

de unas semanas de duración) y a largo plazo (en invernadero o de condiciones semi-

controladas o de condiciones no-controladas llegando a la fase de producción).  
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3.1. Condiciones de cultivo para los ensayos a corto y medio plazo  

Las semillas para realizar todos los ensayos en las cámaras de cultivo se pregerminaron 

durante 48 h en agua destilada y agitación en placas de cultivo en oscuridad durante 48-

72 h para conseguir su máxima hidratación y facilitar la germinación. Una vez que las 

semillas estaban pregerminadas (aparecía la radícula), se pasaban a semilleros de plástico 

de dimensiones 60 x 40 x 12 cm y 96 pocillos por bandeja con una mezcla de turba negra 

y perlita en proporción 8:3 y condiciones de temperatura y humedad de 28ºC y 80% de 

humedad relativa (HR), respectivamente hasta que los cotiledones empezaban a emerger. 

Las condiciones de cultivo de las plantas creciendo en semilleros en la cámara de cultivo 

se controlaba mediante un programa informático, de forma que se mantuviera una HR 

entre el 50 y 80% y una temperatura entre 26ºC (día) y 18ºC (noche), con un fotoperiodo 

de 16 h/luz y 8 h/oscuridad (que reproduce en lo posible un ciclo de día natural).  

La disolución nutritiva empleada tanto para el riego de los semilleros como para el 

posterior cultivo fue la solución Hoagland diluida al 50% (½) (Hoagland, 1950) (Tabla 

2). La disolución consta de tres componentes preparados por separado que son mezclados 

y diluidos en agua destilada para obtener la disolución de riego. 

Tabla 2. Composición de la solución nutritiva utilizada para el riego en cámara de cultivo. 

Solución A  g·L-1 

NH4NO3  8,0 

Ca(NO3)2·4 H2O  82,6 

KNO3   35,7 

  

 

 

 

Las plantas se mantenían en los semilleros hasta que alcanzaban un desarrollo de 1-2 

hojas, momento en el cual se transferían al medio de cultivo definitivo donde se llevaba 

a cabo el experimento. 

3.2. Ensayos en sustrato  

Las plántulas en estado de desarrollo de 2-3 hojas verdaderas se trasplantaron a macetas 

de 15 cm de diámetro empleando como sustrato la mezcla de turba y perlita anteriormente 

descrita. Para ello, primero se humedecía el sustrato y se insertaba el cepellón procedente 

del semillero y las macetas se mantenían al menos una semana sin aplicar ningún 

tratamiento, con el fin de amortiguar el estrés sufrido en el trasplante y permitir el 

desarrollo de la raíz. Para el riego se empleó solución Hoagland diluida ½ y la frecuencia 

de riego dependía del estado de desarrollo de las plantas y se llevaba a cabo a demanda 

Solución B  g·L-1 

KNO
3
  5,0 

KH
2
PO

4
  27,4 

MgSO
4
·7H

2
O  24,6 

MnSO
4
·5H

2
O  0,053 

H
3
BO

3
  0,140 

CuSO
4
·5H

2
O  0,015 

(NH4)
6
Mo

7
O

2
4·4H

2
O  0,008 

ZnSO
4
·7H

2
O  0,060 

Hierro (Fe) g·L-1 

Fe-EDDHA 6%  1,87 
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con el fin de mantener un crecimiento óptimo y homogéneo, evitando la desecación y el 

encharcamiento por exceso de riego. 

3.3. Ensayos en cultivo hidropónico  

El sistema de cultivo hidropónico es idóneo para evaluar la respuesta a corto y medio 

plazo de las plantas al tratamiento salino en condiciones controladas de cultivo, ya que 

además permite el fácil acceso y muestreo del sistema radicular y sin interferencias de 

sustrato sólido. 

Los tratamientos salinos se aplicaban utilizando la misma disolución Hoagland al 50% 

utilizada para el riego, a la que se le añadían distintas concentraciones de NaCl en función 

del experimento para someter las plantas al estrés salino. La aplicación del tratamiento 

salino se llevaba a cabo en los periodos de baja iluminación (cuando las plantas tienen 

una menor tasa de transpiración para evitar el choque osmótico) y se realizaba de forma 

gradual añadiendo la concentración salina en 2 o 3 veces sucesivas con el fin de que las 

plantas se aclimataran poco a poco al estrés causado. Durante los experimentos, se llevaba 

a cabo un control de la solución de riego mediante la medida del pH, conductividad 

eléctrica (CE) y análisis químicos periódicos para cambiar la solución de riego cuando 

era necesario y como mínimo, una vez por semana. 

Se disponía de dos sistemas de cultivo hidropónico; el sistema de cultivo en mini-

hidropónico (Figura 15a), para experimentos o tratamientos puntuales en los que utilizar 

plantas en estado de desarrollo temprano (hasta 3 hojas verdaderas en el momento del 

tratamiento), y otro sistema de hidropónico de mayores dimensiones para experimentos 

de mayor duración en los que las plantas utilizadas alcanzaban un mayor desarrollo 

(Figura 15b). 

El sistema de cultivo en mini-hidropónico constaba de cubetas de vidrio de 3 litros de 

capacidad (dimensiones 29.5 x 19.5 x 7.5 cm) con tapaderas perforadas de plástico 

ajustadas herméticamente a la cubeta. Tanto las cubetas como las tapaderas eran opacas 

para evitar la aparición de algas por la luz (Figura 15a). Las plantas procedentes de 

semillero en estado de desarrollo de 1-2 hojas verdaderas se incluían sobre unos soportes 

de plástico fabricados con tubos de microcentrífuga de 2 ml de color ámbar cortados, a 

los que se le colocaba un poco de algodón acrílico o miraguano sintético alrededor del 

tallo de la planta con el fin de sujetar las plantas y mantenerlas erguidas con la parte aérea 

por fuera y la raíz en el interior de la cubeta. Una vez transferidas al sistema hidropónico, 

las plantas se mantenían en disolución Hoagland ½ durante al menos 10 días antes de 

iniciar el tratamiento salino, con el fin de favorecer la aclimatación de las plantas y el 

desarrollo del sistema radicular. La disolución nutritiva se aireaba continuamente 

mediante un burbujeo continúo mediado por un aireador de acuario. 
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Figura 15. Visión general de los sistemas de cultivo hidropónico empleados en la cámara de cultivo 

de condiciones controladas del CEBAS – CSIC. a) Sistema de mini-hidropónico para plantas de hasta 3 

hojas verdaderas y experimentos de corta duración. b) Sistema de hidropónico para plantas en estado de 

desarrollo superior y ensayos de mayor duración. 

El sistema de cultivo hidropónico para plantas de mayor tamaño constaba de varias 

cubetas de fibra de vidrio de 50 litros de volumen con tapaderas que presentan huecos en 

los que se colocan las plantas de forma que la raíz queda sumergida y en oscuridad en la 

solución Hoagland ½ (dentro de la cubeta), y la parte aérea por encima de la cubeta al 

descubierto (Figura 15b). Para su traspaso al sistema de hidropónico grande, se lavaban 
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cuidadosamente las raíces de las plantas germinadas en semilleros en estado de desarrollo 

de 2-3 hojas verdaderas y se introducían en el sistema. Se mantenían en condiciones 

control hasta que alcanzasen el estado de desarrollo deseado para el experimento en 

cuestión, lo cual además permitía la aclimatación de las plantas al nuevo sistema de 

cultivo y un correcto desarrollo del sistema radicular antes de aplicar ningún estrés o 

tratamiento.  En cada cubeta podían incluirse hasta 40 plantas y para sostenerlas y 

mantenerlas erguidas, se colocaban en unos soportes de plástico ajustados a los huecos 

de la cubeta y rellenados con algodón acrílico o miraguano sintético alrededor del tallo 

para permitir su crecimiento sin estrangularlo. El sistema hidropónico permitía el 

entutorado de las plantas con hilo de rafia a unos soportes situados en la parte superior 

para mantenerlas erguidas en caso de que alcancen un tamaño mayor. La solución 

nutritiva se oxigenaba mediante un burbujeo continúo suministrado por un compresor 

Puska N-150-50, con un caudal de 115 L min-1, presión máxima 10 Kg cm-2 y capacidad 

de 50 litros. 

3.4. Condiciones de cultivo para los ensayos a largo plazo en invernadero. 

Para la evaluación de los efectos de diferentes tratamientos de estrés (salino e hídrico) a 

largo plazo y en particular sobre la producción de frutos (en condiciones similares a las 

comerciales) se llevó a cabo un cultivo en invernadero. Se emplearon dos invernaderos 

diferentes en función de las condiciones de cultivo deseadas en el experimento.  

3.4.1. Invernadero de condiciones no-controladas (NC) 

El invernadero de condiciones medioambientales no controladas (NC) se encuentra 

situado en la finca experimental del CEBAS-CSIC en la comarca de La Matanza del 

término municipal de Santomera (Murcia) (38.105ºN, 1.035ºW). Es un invernadero de 

tipo túnel y con cubierta, laterales y parte posterior de policarbonato, de una superficie de 

1.000 m2 completamente cerrado y dotado de ventiladores en la parte posterior que se 

activan cuando la temperatura supera los 24ºC, generando una circulación de aire en el 

interior gracias a la parte frontal de malla antitrips que permite el paso del aire. De esta 

forma se consigue que las condiciones medioambientales del interior se aproximen a las 

condiciones imperantes en el exterior. El espacio interior dispone de líneas de riego 

independientes, cada una con su programa de fertirrigación, lo que permite establecer 

filas de plantas con condiciones de fertirrigación distintas (control, diferentes niveles de 

NaCl, reducción de riego con respecto al control, etc.). 

Las plántulas procedentes de la germinación de las semillas en condiciones controladas 

en cámara de cultivo se trasladaban en sus semilleros al invernadero y se trasplantaban 

en estado de desarrollo de 7-8 hojas verdaderas. Tras el trasplante se dejaban aclimatar en 

las nuevas condiciones de cultivo entre 10 y 15 días y posteriormente se iniciaban los 

tratamientos de estrés salino o hídrico.  

Las plantas se cultivaron en sustrato de fibra de coco en contenedores de poliestireno de 

32 litros de volumen y con espacio para 3 plantas por contenedor, con un marco de cultivo 
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resultante de 0,33 m de distancia entre plantas en cada línea de cultivo y 1 m de separación 

entre líneas (Figura 16). La solución nutritiva (Tabla 3) se suministraba por riego por 

goteo programable, mediante goteros de 3 L·hora-1 de caudal, con un gotero por planta. 

Las plantas se cultivaban a un solo tallo y se entutoraban hacia lados alternos para 

mantener su crecimiento, eliminando periódicamente las yemas axilares de las plantas 

(Figura 16). La fertilización se ajustaba para conseguir unos niveles óptimos de 

nutrientes para el cultivo del tomate (Cadahia, 1995), y la frecuencia y duración de los 

riegos se programaba en función de la climatología y el estado fenológico de las plantas, 

para conseguir que las plantas control de los ensayos estuvieran en las mejores 

condiciones de fertirrigación posibles.  

Tabla 3. Composición de la solución nutritiva usada para el riego de las plantas en el invernadero.  

 

 

 

Las disoluciones concentradas con macro- y micro-nutrientes se preparaban en depósitos 

de 2.000 litros y éstas se añadían posteriormente mediante un sistema de mezclado por 

inyección automática al agua de riego según el equilibrio de abonos establecido por el 

usuario en el sistema de fertirrigación (Nutritec9000 de la empresa RITEC, Riegos y 

Tecnologia S.L, Águilas, Murcia) para el cabezal de riego, para obtener los niveles de 

nutrientes deseados en unos depósitos de riego del mismo volumen donde se disponen las 

soluciones finales de fertirrigación para las plantas. La regulación de la inyección de 

soluciones madre de abonos se realizaba estableciendo un diferencial de conductividad 

eléctrica (CE) establecido por el usuario en el sistema, relativo al valor de CE del agua 

disponible. El agua de riego empleada presentaba una CE alrededor de aprox. 1,0 dS m-1, 

y el diferencial fijado era de 1,0 mS m-1 para inyectar los abonos en la solución final de 

fertirrigación, siempre respetando el equilibrio de abonos establecido. Un cuarto depósito 

contenía ácido nítrico 100 mM para regular el pH de la solución final de fertirrigación, 

fijado por el usuario en el programa de llenado, que también se añadía a los depósitos de 

solución de fertirrigación mediante un sistema de mezclado por inyección automática. 

Periódicamente se realizaba el análisis químico del agua empleada y de las soluciones de 

fertirrigación, así como del lixiviado producido por el riego, para comprobar que las 

composiciones de las soluciones de fertirrigación eran las deseadas.  

 

Macronutrientes  (mM) 

N(NO
3

-
) 12,0 

N(NH
4

+
) 0,5 

P(PO
4

3-
) 1,5 

K
+
 7,0 

Ca
2+

 4,0 

Mg
2+

 2,0 

Micronutrientes  (μM) 
Fe

3+ 12,0 

Cu
2+ 0,5 

Mn
2+ 7,0 

Zn
2+ 4,0 

B
3+ 2,0 
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Figura 16. Visión general del cultivo en el invernadero de condiciones no controladas (NC) situado 

en la finca experimental del CEBAS-CSIC. a) Plantas recién trasplantadas. b) plantas adultas en el 

transcurso de un ensayo de invernadero. 

El invernadero incluía un sistema de sensores de temperatura y de humedad relativa 

colocados a una altura de 1.5 m sobre la base de las plantas. Todos los valores se 

registraban periódicamente y se almacenaban en una base de datos. 

Tratamiento de estrés salino en invernadero de condiciones NC 

El nivel de salinidad empleado en los experimentos en invernaderos fue de 50 y 100 mM 

de NaCl. Un quinto depósito de solución madre de 2,567 M NaCl se usaba para agregar 
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la sal a los depósitos con la solución de fertirrigación, mediante inyección automática, 

pero ajustando el volumen de llenado de la solución de sal mediante la medida de la CE 

en el depósito de riego con el fin de alcanzar la concentración final deseada. Así, las 

soluciones de fertirrigación salinas se preparaban ajustando el llenado de tal forma que 

para obtener un nivel salino de 50 y 100 mM de NaCl éstas presentaran una CE final de 

aprox. 7,0 y 12,0 dS m-1, respectivamente (teniendo en cuenta que la solución de 

fertirrigación control tiene una CE aproximada de 2,0 dS m-1 si el agua disponible tiene 

una CE de aprox. 1,0 dS m-1). Se tomaban muestras del agua y de las soluciones de 

fertirrigación, control y salinas, para confirmar los niveles de NaCl obtenidos mediante 

análisis químicos. 

Tratamiento de estrés hídrico en invernadero de condiciones NC 

El estrés hídrico se impuso por reducción del volumen de riego diario, fijando un % de 

reducción con respecto al volumen de fertirrigación diario de las plantas dispuestas en las 

filas de cultivo que se mantenían en condición control, en condiciones óptimas de riego. 

Como ya se ha mencionado, el programa de fertirrigación, su duración y frecuencia, se 

modificaba en función de la climatología y el estado fenológico de las plantas, pero 

siempre respetando el % de reducción de riego diario entre las filas de plantas en 

condición control y las filas en condición de estrés hídrico.  

La reducción del riego en estas últimas se llevó a cabo reduciendo la frecuencia diaria de 

riegos con respecto a las plantas control, pero no la duración de cada riego, que era el 

mismo que en las plantas control, con el fin de conseguir que el volumen de riego 

adicionado cada vez sea suficiente para alcanzar toda la masa radicular. 

3.4.2. Invernadero de condiciones semi-controladas (SC). 

El invernadero de condiciones semi-controladas (SC) utilizado pertenece al Servicio de 

Experimentación Agroforestal (SEAF) del Área Científica y Técnica de Investigación 

(ACTI) de la Universidad de Murcia y está situado en el Campus de Espinardo (Murcia, 

38.019ºN, 1.167ºW). Se trata de un umbráculo de 64 m2 de superficie (8 m de largo x 8 

me de ancho), totalmente protegido con malla antitrips, con sistema de riego por goteo 

automático programable y pantalla de sombreo practicable controlada en función de las 

condiciones climatológicas (temperatura y luminosidad exterior). Las condiciones 

medioambientales (temperatura, humedad, radiación luminosa) de este invernadero están 

mucho más controladas y no dependen tanto de las condiciones en el exterior. En este 

invernadero sólo se llevaron a cabo ensayos de estrés salino.  

El desarrollo de las plántulas en semillero y su trasplante se llevó a cabo de la forma antes 

descrita en el apartado del cultivo en el invernadero de condiciones no controladas (NC), 

pero en este caso el trasplante se hacía a macetas (una planta por maceta). Las macetas 

tenían una altura de 28 cm y un diámetro interior de 30 cm, y su volumen era de 17 L. Se 

rellenaron de fibra de coco para el establecimiento de la planta, y se dispusieron con un 

marco de cultivo al tresbolillo formando filas, con una distancia entre las plantas de 1 m  
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Figura 17. Visión general del cultivo en el invernadero de condiciones semi controladas (SC). 

Invernadero del Servicio de Experimentación Agroforestal (SEAF) del Área Científica y Técnica de 

Investigación (ACTI) de la Universidad de Murcia. 

El sistema de control y programación de fertirrigación del invernadero de condiciones SC 

es similar al de condiciones NC, y la preparación de los depósitos de soluciones de 

fertirrigación, control y salinas con 50 y 100 mM NaCl se realiza de forma análoga, 

estableciendo un equilibrio de mezclado de abonos con el agua y regulando la inyección 

de los abonos por CE, manteniendo un valor establecido en el programa de pH mediante 

la inyección de una solución de ácido nítrico de la misma concentración que en el 

invernadero de condiciones NC, preparado en un depósito ad hoc. La programación del 

riego y la preparación de la solución de fertirrigación era llevado a cabo por el servicio 

de experimentación agroforestal según las indicaciones suministradas en función del 

experimento en cuestión. El marco de cultivo al tresbolillo permite distribuir por filas las 

plantas y cada fila constituye una línea de riego independiente, por lo que se pueden 

establecer distintos tratamientos de riego (control, 50 o 100 mM NaCl). La solución 

nutritiva, de la misma composición que la utilizada en el invernadero de condiciones NC 

(Tabla 3), se suministraba por riego por goteo programable, mediante goteros también de 

3 L·hora-1 de caudal, con un gotero por planta, es decir por maceta. Periódicamente se 

realizaba el análisis químico del agua empleada y de las soluciones de fertirrigación, así 

como del lixiviado producido por el riego, para comprobar que las condiciones de cultivo 

eran las deseadas. Las plantas se cultivaban a un solo tallo y se entutoraban para mantener 

su crecimiento, eliminando periódicamente las yemas axilares de las plantas. La 

fertilización se ajustaba para conseguir unos niveles óptimos de nutrientes para el cultivo 

del tomate (Cadahia, 1995) y la frecuencia y duración de los riegos se ajustaba y 

programaba en función de la climatología y el estado fenológico de las plantas, para 

conseguir que las plantas control de los ensayos estuvieran en las mejores condiciones de 

fertirrigación posibles. 
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El invernadero incluía un sistema de sensores de temperatura y de humedad relativa y los 

valores se registraban periódicamente y se almacenaban en una base de datos del mismo 

modo que en el invernadero de condiciones NC. 

3.5. Generación de plantas injertadas 

El proceso de germinación de las semillas WT y mutantes, la realización de los injertos y 

su posterior cultivo hasta que las plantas estaban listas para el trasplante se llevó a cabo 

por nuestro grupo así como en las instalaciones de Viveros La Sala (Crta. Lo Romero. 

Km. 5, San Pedro del Pinatar, Murcia).  

 

Figura 18. Generación de plantas injertadas. a) Para el esqueje, el corte se realiza por debajo de los 

cotiledones, mientras que para la parte aérea se realiza por encima, y en ambos casos de forma oblicua para 

que ambas partes tengan una mayor superficie de contacto para la regeneración de los tejidos. b) La unión 

del injerto se asegura por medio de una pinza para injertos. c) Las plántulas se mantienen cubiertas con una 

tapa de plástico transparente para mantener una correcta humedad relativa en el ambiente y facilitar la 

formación del injerto, y con baja iluminación durante 24 horas. Posteriormente se aclimatan las plantas, 

abriendo la tapa un poco cada día para ir reduciendo la humedad hasta destaparlas completamente. 
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En la Figura 18 se representan las diferentes etapas para obtener las plantas injertadas. 

Los injertos se llevaban a cabo cuando las plantas se encontraban en estado de 2 hojas 

desarrolladas. Para el portainjerto, el corte se realizaba por debajo de los cotiledones, 

mientras que para la parte aérea se realizaba por encima, y en ambos casos de forma 

oblicua para que ambas partes tuvieran una mayor superficie de contacto para la 

regeneración de los tejidos. Los injertos se realizaban inmediatamente tras el corte y la 

unión del injerto se aseguraba por medio de una pinza para injertos. Tras la realización 

del injerto, las plántulas se mantenían cubiertas con una tapa de plástico transparente para 

mantener una correcta humedad relativa en el ambiente y facilitar la formación del injerto, 

y se mantenían con baja iluminación durante 24 horas. Posteriormente se iban 

aclimatando las plantas, abriendo la tapa un poco cada día para ir reduciendo la humedad 

hasta destaparlas completamente. Una vez que la unión del injerto era completa, las 

plantas se trasplantaban al medio de cultivo definitivo para el experimento y se regaban 

con solución Hoagland ½ hasta la aplicación del tratamiento. 

4. Determinación de parámetros fisiológicos 

4.1. Desarrollo de biomasa 

A lo largo de los distintos ensayos, se estimó el crecimiento de las plantas mediante la 

determinación del peso fresco o desarrollo de biomasa. Para ello, durante los muestreos 

del material vegetal, las plantas se separaron en parte aérea y raíz y se pesaron 

separadamente en una balanza de precisión, obteniéndose el peso fresco (PF) o biomasa 

fresca.  

4.2. Determinación del contenido de agua 

Una vez se pesaba el material vegetal en fresco (PF), se introducía en una estufa a 70ºC 

durante 48-72 h hasta su deshidratación completa y se volvía a pesar para obtener el peso 

seco (PS) o biomasa seca. Para obtener el contenido de agua de los diferentes tejidos se 

hacía uso de la siguiente relación: 

Contenido de agua = (PF –PS) / PS 

Donde PF y PS son el peso fresco y seco en gramos del tejido, respectivamente.  

 

4.3. Parámetros de intercambio gaseoso: conductancia estomática (gs), tasa de 

transpiración foliar (E), y tasa de fotosíntesis neta (Pn) 

La conductancia estomática y la transpiración foliar son dos parámetros importantes que 

reflejan el estrés de la planta acerca de la regulación de los estomas y la perdida de agua 

que la hoja está sufriendo a través de cutícula y estomas. Para medir estos parámetros 

fisiológicos, se utilizó un sistema portátil de medida de fotosíntesis (CIRAS-2, PP-

system, Amesbury, MA 01913 EEUU), tratándose de una técnica directa no destructiva 
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que emplea una pequeña área de un foliolo (1,7 m2 en nuestras medidas para foliolo de 

tomate). 

Las condiciones del equipo CIRAS-2 fueron: el nivel de CO2 de referencia de 480 ppm, 

la temperatura de la hoja en la cámara variaba entre 25,7 y 26,8ºC, la velocidad del flujo 

de gas de la hoja en la cámara de medición era de 195 mL·min-1, se medía a presión 

ambiental (1.010 mb) y la densidad del flujo de fotones (energía de la radiación 

fotosintéticamente activa o PAR) era de 500 μmol m-2s-1.  

Las medidas se llevaban a cabo en la 1ª hoja completamente desarrollada de plantas 

intactas en plantas crecidas en cámara de cultivo, mientras que se empleaba una hoja 

completamente desarrollada entre la 2ª y 3ª hoja en las plantas procedentes de ensayos de 

invernadero a largo plazo, siempre sobre hojas con un desarrollo similar. Las medidas se 

llevaban a cabo siempre a la misma hora en los distintos días de muestreo para evitar las 

posibles variaciones por el ciclo circadiano o el fotoperiodo y que las diferencias solo 

fueran debidas a los efectos experimentales. Los parámetros que se obtenían eran la 

conductancia estomática (gs: mmol H2O m-2s-1) que estima el grado de apertura/cierre 

estomático mediante la tasa de entrada de CO2/salida de H2O por los estomas, la tasa de 

transpiración foliar (E: mmol H2O m-2s-1), y la tasa fotosintética (Pn, mmol/m-1s-2).  

4.4. Termografía infrarroja 

La termografía infrarroja (TI) es una técnica no destructiva que se está extendiendo en los 

últimos años para la monitorización de la pérdida de agua por transpiración (Grant et al., 

2006; Sirault et al., 2009). Ha surgido como una alternativa fiable a pesar de una medida 

indirecta, ya que no se requiere contacto con la superficie foliar, frente a otras técnicas 

invasivas como los analizadores de intercambio gaseoso los cuales podrían interferir con 

el comportamiento natural de la hoja (Jones, 1999; Sirault et al., 2009). Las medidas de 

TI se obtuvieron mediante una cámara infrarroja FLIR T420BX (FLIR Systems, 

Wilsonville, EEUU), equipada con una lente de 10 mm. Los parámetros de la cámara 

fueron los siguientes: campo de visión ajustado a 45º, emisividad de la hoja a 0,95, y 

temperatura (Tª) reflejada de 20ºC. La toma de imágenes se llevaba a cabo a la misma 

hora durante los distintos días de muestreo para evitar las posibles variaciones debidas al 

ciclo circadiano y que las diferencias solo fueran debidas a los efectos experimentales. 

Para ello, la cámara se colocaba perpendicular a las plantas a unos 45 cm 

aproximadamente por encima de la superficie de las hojas con un cartón liso bajo la hoja 

para mantenerla extendida sin tocarla con los dedos (ya que esto variaría la temperatura). 

Las medidas se llevaban a cabo en la primera hoja desarrollada en las plantas 

desarrolladas en cámara de cultivo (más pequeñas), y en una hoja media-superior del 

mismo grado de desarrollo en las plantas crecidas en invernadero. Tras la adquisición de 

imágenes, se obtuvieron los datos de la Tª media la hoja empleando el programa FLIR 

ResearchIRTm.  
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4.5. Preparación de extracto vegetal crudo 

Para la obtención de un extracto vegetal a partir de material fresco, la muestra vegetal se 

pesaba y se introducía en puntas de pipeta de 5 ml con lana de vidrio en la punta. Estas 

puntas a su vez se introducían en tubos de 50 ml y se centrifugaban en una centrifuga 

Haerus labofuge II (Haerus, Alemania) durante 15 minutos a 1.000 g y 4ºC. El volumen 

obtenido se volvía a centrifugar en tubos de 1,5 ml a 14.000 g durante 15 minutos y 4ºC 

en una centrifuga Sigma 2k15 (B. Braun, Alemania). Se desechaba el precipitado (que 

contiene las impurezas, macromoléculas y restos celulares) y el sobrenadante limpio se 

almacenaba a -20ºC hasta su posterior análisis. 

4.6. Potencial hídrico 

El potencial hídrico (Ψw) de las plantas se estimó mediante una cámara de presión tipo 

Scholander modelo 3000 (PMS Instrument Company, Corvallis, OR). El método de 

medida se basa en la medida de la salida de la savia del xilema de un foliolo cuando la 

presión aplicada es suficiente para forzar la salida del agua de las células vasculares 

(Scholander et al., 1964). En esta técnica, se escinde el órgano a medir (generalmente se 

usa para hojas o pequeños brotes, en nuestro caso usábamos foliolos de hoja de tomate 

desarrollada, ya que esta especie presenta hojas compuestas y utilizar una hoja entera 

suponía una pérdida de biomasa importante). La muestra vegetal intacta salvo la zona de 

corte se introduce en la cámara y se sella en una cámara de presión, quedando solamente 

la zona de corte al exterior (en nuestro caso el peciolo del foliolo). Antes de la escisión, 

la columna de agua en el xilema está bajo tensión. Cuando la columna de agua se rompe 

por la escisión del órgano (es decir, su tensión se alivia permitiendo que su presión 

hidrostática, que es negativa, se eleve a cero), el agua sale rápidamente del xilema hacia 

las células vivas que rodean el xilema, por ósmosis. La superficie de corte, en 

consecuencia, se torna más opaca y seca. Para realizar una medición, el investigador 

presuriza la cámara con gas comprimido hasta que la distribución de agua entre las células 

vivas y los conductos del xilema retorna a su estado inicial, antes de la escisión. La 

presión necesaria para llevar el agua de nuevo a su distribución inicial se llama la presión 

de equilibrio y se detecta fácilmente por el cambio en el aspecto de la superficie de corte, 

que se torna húmeda y brillante cuando se alcanza esta presión (Taiz y Zeiger, 2007). Para 

la estimación del potencial hídrico de cada planta se llevaban a cabo tres medidas en 

foliolos de la 3º o 4ª hoja completamente desarrollada. Las medidas siempre se realizan 

en el mismo periodo de tiempo, tres horas a partir del inicio de la fase luminosa Los 

resultados obtenidos vienen expresados en bares y se transforman a MPa mediante la 

equivalencia:1 bar = 0,1 MPa. 

4.7. Potencial osmótico 

El potencial osmótico (Ψπ) se determinó por el método crioscópico de depresión del punto 

de congelación, utilizando un osmómetro Osmometer Automatic (Roebling, Alemania) a 

partir de un extracto crudo fresco (obtenido como se menciona en el apartado 4.5) 
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El osmómetro crioscópico determina el potencial osmótico de una solución mediante la 

medición de su punto de congelación. Las soluciones tienen propiedades coligativas que 

colectivamente dependen del número de partículas disueltas y no de la naturaleza del 

soluto. Una de las propiedades coligativas de las soluciones es la disminución en el punto 

de congelación a medida que la concentración de soluto aumenta. Por lo tanto, una 

solución que contiene 1 mol de solutos por kilogramo de agua tiene un punto de 

congelación de -1,86ºC, en comparación con el agua pura, cuyo punto de congelación es 

de 0°C (Taiz and Zeiger, 2007).  

Para la medida del potencial osmótico se emplearon 100 μL de extracto vegetal crudo (sin 

diluir para tomate) y se llevaron a cabo 2 medidas por muestra (2 réplicas técnicas). El 

equipo se calibró en dos puntos: I) agua destilada (que marca el valor 0) y II) NaCl (300 

mOsmol). La transformación desde unidades mOsmol (mmol de soluto osmóticamente 

activo·Kg-1) que proporciona el equipo a MPa se realizó por la equivalencia tal y como 

se describe en las especificaciones del fabricante:  

Ψπ (MPa) = ((-2 x mmol·Kg-1)/1000) x factor de dilución) 

4.8. Determinación del contenido de clorofila y eficiencia fotosintética (Fv/Fm) 

El contenido en clorofila midió en la 1ª hoja completamente desarrollada de las plantas 

mediante un dispositivo portátil SPAD-502 (Minolta, Kyoto, Japón). Este dispositivo 

permite calcular de forma semi-cuantitativa el contenido de clorofila mediante la medida 

de la fluorescencia de la clorofila a dos longitudes de onda distintas: una a la que absorbe 

la clorofila (650 nm, longitud de onda fotosintéticamente activa) y a otra a la que no 

absorbe (940 nm) y que permite compensar el grosor de la hoja (Ling et al., 2011). El 

contenido en clorofila se expresó en unidades relativas SPAD (Soil Plant Analysis 

Development), parámetro descrito por Hoel y Solhaug (1998), relacionado directamente 

con el contenido en clorofila de la hoja.  

Para la determinación de la eficacia fotoquímica del fotosistema II se utilizó un 

fluorímetro portátil OS-30p (ADC BioScientific, Reino Unido), que determina la 

eficiencia fotoquímica máxima del fotosistema II, estimada según la siguiente fórmula: 

Fv / Fm = (Fm−F0) / Fm 

Fv / Fm es la relación entre la fluorescencia variable y la fluorescencia máxima, el 

máximo rendimiento cuántico del fotosistema II. Fm se trata de la máxima intensidad de 

fluorescencia en hojas que han sido adaptadas a la oscuridad durante 30 minutos inducida 

por una fuente de excitación de luz roja lejana (3.000 μmol m−2 s−1) durante 0,8 segundos. 

F0 representa la intensidad de fluorescencia mínima producida por la exposición de la 

hoja a una fuente de luz actínica (400 μmol m−2 s−1) (Maxwell y Johnson, 2000). Estos 

parámetros se emplean rutinariamente para evaluar el efecto de un estrés sobre la 

maquinaria fotosintética de las plantas (Sayed, 2003).  
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Para la determinación de ambos parámetros, se llevaron a cabo 3 medidas en distintas 

áreas de la primera hoja completamente desarrollada de cada planta y se obtuvo el valor 

promedio.  

4.9. Contenido de iones inorgánicos 

La medida de los contenidos en cationes Na+, K+ y Ca+2 se realizó a partir de material 

vegetal seco molido y digerido. Se pesaron 0,1 g y se le añadieron 3 ml de una disolución 

HNO3:HClO4 en proporción 2:1 y esto se introdujo en un digestor Block Digest (Selecta, 

España) durante 8 horas a 190ºC. Cuando el material estaba totalmente digerido se dejaba 

enfriar a temperatura ambiente, se enrasaba a 25 ml con agua destilada, se agitaba en 

vórtex y se almacenaba a 4ºC hasta su análisis. 

Las medidas se realizaron en la plataforma de Ionómica del CEBAS-CSIC mediante 

espectrometría de emisión óptica de plasma acoplado inductivamente (ICP-OES, Iris 

Intrepid II, Thermo Electron Corporation, EE.UU.) en un equipo ICAP 6500 DUO/IRIS 

Intrepid II XLD (Thermo Scientific, Waltham, MA, EEUU). 

4.10. Determinación de azúcares, ácidos orgánicos y aminoácidos mediante 1H-

RMN 

La determinación de metabolitos polares y semipolares se llevó a cabo mediante 

espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) por el servicio de 

metabolómica del CEBAS – CSIC de acuerdo con el protocolo de Choi et al., 2006. Para 

ello, se tomaron las muestras de tejido fresco congelado (3 réplicas biológicas por cada 

muestra) y se molieron en mortero con N2 líquido. Se pesaron 0,05 g de muestra molida 

en un tubo eppendorf de 2 ml, seguidamente se añadieron 1.200 µL de mezcla 

hidrometanólica (1:1, MeOH: H2O) por cada muestra, se vortexearon durante 1 min 

aproximadamente, se sonicaron durante 3 minutos en intervalos de 1 minuto (repitiendo 

3 veces este proceso). A continuación, las muestras se sometieron a 4ºC durante 30 

minutos y se centrifugaron a 11.000 g durante 20 min a 4ºC. Se tomó la fase superior 

hidrometanólica con cuidado y se pasó a un tubo eppendorf limpio (1,5 mL). 

Seguidamente se sometieron a un proceso de Speed‐Vaccum a un máximo de 27º C hasta 

que toda la fase liquida se había evaporado (overnight). Tras ello, se resuspendió el sólido 

soluble obtenido en 800 µL de buffer fosfato potásico (KH2PO4) 100 mM a pH=6.0 

(disuelto en 100% D2O) + 0.58 mM de TPS (estándar interno). Por último, se filtró todo 

el volumen con filtros de 0,45 µm de Nylon, se tomaron 600 µL del volumen filtrado y 

se pasaron a un tubo de NMR 5 mm para su cuantificación mediante 1 H‐NMR. Los 

metabolitos cuantificados fueron las siguientes: i) azúcares: sacarosa, glucosa, manosa, 

fructosa, rafinosa, Glucosa-UDP, mio-inositol; ii) ácidos orgánicos: fumarato, malato, 

succinato, citrato, formato, acetato, ascorbato y quinato; iii) aminoácidos: glutamato, 

GABA, alanina, asparragina, aspartato, glutamina, isoleucina, leucina, prolina, treonina, 

valina, tirosina y fenilalanina. En esta tesis doctoral no se han incluido aquellas que fueron 

determinadas por una baja concentración o superposición de picos.  
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4.11. Determinación de hormonas vegetales mediante UPLC-espectrometría de 

masas 

La extracción y cuantificación de hormonas se llevó a cabo el Servicio de Cuantificación 

de Hormonas vegetales del IBMCP (instituto de Biología Molecular y Celular de Plantas, 

centro mixto UPV-CSIC). Para ello, se tomaron las muestras de tejido fresco congelado 

(3 réplicas biológicas por cada muestra) y se molieron en mortero con N2 líquido. El 

protocolo utilizado en este análisis partía de 0,1 g de muestra molida e incluía la 

extracción y purificación de las muestras con 2-3 columnas de extracción en fase sólida 

(SPE; de fase reversa e intercambio iónico), el uso de estándares internos deuterados 

(excepto para el caso de JA, que se utilizó dihidrojasmónico), y el análisis mediante 

UPLC-espectrometría de masas (UPLC acoplada a Q-Exactive, Orbitrap). Las hormonas 

cuantificadas fueron el ácido indol-3-acético (AIA) y el ácido abscísico (ABA). 

4.12. Determinación cuantitativa de la concentración de H2O2 por 

espectrofotometría mediante el método e-FOX. 

El H2O2 se cuantificó de acuerdo al protocolo de Cheeseman (2006), por el método del 

naranja de xilenol (Ferreus Oxidation-Xylenol Orange, FOX), basado en la oxidación del 

Fe (II) a Fe (III) por el H2O2, que a su vez forma un complejo coloreado con el xylenol 

orange [Fe (III)-xylenol orange], lo que permite su determinación espectrofotométrica y 

cuya concentración es proporcional a la concentración de H2O2 presente en la muestra. 

La cuantificación se determinó a partir de muestra fresca cortada limpiamente con un 

bisturí e inmediatamente congelada en N2 líquido para evitar la liberación de H2O2 por el 

daño mecánico. Seguidamente, la muestra se molió en mortero hasta obtener un polvo 

grueso y la determinación se llevó a cabo a partir de un extracto de 0,25 mg de material 

vegetal fresco homogeneizado pesado e introducido en un tubo de centrifuga de 1,5 ml. 

Seguidamente se añadía 1 ml del medio de extracción (acetona acidificada con H2SO4 25 

nM), se vortexeaba durante 2 min y se centrifugaba a 6000 g a 4ºC. Posteriormente se 

desechaba el precipitado pasando el sobrenadante a otro tubo de 1,5 ml. En una 

microplaca de cuarzo de 96 pocillos, se mezclaba 15 μl del sobrenadante con 230 μl de la 

disolución eFOX (25 mM de ácido sulfúrico, 100 μM de xylenol orange, 250 μM de 

sulfato de hierro, 100 μM de sorbitol y 1% de etanol). Se llevaban a cabo dos réplicas 

técnicas por réplica biológica, y tres réplicas biológicas por cada muestra. Se dejaba 

actuar los reactivos en oscuridad durante unos 30 minutos y se medía la absorbancia a 

550 nm (absorben los peróxidos) y a 850 nm usando un lector de placas, donde absorben 

los interferentes, principalmente, compuestos fenólicos. Para cuantificar la concentración 

de H2O2 a partir de la diferencia de absorbancias ΔAbs (A550 – A850), se realizaba una 

recta de calibrado llevando a cabo la reacción anteriormente descrita empelando como 

muestra distintas concentraciones conocidas de H2O2 (33% v/v). A partir de la ecuación 

de la recta, se determinaba la concentración de cada muestra en μmol H2O2·(100 g PF)-1 

PF. 
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4.13. Determinación cualitativa del contenido en H2O2 por emisión de fluorescencia. 

La oxidación de DCFH-DA a 2'-7'diclorofluoresceína (DCF) se emplea ampliamente para 

la detección de ROS totales por lo que es una técnica que permite determinar 

cualitativamente la mayor o menor presencia de ROS, entre los que se encuentra el H2O2. 

Mecánicamente, DCFH-DA es absorbido por células donde la esterasa celular escinde los 

grupos acetilo, dando como resultado DCFH. La oxidación de DCFH por ROS convierte 

la molécula en DCF, que emite fluorescencia verde a una longitud de onda de excitación 

de 485 nm y una longitud de onda de emisión de 530 nm. En comparación con la detección 

de fluorescencia con citometría de flujo y otros métodos alternativos, las ventajas de este 

método que utiliza un microscopio de fluorescencia es que produce imágenes 

fluorescentes claramente visibles y comparables, y es fácil de realizar, eficiente y 

rentable.  

Para la determinación cualitativa del H2O2 por microscopía de fluorescencia se llevó a 

cabo una adaptación de la técnica empleada por Rejeb et al, 2015. Se tomaron muestras 

del tejido en cuestión en fresco (secciones de 0,5 mm del extremo final de pelos 

radiculares, discos de 0,5 mm de diámetro de foliolos, o secciones de 0,5 mm de grosor 

de tallo). Se introdujeron en tubos de microcentrífuga de 2 ml ámbar con solución 30 μM  

de diacetato de 2',7'-diclorodihidrofluoresceína (DCFH-DA) en 200 mM de buffer fosfato 

(pH 7,4) y se mantuvieron en oscuridad durante 30 minutos a 24ºC, en campana de vacío 

para que la solución se infiltrase mejor en los tejidos. Transcurrido el tiempo, se lavaron 

las muestras con el buffer fosfato 5 veces, desechando el buffer anterior con una pipeta 

pasteur y añadiendo buffer limpio y manteniendo aproximadamente 3 minutos por cada 

lavado. Seguidamente, los distintos tejidos se montaron en portaobjetos y se cubrieron 

con cubreobjetos para su inmediata visualización al microscopio de fluorescencia (Leica 

DM6B motorizado en X, Y, Z equipado con sistema de fluorescencia con iluminación 

Led, con una ámara Hamamatsu ORCA-flash 4.0LT), haciendo uso de la plataforma de 

software Leica Application Suite X (LAS X). Se utilizó el filtro L5 de características BP 

460-500 (filtro de excitación), 505 (dicroico) y filtro de emisión BP 512-542. Todas las 

muestras se visualizaron y fotografiaron con los mismos parámetros (fijados para la 

muestra con menor fluorescencia) con el fin de obtener fotografías comparables entre sí. 

4.14. Medida de la firmeza del fruto 

La firmeza de los frutos se realizó de acuerdo con Sanchez-Bel et al. (2012) y se midió 

por comprensiometría utilizando el equipo Durofel (Copa-Technologie CTIFL,13103 St-

Etienne du Gres, Francia), mediante el uso de un vástago calibrado de 0,25 cm2 y 

expresando el resultado como porcentaje de la resistencia a la compresión, considerando 

el 100% como el valor de la resistencia de una superficie indeformable. Para cada fruto 

se realizaron 3 medidas en la zona ecuatorial del fruto, separadas 120º entre sí, a 1,5 cm 

del borde exterior del fruto cortado por la zona ecuatorial. Los resultados se expresaron 

en porcentaje de resistencia a la compresión. 
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5. Generación de construcciones para los experimentos en células HEK y 

localización subcelular en Nicotiana benthamiana.  

5.1. Material de partida para la generación de las construcciones 

Para llevar a cabo los experimentos de células HEK y de localización subcelular durante 

la estancia predoctoral en el laboratorio del Dr. Jörg Kudla (Münster, Alemania), era 

indispensable contar con los genes de interés clonados en los plásmidos necesarios para 

los distintos experimentos. Algunas de las construcciones utilizadas fueron directamente 

rescatadas del estocaje del laboratorio ya generadas previamente, mientras que otras 

fueron generadas como resultado de esta tesis doctoral, tomando como material de partida 

esqueletos de vectores del grupo, y los genes a clonar enviados por el grupo de la UAL 

(SlSOS2 o SlCIPK24 y SLCBL10) introducidos en vectores de gran eficiencia de clonaje 

(Tabla 4), empleando las metodologías de biología molecular para clonar genes que se 

desarrollan a continuación en los apartados siguientes.   

Tabla 4. Plásmidos cedidos por el grupo de la UAL. 

pGBKT7:SlCBL10 

D-TOPO:SlSOS2 (open) 

D-TOPO:SlCBL10 (open) 

D-TOPO:SlCBL10 (stop) 

Los plásmidos fueron enviados como purificaciones de ADN plasmídico en papel 

Whatman, por lo que fue necesaria su dilución en agua estéril (10 μl), transformación en 

E. coli y secuenciación para poder generar la reserva de DMSO adecuada con la que 

trabajar como plásmidos de partida.  

Por otro lado, el gen SlCIPK6 fue directamente amplificado a partir del ADNc de Solanum 

lycopersicum tras la realización de una extracción de ARN mediante el kit comercial 

TriFastTM, siguiendo las instrucciones indicadas por el fabricante. 

5.2. Medios para el cultivo de bacterias 

5.2.1. Medio de cultivo para Escherichia coli 

El medio Lysogeny Broth (LB) (Bertani, 1951) es un medio complejo estándar para el 

cultivo de E. coli tanto en placas como en cultivo líquido. El medio LB contiene 1 % (p/v) 

de triptona, 0,5 % (p/v) de extracto de levadura, 1 % (p/v) de cloruro de sodio, 0,1 % (p/v) 

de glucosa y (para medios sólidos) 2 % (p/v) de micro agar disuelto en agua bidestilada 

(ddH2O). Para la selección de bacterias que contenían ciertos plásmidos, se añadieron 

antibióticos después de autoclavar y enfriar. Concentraciones finales de antibióticos: 

Ampicilina 100 μg/ml, Kanamicina 25 μg/ml, Cloranfenicol 34 μg/ml. 

5.2.2. Medio de cultivo para el cultivo de Agrobacterium tumefaciens 

El medio Yeast Extract Broth (YEB) es un medio complejo estándar para el cultivo de A. 

tumefaciens. Para la preparación de YEB se utiliza 0,5 % (p/v) de extracto de carne de 
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res, 0,1 % (p/v) de extracto de levadura, 0,1 % (p/v) de peptona, 0,5 % (p/v) de sacarosa 

y (para medios sólidos) 2 % (p/v) de microagar disuelto en ddH2O. El pH se ajustó a 7,4 

usando NaOH o HCl. Después de esterilizar en autoclave y enfriar, se añadió MgSO4 

estéril 2 mM y antibióticos para la selección. Concentraciones finales de antibióticos: 

Kanamicina 25 μg/ml, Gentamicina 25 μg/ml, Rifampicina 100 μg/ml. 

5.3. Diseño de cebadores 

Los cebadores utilizados durante la estancia se obtuvieron de Eurofins Genomics 

(Ebersberg, Alemania). Los cebadores utilizados para la amplificación de los fragmentos 

de ADN se diseñaron utilizando el software DNASTAR Lasergene 11 core suite 

(www.dnastar.com). Los cebadores estándar se diseñaron de tal manera que la 

temperatura de anillamiento fuera de aproximadamente 58 °C en una reacción de PCR 

estándar y esto se comprobó haciendo uso del siguiente sitio web de acceso gratuito 

http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html. La lista de los cebadores 

utilizados en este estudio se resume en la Tabla 5. 

Tabla 5. Primers usados almacenados en el lab. AG Kudla. 

Nombre Secuencia Sitio de restricción 

SlSOS2_SpeI_for aaaaACTAGTaagaaagtgaagagaaagcttggg SpeI 

SlSOS2_NotI_rev ttttGCGGCCGCtcagcgagtccttgcctaag NotI 

Koz_SlCBL10_BamH aaaGGATCCgccgccaccatggattccactcgaaattctctg BamHI 

SlCBL10_SpeI_rev tttACTAGTcaacaaatggattttctcaatgtcttc SpeI 

SlCBL10_rev_AvrI ttttCCTAGGcaacaaatggattttctcaatgtcttc AvrII 

SlCIPK6_SpeI_f aaaaACTAGTgggacagaagaaaaatgtgctg SpeI 

SlCIPK6_NotI_Rev ttttGCGGCCGCtcaagcaattgttggattctcag NotI 

pEF1_Fw tagggtgacccaagctggc  

T7P_mod_f atagggagacccaagctggc  

BD_Fw taatcataagaaattcgcccg  

M13_Rev cagtgccccggagctg  

pGPTV catctcataaataacgtcatgcattac  

SPYCE(MR) ttttctagaatggacaagcagaagaacggcatc XbaI 

 

5.4. Vectores utilizados 

Los vectores empleados para clonar los genes de interés y generar las construcciones que 

se utilizaron para llevar a cabo los ensayos de producción de ROS utilizando el sistema 

HEK293T y el experimento de localización subcelular de SlRBOHG en Nicotiana 

Benthamiana fueron los siguientes (Tabla 6).  
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Tabla 6. Esqueletos de vectores empleados para el clonaje de los genes de interés. 

Nombre Descripción Selección Referencia 

pEF1-2xStrepII-CS Expresión de proteínas en 

mamíferos Cs 

Amp (E. coli) Drerup et al, 2013 

pEF1-CS-2xStrepII Bartel and Fields, 1995 

Vector pGTVII Vector de expresión en 

plantas (constitutivo) 

Kan (E. coli) Walter et al, 2004 

 

5.5. Métodos de biología molecular empleados en la clonación 

En términos generales, para clonar ADN en un vector y generar la construcción 

(plásmido) de interés, es necesario contar con el vector de interés digerido con las enzimas 

de digestión con las que se digerirá el gen, aislado y purificado. Además, es necesario 

contar con el ADN de interés bien purificado, o bien en un plásmido secuenciado con los 

cebadores adecuados y tener certeza de que no contiene mutaciones con cambio de 

sentido (que afectarán a la proteína transcrita). Se digiere el plásmido con las enzimas de 

restricción que solo “cortan” al principio y al final del gen, pero no en medio. Se realiza 

una PCR para amplificar el gen con los cebadores adecuados que hibridan con ambos 

extremos y presentan los sitios de restricción, se lleva a cabo la electroforesis en gel para 

identificar el fragmento amplificado, se recorta el gel y se aísla y purifica la banda del 

ADN de interés. Se precipita el ADN, se digiere con las enzimas de restricción adecuadas 

y se lleva a cabo la ligación en el vector. A continuación, se transfecta la cepa de la bacteria 

correspondiente con el plásmido ligado (ADN de interés ligado en el vector de interés), 

se crece en placas para obtener colonias independientes. Se lleva a cabo una PCR de 

colonias con un cebador que hibride con el plásmido y otro que hibride con el inserto de 

ADN para corroborar que se ha insertado correctamente. Se realiza una electroforesis en 

gel para visualizar las bandas del tamaño correspondiente y si la ligación ha sido 

adecuada, se aísla y purifica el plásmido del gel, se genera la reserva de dimetilsulfóxido 

(DMSO) y se secuencia para comprobar que el inserto tiene la secuencia correcta. 

5.5.1. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

La amplificación de los fragmentos de ADN se realizó mediante la Reacción en Cadena 

de la Polimerasa (PCR), de acuerdo con los siguientes protocolos estándares. 

PCR para clonaje con polimerasa de alta fidelidad 

El uso de la polimerasa Phusion® (Finnzymes, Inc.) y la ADN polimerasa de alta 

fidelidad Q5® (New England BioLabs® Inc.) como polimerasa de corrección de pruebas 

tienen una tasa de error muy baja. Ambas enzimas se caracterizan por su actividad 3'-5'-

exonucleasa que exhibe una función correctora. Esto asegura la eliminación de los 

nucleótidos insertados incorrectamente de la nueva cadena de ADN emergente. El ADN 
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plasmídico purificado, el ADN genómico o el ADNc se usaron como moldes para la 

amplificación utilizando el protocolo mencionado en la Tabla 7. 

Tabla 7. Composición de la mezcla de PCR (Polimerasa ADN GoTaq ® G2 o Polymerasa Q5 ®) y los 

respectivos programas estándar 

Mix de reacción 
Polimerasa ADN GoTaq 

® G2  

Polymerasa Q5 ® 

Buffer 10 μL 5x 

Colored/colorless 

GoTaq® Buffer 

10 μL 5x Q5 Buffer 

MgCl2 5 μL  (25 mM) - 

Mix dNTP  2 μL  (10 mM) 4 μL  (10 mM) 

Cebador sentido  1 μL  (10 pmol/μL) 1 μL  (10 pmol/μL) 

Cebador antisentido 1 μL  (10 pmol/μL) 1 μL  (10 pmol/μL) 

Molde ADN 100 – 200 ng o 1 colonia 50 – 100 ng de plasmido / 

2 μL de ADNc 

Polymerasa 0.1 μL (5 U/μL ) 0.5 μL (2 U/μL ) 

ddH2O X μL  X μL  

Volumen final 50 μL  50 μL  

Programa de PCR 

Polimerasa ADN GoTaq 

® G2  

Polymerasa Q5 ® 

Tª Tiempo Tª Tiempo 

Paso I (desnaturalización inicial) 95ºC 3 min 98ºC 1 min 

Paso II (Desnaturalización) 95ºC 30 – 45 seg 98ºC 30 seg 

Paso III (Fase de anillado) 58ºC 30 – 90 seg 58ºC 45 seg 

Paso IV (Elongación) 72ºC 45 – 60 

seg/kb 

72ºC 15 – 30 

seg/kb 

Ciclos (Pasos II – IV) 34 – 39 ciclos 34 ciclos 

Paso V (Elongación final) 72ºC 5 min 72ºC 5 min 

 

PCR de colonias 

Las colonias de E. coli que se transformaron con un plásmido de interés se identificaron 

mediante una PCR de colonias utilizando material bacteriano como molde. Se recogieron 

colonias bacterianas individuales con un palillo y se volvieron a sembrar en una placa con 

medio LB que contenía los antibióticos adecuados. Posteriormente, cada palillo se colocó 

en un tubo de PCR que contenía la mezcla de reacción de PCR, se movió ligeramente y 

se volvió a retirar. Se utilizaron dos cebadores específicos de vector o un cebador 

específico de vector y un gen. Las PCR de colonias se realizaron de acuerdo con el 
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protocolo descrito en la Tabla 7 usando ADN polimerasa GoTaq® G2 (Promega 

Corporation). 

5.5.2. Electroforesis en gel de agarosa 

Para separar fragmentos de ADN y visualizarlos, se prepararon geles de agarosa que 

contenían el colorante fluorescente HDGreen+™ (Intas Science Imaging Instruments 

GmbH) siguiendo los pasos siguientes: Paso 1) 1 %-2,5 % (p/v) de agarosa se mezcló con 

tampón 1X TAE (Tris-Acetato-EDTA) (Tris/HCl 40 mM, pH 8,0, Acetato de sodio 20 

mM, EDTA 1 mM pH 8,0), y luego la mezcla se calentó en microondas hasta que se 

disolvió la agarosa. Paso 2) La solución de agarosa se agitó hasta que la temperatura 

descendió a aproximadamente a 50°C. Posteriormente, se agregaron 5 μL/100 mL de 

HDGreen+TM y se agitó nuevamente brevemente. Paso 3) Posteriormente, la solución 

de agarosa se vertió en un portaobjetos de gel y se agregaron peines adecuados para 

formar los bolsillos de carga y se dejó polimerizar la solución de agarosa a temperatura 

ambiente. Paso 4) El gel de agarosa se transfirió a un tanque de gel lleno con tampón TAE 

1X. Paso 5) Las muestras se mezclaron con tampón de carga 10X (EDTA 1 M, pH 8,0, 

glicerol al 50 % (v/v) y azul de bromofenol al 0,25 % (p/v) y luego se cargaron en los 

bolsillos de carga. Se cargaron 5 μl de marcador de ADN AZUL de 1 Kb (Segenetic, 

Borken, Alemania) como referencia. Paso 6) Los fragmentos de ADN se separaron en un 

campo eléctrico de 10 V/cm durante 15-20 minutos. El ADN finalmente se visualizó bajo 

luz ultravioleta y se fotografió. 

5.5.3. Aislamiento y purificación de ADN 

Los fragmentos de ADN puro deben obtenerse tras la electroforesis en gel o tras la 

amplificación mediante PCR para aplicaciones posteriores como digestiones o ligaciones. 

Este paso permite la eliminación de residuos de gel de agarosa, enzimas o sales. Para 

llevar a cabo este paso de purificación se utilizó el kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-

up (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Duren, Alemania) siguiendo instrucciones del 

fabricante. 

5.5.4. Digestión de restricción 

Todas las reacciones de digestión de restricción de los fragmentos de ADN y los 

respectivos vectores se realizaron utilizando enzimas de New England Biolabs ® 

(Ipswich, MA, EE. UU.). La mezcla de reacción se incubó a la temperatura óptima 

(normalmente 37 °C) durante al menos 2 horas (h) o durante la noche (overnight o.n). 

Tabla 8. Mezcla de digestión de restricción 

ADN 1-5 μg 

10x CutSmartTM Buffer (+ 

BSA) 

x μL 

Enzimas de restricción 1 y 2 3-5 U/μg DNA 

Volumen final  20 - 50 μL  
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5.5.4. Ligación de fragmento de ADN 

Los esqueletos de plásmidos y los fragmentos de ADN que se digirieron con enzimas de 

restricción compatibles se ligaron utilizando ADN ligasa T4 de InvitrogenTM. La reacción 

de ligación se realizó durante 4 horas a temperatura ambiente o a 15°C. 

Tabla 9. Reacción de ligación (20 μL) 

ADN plasmídico  1 mol  

ADN (inserto) 5 mol  

Buffer ligasa 5x  4 μL 

Ligasa de ADN T4 1 U  

Antes de la transformación (ver apartados 5.5.6. y 5.5.7 de esta sección) de la reacción de 

ligación, los ácidos nucleicos se precipitaron con etanol (ver apartado 5.5.5.) y se 

resuspendieron en 10 μL de ddH2O. 

5.5.5. Precipitación de ADN 

La precipitación de ADN es necesaria para obtener ADN purificado y concentrado. Varias 

aplicaciones, por ejemplo, la transformación de productos ligados en células de E. coli 

requiere la purificación y/o precipitación de los ácidos nucleicos. Para llevar a cabo la 

precipitación, en primer lugar se añadieron aproximadamente 2,5 volúmenes de etanol 

enfriado con hielo (99,8%, v/v) a la mezcla de los productos ligados. Seguidamente se 

incubó durante 30 min a -20 °C. Tras 30 min, la mezcla de ligación se centrifugó durante 

30 min a 4 °C y 20 817 g. Se eliminó el sobrenadante y se lavó el sedimento con 500 µl 

de etanol al 70 % enfriado con hielo. Se centrifugó durante 10 min a 4°C y 20.817 g. Se 

repitieron 2 veces el paso de lavado y centrifugación y tras la segunda centrifugación, se 

eliminó el sobrenadante y el sedimento se secó a 37°C. Finalmente, el sedimento se volvió 

a resuspender en 10 μl de ddH2O. 

5.5.6. Transformación de células de E. coli electrocompetentes 

Se utilizó la cepa electrocompetente XL-1 Blue (Bullock, 1987) y XL10-Gold (Agilent 

Technologies, La Jolla, CA, USA) de E. coli. Para la transformación por electroporación, las 

células bacterianas se expusieron a un campo eléctrico de acuerdo con el siguiente 

protocolo: Paso 1) En primer lugar, se descongelaron en hielo 50 μl de células 

competentes. Simultáneamente, se preenfrió una cubeta para electroporación y se tomó 1 

ml de medio LB (sin antibióticos) en un tubo de reacción de 1,5 ml. Paso 2) Se mezclaron 

con las células 10-50 ng de plásmido o 5 µl de reacción de ligación precipitada. Esta 

mezcla se transfirió a la cubeta y se incubó en hielo durante 3-5 minutos. Paso 3) A las 

células se les dio un pulso eléctrico corto a 2,5 kV/cm utilizando el electroporador 

MicroPulserTM (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EE. UU.) Paso 4) Las células se 

recuperaron después de la electroporación transfiriéndolas inmediatamente a medio LB e 

incubando durante 30-45 min a 37°C en un termoagitador. Paso 5) Aproximadamente 

100-200 μl de células se colocaron en placas en medio LB selectivo, mientras que en el 

caso de plásmidos con pocas copias, las células se recolectaron mediante centrifugación 
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a 14.000 g durante 45 segundos. A continuación, el sedimento se volvió a suspender en 

50 µl de medio LB y se sembró en medio LB selectivo. Paso 6) Finalmente, las placas se 

incubaron a 37 °C durante 10 minutos o.n. 

5.5.7. Transformación de células electrocompetentes de A. tumefaciens 

Se utilizó la cepa GV3101 pMP90 de A. tumefaciens (Koncz y Schell, 1986). El protocolo 

para la transformación de células electrocompetentes de A. tumefaciens (GV3101 

pMP90) fue similar al protocolo anterior de E. coli con las siguientes diferencias: se usó 

medio YEB en lugar de medio LB para (GV3101 pMP90); después de la electroporación, 

las células se incubaron en un medio no selectivo durante 2 horas a 28 °C en un 

termoagitador, y luego se sembraron en medio selectivo seguido de incubación de las 

placas durante 2 días a 28 °C. 

5.5.8. Aislamiento de plásmidos 

El aislamiento de ADN plasmídico de cultivos de E. coli se llevó a cabo utilizando el kit 

NucleoSpin® Plasmid Easy Pure (MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG) siguiendo 

las indicaciones del fabricante. 

5.5.9. Generación de reservas de dimetilsulfóxido (DMSO) 

Para el almacenamiento a largo plazo de los cultivos bacterianos, se prepararon reservas 

de DMSO. Para ello, se mezclaron 930 μl del cultivo líquido con 70 μl de DMSO en un 

tubo de microcentrífuga. Tras 30 min de incubación en hielo, se vortexeó y posteriormente 

se congeló en nitrógeno líquido y se almacenó a -80 °C. 

5.5.10. Secuenciación y relaciones filogenéticas 

Para comprobar que la construcción generada (clonaje del gen de interés en el plásmido 

de interés) se llevó a cabo correctamente, se secuenciaba con los primers sentido y 

antisentido adecuados y la secuencia obtenida se comparaba con las secuencias 

almacenadas en las bases de datos. Las reacciones de secuenciación se llevaron a cabo en 

Eurofins Genomics, Ebersberg, Alemania, y se analizaron utilizando el paquete central 

DNASTAR Lasergene 11 (www.dnastar.com). Para alinear las secuencias de ADNc 

obtenidas con las secuencias presentes en los portales y bases de datos (Solgenomics, 

Genebank, Phytozome, Plaza 4.03.), se utilizaba el software SeqBuilderPro y para la 

alineación de secuencias de nucleótidos y construcción de árboles filogenéticos se utilizó 

el software Clustalw4. Los números de accesión para las secuencias de nucleótidos 

(ADNc) se enumeran en la Tabla 10. 
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Tabla 10. Números de accesión de las secuencias de nucleótidos (ADNc) 

Gen Nº accesión Referencia Gen Nº accesión Referencia 

SlCBL1 Solyc08g077770 Aljabari, 

2021 

AtCIPK4 AT4G14580.1 

Zhang et al, 

2019 

SlCBL9 Solyc08g007160 AtCIPK5 AT5G10930.1  

SlCBL10 Solyc08g065330 Egea et al, 

2018 

AtCIPK6 AT4G30960.1  

SlCIPK6 Solyc12g010130 De la Torre et 

al, 2013 

AtCIPK7 AT3G23000.1  

SlCIPK11 JF831201.1  

Aljabari, 

2021 

AtCIPK8 AT4G24400.1  

SlCIPK17 Solyc06g082440 AtCIPK9 AT1G01140.1 

SlCIPK20 Solyc09g018280 AtCIPK10 AT5G58380.1  

SlCIPK23 Solyc11g062410 AtCIPK11 AT2G30360.1  

SlCIPK24 Solyc12g009570 Zhang et al, 

2019 

AtCIPK12 AT4G18700.1  

SlRBOHG Solyc08g081690 Li et al, 2015 AtCIPK13 AT2G34180.1  

AtCBL1 AT4G17615.1 

Weinl y 

Kudla, 2009 

AtCIPK14 AT5G01820.1  

AtCBL2 AT5G55990.1  AtCIPK15 AT5G01810.1 

AtCBL3 AT4G26570.2  AtCIPK16 AT2G25090.1  

AtCBL4 AT5G24270.1  AtCIPK17 AT1G48260.1  

AtCBL5 AT4G01420.1 AtCIPK18 AT1G29230.1 

AtCBL6 AT4G16350.1  AtCIPK19 AT5G45810.1  

AtCBL7 AT4G26560.1  AtCIPK20 AT5G45820.1 

AtCBL8 AT1G64480.1  AtCIPK21 AT5G57630.1  

AtCBL9 AT5G47100.1 AtCIPK22 AT2G38490.1  

AtCBL10 AT4G33000.2 AtCIPK23 AT1G30270.1 

AtCIPK1 AT3G17510.1  

Zhang et al, 

2019 

AtCIPK24 AT5G35410.1 

AtCIPK2 AT5G07070.1  AtCIPK25 AT5G25110.1 

AtCIPK3 AT2G26980.1 AtCIPK26 AT5G21326.1  

 

5.6. Construcciones utilizadas 

Algunas de las construcciones empleadas en esta tesis doctoral fueron generadas 

previamente (Aljabari, 2021; Drerup, 2013) y se encuentran almacenadas en el 

laboratorio del grupo AG Kudla (IBBP) de la Universidad de Münster (Alemania) (Tabla 

11). El resto de las construcciones empleadas en esta tesis doctoral fueron generadas en 

el grupo alemán como resultado de esta tesis doctoral, siguiendo los métodos de biología 

molecular descritos en el apartado 5.5 y sus subapartados. 
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Los CDS de SlCBL10, SlCIPK6 y SlSOS2 se amplificaron mediante PCR y se digirieron 

con las enzimas de restricción adecuadas en cada caso, se insertaron en pEF1 2xStrepII-

N o pEF1 2xStrepII-C (en el caso de SlCBL10) a su vez digeridos con las enzimas de 

restricción adecuadas. Las enzimas de reestricción utilizadas fueron SpeI/Not I en el caso 

de SlSOS2 y SlCIPK6, y BamH/SpeI en el caso de SlCBL10.  

6. Ensayos de producción de ROS utilizando el sistema HEK293T 

Para investigar la interacción de complejos SlCIPKs/CBLs con SlRBOHG, se utilizó la 

línea celular HEK-293T. Esta línea celular es especial por presentar niveles 

insignificantes de actividad NADPH oxidasa endógena y, por lo tanto, es adecuada para 

estudiar la actividad y la regulación de las NADPH oxidasas heterólogas (como las 

proteínas RBOH vegetales) en esta línea celular humana (Ogasawara et al., 2008, Drerup 

et al., 2013). 

Los plásmidos pEF1 son los más adecuados para la expresión simultánea de varias 

proteínas en células HEK293T (Drerup et al., 2013). Por lo tanto, la secuencia de 

codificación completa (CDS) de los genes SlRBOHG, SlCIPK6, SlCIPK11, SlCIPK17, 

SlCIPK20, SlCIPK23, SlCIPK24, SlCBL1, SlCBL9 y SlCBL10 se clonó en el vector pEF1, 

respectivamente. La actividad de las NADPH oxidasas vegetales, como las SlRBOHG en 

células HEK293T transfectadas, se estimula mediante una concentración elevada de Ca2+ 

citoplasmático mediante la aplicación del ionóforo Ca2+ ionomicina (Drerup et al., 2013; 

Ogasawara et al., 2008; Takeda et al., 2008). La adición de Caliculina A (inhibidora de 

fosfatasas) bloquea la desfosforilación por las fosfatasas endógenas en las células 

HEK293T que revierten la fosforilación activadora, lo que permite la detección de una 

mayor producción de ROS. 

6.1. Subcultivo de células HEK293T 

Los subcultivos de células HEK293T se llevaron a cabo siguiendo el siguiente protocolo: 

(1) El medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) (Wako) y la solución de tripsina-

EDTA se precalentaron a 37 °C y temperatura ambiente, respectivamente. (2) El matraz 

se colocó verticalmente y se retiró el DMEM viejo. (3) La capa de células se enjuagó 

brevemente con 5 ml de solución de tripsina-EDTA. (4) El matraz se colocó verticalmente 

y luego se retiró la solución de tripsina-EDTA. (5) Se añadió 1 ml de solución de tripsina-

EDTA al matraz y se incubó a 37 °C durante 5 min. (6) Se agregaron 5 ml de DMEM y 

se pipetearon suavemente hacia arriba y hacia abajo 10 veces. (7) Se mantuvo en el matraz 

una alícuota adecuada de la suspensión celular de 6 ml (generalmente 1,5 ml para un ciclo 

de subcultivo de 2 días) y el resto se transfirió a una placa de 9 cm. (8) La suspensión 

celular se mezcló en el matraz hasta 11 ml con DMEM. (9) La suspensión de células se 

pipeteó suavemente hacia arriba y hacia abajo 10 veces y se incubó a 37 °C, 5 % de CO2.  

6.2. Preparación de placas de 96 pocillos para ensayos de producción de ROS.  

La preparación de las placas se llevó a cabo siguiendo el siguiente protocolo: La 

suspensión de células se pipeteó suavemente hacia arriba y hacia abajo en la placa de 9 
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cm 10 veces usando una pipeta de vidrio con una punta de pipeta de 100 μl (amarilla). Se 

transfirieron 2 ml de la suspensión a una placa nueva de 9 cm y se mezclaron bien 

suavemente con 8 ml de DMEM. Se tomaron 10 μl para contar la densidad celular con un 

hemocitómetro. La densidad celular se ajustó a 1,5 x 105 células/ ml, en un volumen de 

suspensión de 30 ml (se pueden preparar dos placas de 96 pocillos a partir de una 

suspensión de 30 ml). Se tomaron 10 μl de las células para confirmar que la densidad 

celular estaba en el rango de 1,0-2,0 x 105 células/ ml. Se transfirió una alícuota de 100 

μl a cada pocillo de placas de 96 pocillos utilizando una pipeta de 8 canales. Las células 

se incubaron a 37 °C, CO2 al 5 % durante 24 h. 

6.3. Transfección de las células HEK  

Para la transfección de células HEK se usaron los componentes mencionados en la Tabla 

11, siguiendo el siguiente protocolo: (1) Opti-MEM y Gene Juice se mezclaba mediante 

vórtex y se mantenía 5 min a temperatura ambiente (Ta). (2) Se preparaba en un tubo de 

reacción la mezcla de ADNs a utilizar en cada reacción (Tabla 12). El ADN total por 

pocillo era de 100 ng, se mezclaba con una pipeta en las proporciones siguientes: 50 ng 

de pEF1:SlRBOHG, 32 ng de pEF1:SlCIPKs y 18 ng de pEF1:SlCBL (en caso de probar 

proteína única o dual, se ajustaba hasta 100 ng añadiendo vector pEF1 vacío) y se 

mantenía a Ta durante 10-15 min. (3) La mezcla se añadía gota a gota a cada pocillo 

utilizando una pipeta automática. (4) La placa de 96 pocillos se incubaba a 37 °C, CO2 al 

5 % durante 48 horas. 

Tabla 11. Componentes usados en la transfección de células HEK. 

 1 x 15 x 

Opti-MEM (Invitrogen) 10 μl 150 μl 

Gene Juice (Novagen) 0,3 μl 4,5 μl 

ADN plasmídico 100 ng 1500 ng 

 

6.4. Ensayo de producción de ROS 

La producción de ROS se midió mediante una técnica de quimioluminiscencia 

amplificada dependiente de peroxidasa L-012 que contiene una sonda 

quimioluminiscente (CL) basada en luminol. La oxidación de L-012 es catalizada por 

ROS sintetizados por NADPH oxidasa, principalmente H2O2, así como por el tampón de 

reacción. El H2O2 puede ser catalizado por la peroxidasa de Horserasish (HRP) para 

formar ·O2-. El radical L-012 reacciona aún más con ·O2- lo que lleva a la formación de 

un endoperóxido. Esto se convierte en un intermedio de aminoftalato excitado, que emite 

una luz detectable, que forma la parte principal de la señal de luminiscencia detectada. 

Las mediciones fueron realizadas en el luminómetro tristar LB941 de la empresa Berthold 

technologies usando el Software MikroWin 2000. 
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6.5. Preparación del luminómetro y medición de la producción de ROS. 

Para el uso del luminómetro, en primer lugar se encendía junto al PC y se mantenía 

encendido durante aproximadamente 1 hora,  hasta que la temperatura alcanzase los 37°C. 

Se lavaba el inyector se lavó con agua MilliQ. Luego, el inyector se lavaba con etanol al 

70 % (v/v) y se lavaba nuevamente con agua MilliQ, y se vaciaba el inyector. 

Para llevar a cabo la medición de la producción de ROS, en primer lugar se eliminaba el 

medio antiguo de cada pocillo de la placa de 96 pocillos con una pipeta de 8 canales. 

Seguidamente las células se lavaban suavemente con 100 μl de HBSS que contenía calcio 

y magnesio usando la pipeta multicanal. A continuación, se eliminaba el HBSS y luego 

se agregaban 100 μl del tampón de reacción (Tabla 12) que contenía calcio y magnesio. 

Durante la medición, la máquina inyectaba 11 μl de tampón de inyección en cada pocillo 

(Tabla 12) preparado en un tubo falcon aparte e introducido en el aparato). La producción 

de ROS se observaba y medía haciendo uso del software MikroWin 2000. 

Tabla 12. Tampones de reacción e inyección empleados para la medición de ROS por cada placa.  

Tampón de reacción  Tampón de inyección 

+ 15mL (HBSS-Ca2+-Mg2+)  + 4 ml tampón de reacción  

+ 45 μl HRP (20mg/ml)  + 20 μl 1M Inomicina  

+ 60 μl L-012 (62.4 mM)  + 40 μl CaCl2 (1M) (solo en 

los ensayos de Ca+2) + 150 μl caliculina A (0.01 

mM) solo en los ensayos de 

inhibición de fosfatasas 

 

7. Localización subcelular de SlRBOHG en Nicotiana Benthamiana 

7.1. Construcciones de Agrobacterium tumefaciens utilizadas  

Para los experimentos de localización subcelular, se utilizaron las construcciones 

mencionadas en la Tabla 10 previamente almacenadas en el grupo AG Kudla (Drerup et 

al., 2013). El CDS de SlRBOHG se amplificó mediante PCR, se digirió con las enzimas 

de reestricción SpeI/KpnI y se clonó en dos vectores diferentes (pGPTV-II-KOZ-HYG-

UBQ10:sXVE:GFPn::XXX y pGPTV-II-HT-BAR-UBI10-GFP::XXX), haciendo uso de 

las técnicas de clonaje descritas en el apartado 5.5. a partir de pGPTV-II-HYG-UBI10-

sXVE-SPYCE-M::SlRBOHG (todos ellos previamente almacenados en la base del lab 

AG Kudla), generándose así las dos nuevas construcciones de Agrobacterium pGPTV-II-

KOZ-HYG-UBQ10:sXVE:GFPn::SlRBOHG y pGPTV-II-HT-BAR-UBI10-GFP:: 

SlRBOHG (Tabla 10). 

7.2. Transformación transitoria de hojas de N. benthamiana 

La transformación transitoria de hojas de tabaco utilizando Agrobacterium es un método 

bien establecido que se utiliza para la expresión transitoria de proteínas en plantas, por 

ejemplo, de construcciones marcadas con fluorescencia para la interacción proteína-

proteína o estudios de localización de proteínas. Se requiere la coinfiltración de la cepa 
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supresora de silenciamiento 19K con cada muestra para la expresión eficiente de las 

proteínas de interés. Para los resultados que se presentan en esta tesis, se utilizó un 

protocolo adaptado de Waadt y Kudla, 2008a. 

Día 1: Se sembraron en placa todos los cultivos de Agrobacterium para la investigación 

(ver apartado 7.1.). 

Día 2: Se inoculó Agrobacterium transformadas en 5-10 ml de medio YEB y se cultivaron 

a 28°C y 200 rpm. 

Día 3: Se midió la DO600 de los cultivos (usando dilución 1:10), se calculó la cantidad 

necesaria de cultivo requerida para la infiltración. Teniendo en cuenta que para 19K → 

DO600 = 0.3 y  para CIPK y CBL → DO600 = 0.5,  en la equivalencia (V1 x DO1 = V2 x 

DO2; V2 = V1 x DO1 /DO2) se obtuvo que eran necesarios al menos 3 ml de volumen 

final para infiltrar cada hoja. 

Para la transformación de plantas se utilizaron las construcciones descritas en la Tabla 11 

generadas en la cepa GV3101 pMP90 de A. tumefaciens (Hoekema et al., 1983). Para una 

expresión de proteína transitoria más eficiente, las construcciones empleadas se 

coinfiltraron adicionalmente con la cepa supresora de silenciador p19 (también llamada 

19K) (Voinnet et al., 2003). Además, se coinfiltró también el marcador de membrana 

plasmática CBL1n:OFP (Batistič et al., 2008). La combinación de cultivos que se 

infiltraría a cada planta de Nicotiana benthamiana (descritas en la Tabla 13) se añadieron 

en un falcon de 15 ml y se centrifugaron durante 15 min a TA y 5000 g. Se descartó el 

sobrenadante y se resuspendieron las células en tampón de activación (MES/KOH 10 mM 

pH 5,6, MgCl2 10 mM, Acetosiringona 150 μM). Seguidamente, las células se incubaron 

en tampón de activación durante al menos 2 horas a temperatura ambiente y finalmente, 

los cultivos se infiltraron empleando una jeringa de 1 ml en hojas de plantas de N. 

benthamiana cultivadas durante 5-6 semanas en maceta con sustrato. Para la infiltración 

se hizo una pequeña incisión en el lado abaxial de la hoja (idealmente se lesionó solo la 

capa de células epidérmicas) y se infiltró la suspensión utilizando una jeringa sin aguja 

en el punto de la lesión hasta que se expandió por toda la hoja. Las plantas se cultivaron 

bajo luz continua durante 2-6 días. 

Tabla 13. Combinaciones de cultivos coinfiltrados en plantas de Nicotiana benthamiana. 

P19 + CBL1n-OFP + sXVE-GFP 

P19 + CBL1n-OFP + sXVE-GFP-AtRBOHF 

P19 + CBL1n-OFP + sXVE-GFP-SlRBOHG 

P19 + CBL1n-OFP + UBI10-GFP  

P19 + CBL1n-OFP + 35S-GFP-AtRBOHG 

P19 + CBL1n-OFP + UBI10-GFP -SlRBOHG 

Día 5-9: Se usaron discos de hojas de las hojas infiltradas para los estudios microscópicos. 

La microscopía de fluorescencia se realizó con un microscopio invertido (Leica 

DMIRE2) equipado con el dispositivo de escaneo láser Leica TCS SP2 (Leica 

Microsystems). La detección de fluorescencia se realizó como sigue: GFP, excitación a 
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488 nm (laser Ar/Kr), exploración a 500 a 535 nm; proteína fluorescente amarilla 

(complementación de fluorescencia bimolecular), excitación a 514 nm (láser Ar/Kr), 

barrido a 525 a 600 nm; OFP, excitación a 543 nm (láser He/Ne), barrido a 565 a 595 nm. 

La autofluorescencia de los plástidos se detectó a 650 a 720 nm. Todas las imágenes se 

adquirieron con un objetivo de inmersión en agua de 633/1,20 (HCX PL Apo CS) de 

Leica. Todas las micrografías confocales de escaneo láser son secciones ópticas de la 

posición media en la celda.  

8. Análisis de microscopía óptica (MO) y microscopía electrónica de barrido 

(MEB). 

8.1. Determinación de la densidad y apertura estomática (MEB) 

El número de estomas así como el grado de apertura de los mismos se determinó sobre 

secciones de tejido epidérmico de unos 0,5 cm2 de hoja de tomate en el mismo estado de 

desarrollo (entre la 2 y 3ª hoja completamente desarrollada).  Las secciones se fijaron 

durante al menos 8 h en una solución de glutaraldehído al 2,5% y paraformaldehído al 

4% en tampón fosfato sódico 0,1 M (pH 7,2). Seguidamente se lavaron durante toda la 

noche en tampón fosfato sódico 0,1 M más sacarosa isosmolar (pH 7,2). Después, se 

incubaron durante 2 h en tetraóxido de osmio al 1% en tampón fosfato sódico 0,1 M (pH 

7,2) y se lavaron de nuevo en tampón fosfato sódico 0,1 M más sacarosa isosmolar (pH 

7,2) durante toda la noche. A continuación, las muestras se deshidrataron progresivamente 

en disoluciones seriadas de acetona de concentración creciente (30%, 50%, 70%, 90% y 

100%) durante 10 minutos en cada disolución. Después, las muestras se desecaron al 

punto crítico con CO2 líquido y acetona al 100% y se adherieron exponiendo la superficie 

abaxial sobre discos de cobre con cemento conductor. Seguidamente, se recubrieron con 

oro con el metalizador Bio-Rad Polaron Division 200, y se observaron usando un 

microscopio electrónico de barrido JSM-6100 (JEOL, Japón), a un voltaje de 15 kV 

(Olmos y Hellín, 1998). Finalmente, se obtuvieron al menos 20 imágenes digitales al azar 

por cada sección. 

El procesamiento de las imágenes se llevó a cabo con el programa de análisis digital 

ImageJ desarrollado por el National Institutes of Health 

(http://imagej.nih.gov/ij/index.html). La densidad estomática (estomas · mm-2) se obtuvo 

a partir del contaje de estomas por área conocida a partir de 15 imágenes al azar tomadas 

de cada sección. La apertura estomática (μm) se determinó haciendo uso de la herramienta 

de medida del software (previamente calibrada con la escala de la imagen microscópica) 

como el grado de apertura promedio de todos los estomas presentes en 15 fotografías por 

sección de cada muestra.   

8.2. Determinación del diámetro y densidad celular (MO) 

Para la determinación del diámetro y la densidad celular, se obtuvieron secciones 

longitudinales de hoja de aproximadamente 0,5 x 0,25 mm2 y de la zona de abscisión 

(ZA) de flores en postantesis. Estas secciones se fijaron durante 2,5 h a 4ºC en una 
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solución de glutaraldehído al 2,5% y paraformaldehído al 4% en tampón fosfato sódico 

0,1 M (pH 7,2). Seguidamente, se lavaron tres veces durante 15 minutos en tampón 

fosfato sódico 0,1 M más sacarosa isosmolar y se post-fijaron durante 2 h en una solución 

de tetraóxido de osmio al 1% en tampón fosfato sódico 0,1 M (pH 7,2). A continuación, 

se llevaron a cabo otros tres lavados con tampón fosfato 0,1 M más sacarosa isosmolar, 

dos de ellos durante 15 min y el último durante toda la noche. Las muestras fijadas se 

deshidrataron progresivamente en disoluciones seriadas de etanol de concentración 

creciente (35%, 50%, 70%, 96% y 100%), durante 20 min en cada una. Tras la 

deshidratación, las muestras se incluyeron en resina Spurr (Spurr, 1969), sometiéndose a 

dos incubaciones de 30 minutos en óxido de propileno, seguidas de otra incubación en 

una mezcla de óxido de propileno y resina Spurr (1:1) durante 1,5 h, y finalmente en 

resina Spurr durante 24 h a 4ºC. Tras ello, las muestras se colocaron en moldes pre-

tallados y rellenados con la misma resina, y se solidificaron a 68ºC en estufa durante 24 

h. A partir de estos bloques polimerizados se obtuvieron las secciones semifinas (0,5 – 

0,7 μm de grosor) haciendo uso de un ultramicrotomo Leica EM UC6 (Leica 

Mikrosysteme, Viena, Austria). Las secciones se montaron en portaobjetos y se tiñeron 

con azul de toluidina 1% (p/v) durante 5 min a 60ºC, y después se lavaron con agua 

desionizada. Finalmente, las muestras teñidas se observaron en un microscopio Olympus 

BX40 en campo claro (Olympus Corporation, Tokio, Japón) y se obtuvieron imágenes 

digitales.  

A partir de las imágenes, mediante el software anteriormente mencionado (ImageJ) se 

determinó el diámetro medio celular (μm) de las células del mesófilo como el promedio 

del diámetro de 15 células medidas al azar por la zona más ancha de 10 imágenes tomadas 

al azar por cada muestra. Por otro lado, la determinación de la densidad celular (cel·mm-

2) se obtuvo a partir del contaje de células dentro de 3 áreas conocidas de 15 imágenes 

tomadas al azar por cada muestra.  

9. Análisis de expresión génica mediante PCR 

9.1. Extracción de RNA 

Para la extracción del ARN total se utilizó material vegetal congelado en nitrógeno 

líquido y conservado a -80ºC hasta el momento de la extracción. Para cada muestra se 

realizaban tres extracciones independientes de ARN (réplicas biológicas). El material 

vegetal se trituró con nitrógeno líquido en un mortero previamente enfriado con nitrógeno 

líquido hasta obtener un polvo fino y homogéneo. La extracción de ARN se llevó a cabo 

haciendo uso del kit comercial RNeasy Plant Mini (Qiagen), siguiendo el protocolo 

recomendado por el fabricante a partir de 100 mg de material vegetal homogeneizado y 

congelado.  A este se le añadían 450 μL de tampón de lisis RLT (contiene tiocianato de 

guanidina, cuya principal función es la de lisar las células y desnaturalizar las proteínas -

y por tanto inhibir ARNasas y ADNasas del extracto. El buffer RLT se acondicionaba 

previamente con β –mercaptoetanol (10 μL β-ME por 1 mL tampón RLT) para inactivar 

eficazmente las ARNasas del lisado. El lisado se transfería posteriormente a una columna 

QIAshredder y se centrifugaba a 14.000 rpm durante 2 min para eliminar el material 
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insoluble y homogenizar el extracto. Al sobrenadante resultante se le añadía 1 volumen 

de etanol para promover la unión selectiva del ARN a la membrana de sílice de la segunda 

columna del Kit RNeasy en condiciones óptimas. Una vez que el ARN se unía a la 

membrana de sílice se llevaba a cabo un primer lavado con 350 μL del tampón RW1 (que 

contiene sales de guanidina y etanol, empleadas para eliminar eficientemente 

biomoléculas contaminantes como carbohidratos, proteínas, ácidos grasos etc., que no se 

unen específicamente a la membrana de sílice). Tras ese primer lavado y antes de 

continuar con los siguientes, se trataba la membrana con ADNase (RNase-Free DNase 

Set, Qiagen), con el fin de degradar el ADN genómico que pudiera haber unido a la 

membrana. Posteriormente, la membrana se lavaba primero con 350 μL de tampón RWI 

y seguidamente dos lavados sucesivos con 500 μL de tampón RPE. El tampón RPE 

contiene etanol, con la función de eliminar cualquier traza de sal de la membrana 

proveniente de los tampones utilizados. Una vez purificado el ARN, se procedía a la 

elución del mismo con 45 μL de agua pura libre de ARNasa y ADNasa (Qiagen), 

conservando la elución a -80ºC hasta su posterior análisis.  

La cantidad y calidad del ARN extraído se estimó por espectrofotometría (Nanodrop® 

Spectrophotometer - Nanodrop Technologies) tomando los valores de absorbancia (Abs) 

a las longitudes de onda de 280 nm y 260 nm. La relación Abs260/Abs280 se usaba para 

estimar la contaminación del extracto de ARN por proteínas y fenoles y la relación 

Abs260/Abs230 por polisacáridos. Generalmente, se consideraba que una extracción de 

ARN era de alta pureza cuando el valor del ratio Abs260/Abs280 se encontraba próximo a 

2,0 pero no inferior a 1,8 y el del ratio Abs260/Abs230 se encontraba entre 2,0-2,2.  

La ausencia de degradación y de contaminación por ADN genómico se comprobaba 

mediante electroforesis en gel horizontal de agarosa al 0,8% (p/v) en tampón SB 1x (10 

mM NaOH, 48 mM H3BO3, pH 8,2). 

9.2. Síntesis de ADNc 

La síntesis de ADNc se llevaba a cabo a partir del ARN extraído, utilizando el Kit 

comercial iScriptTM Reverse Transcription Super Mix para RT-qPCR (BioRad) el cual 

contiene en un solo mix todos los componentes necesarios, excepto el ARN, para la 

síntesis de la primera hebra de ADNc: transcriptasa inversa del virus de la leucemia 

murina Moloney (Moloney Murine Leukemia Virus Retro Transcriptase; M-MLV-RT), 

inhibidor de ARNasa, dNTps, oligo (dT), cebadores randomizados, tampón, MgCl2 y 

estabilizadores. La reacción se llevaba a cabo siguiendo las indicaciones del fabricante, 

empleando para una reacción simple de síntesis de ADNc la mezcla de reacción final 

descrita en la Tabla 14. 

La mezcla de reacción se incubaba en un termociclador (Corbett Research PCR Palm 

Cycler; Qiagen, Sydney (Australia)) utilizando el programa descrito en la Tabla 15. El 

ADNc sintetizado se conservaba a 4ºC hasta su posterior análisis. 
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Tabla 14. Mezcla de reacción final para una reacción simple de síntesis de ADNc. 

Componentes  Volumen de reacción (μL) 

5x iScript Supermix  4 

ARN (200ng/ μL) 5 (1 μg de ARN) 

Agua libre de ARN-ADNasa  11 

Volumen total 20 

Tabla 15. Programa del termociclador para la síntesis de ADNc. 

Paso Temperatura Tiempo 
Hibridación de cebadores 25ºC 5 min 
Transcripción inversa 42ºC 30 min 
Inactivación de la RT  85ºC 5 min 
Mantenimiento 4ºC ∞ 

 

9.3. PCR cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR) 

Una vez obtenido el ADNc, se estimaba el nivel de expresión relativa de los genes 

mediante PCR cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR). En esta técnica, la amplificación y 

detección del nivel de expresión se producen de manera simultánea en el mismo vial sin 

necesidad del procesamiento post-PCR de los productos amplificados, lo que incrementa 

el rendimiento y reduce la posibilidad de contaminación (Bustin y Nolan, 2004). La PCR 

a tiempo real está basada en la detección y cuantificación de DNA empleando una sonda 

fluorescente. Mediante la detección de fluorescencia se puede medir, durante la 

amplificación, la cantidad de DNA sintetizado en cada momento, ya que la emisión de 

fluorescencia producida en la reacción es proporcional a la cantidad de DNA sintetizado, 

lo que permite conocer y registrar en todo momento la cinética de la reacción de 

amplificación (Costa, 2004). Las sondas fluorescentes empleadas pueden ser agentes 

intercalantes o sondas especificas marcadas con fluorocromos (Bustin y Nolan, 2004). El 

fluoróforo específico de DNA bicatenario más usado en RT-qPCR es el SYBR Green PCR 

(Qiagen), y es el que se ha utilizado en este caso. La RT-qPCR se llevaba a cabo en un 

RotorGen 3000 (Qiagen). La mezcla de reacción final, descrita en la Tabla 16, se llevaba 

a cabo en un volumen final de 25 μL. 

Tabla 16. Mezcla de reacción final para la RT-qPCR. 

Componentes Volumen de 

reacción 
Concentración 

(μL)  
MasterMix 2x *  11,5 1X 
Cebador Sentido (20 μM)  2 0,47 μM 
Cebador Anti-sentido (20 μM)  2 0,47 μM 
ADNc  1 1 μg/μL 
Agua libre de nucleasas  8,5 - 
Volumen total  25 - 

* Rotor-Gene SYBRGreenMix (Qiagen). 



 
 

129 

 

La expresión relativa de los genes analizados se calculó mediante el método del ΔΔCt 

(Livak y Schmittgen, 2001), en el que se comparan directamente los Cts de los genes que 

se analizan y del gen endógeno usado como normalizador (ΔCt = Ct gen interés – Ct gen 

normalizador) en cada muestra, y posteriormente se comparan los ΔCt de la muestras 

problemas con respecto a la muestra usada de referencia (ΔΔCt = ΔCt problema – ΔCt 

referencia) a través de la siguiente fórmula: 

Expresión génica relativa = 2-ΔΔCt 

Ct es el ciclo umbral en el que la fluorescencia de la muestra sobrepasa el valor umbral 

elegido (el ciclo en el cual el sistema comienza a detectar el incremento de la señal por 

un aumento exponencial del producto de PCR durante la fase lineal logarítmica, y cuyo 

valor es inversamente proporcional a la cantidad de ADNc inicial). Los resultados se 

expresaron en unidades arbitrarias por comparación con la muestra de referencia en cada 

caso (generalmente WT en condiciones control) a cuyo nivel de expresión se le asignaba 

el valor de 1. Todas las reacciones se llevaron a cabo por triplicado y para cada ensayo de 

PCR se obtuvieron las curvas de fusión (melting) de los productos amplificados con el fin 

de identificar posibles amplificaciones inespecíficas. El protocolo de amplificación 

empleado en el termociclador de RT-qpCR se describe en la Tabla 17. 

Tabla 17. Condiciones programadas en el termociclador para la reacción de RT-qPCR. 

Ciclos Paso Temperatura Tiempo 
1 (1X)  Activación polimerasa 

95ºC  5 min 

2 (35X) 
Desnaturalización 30 seg 
Hibridación 55ºC 45 seg 
Extensión 72ºC 45 seg 

3 (1X) 
Melting 

95ºC 1 min 
4 (1X)  

70ºC 1 min  
5 (60X)  10 seg 

Como gen normalizador se empleó el factor de elongación 1 alfa (SlEF1a, accesión de 

GenBank AB061263), que presenta una expresión constitutiva en tomate que no se ve 

modificada por los tratamientos de estrés aplicados a las plantas. Los cebadores se 

diseñaban a partir de las secuencias disponibles para tomate en Sol Genomics Network 

(https://solgenomics.net/). El resto de cebadores empleados en esta tesis doctoral se 

detallan en la Tabla 18, y todos ellos fueron sintetizados y purificados por filtración en 

gel por la compañía Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, EEUU).  

La eficiencia de cada par de cebadores se calculó mediante el método de diluciones 

seriadas con las muestras de ADNc, siendo la eficiencia de la reacción con esos cebadores 

el valor de la pendiente de la recta obtenida al representar el ciclo umbral (CT) de cada 

muestra frente al logaritmo en base 10 de la dilución usada de la muestra. Un valor de 

pendiente de -3,33 implicaba una eficiencia del 100 %, por lo que cuanto más próximo a 

dicho valor se encuentre, mayor fiabilidad tendrá el ensayo con los cebadores empleados. 
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Para calcular la eficiencia (E) de un ensayo de RT-qPCR se utiliza la siguiente fórmula:  

E=(10-1/pendiente-1) x 100 

Tabla 18. Parejas de cebadores empleados en las RT-qPCRs para la cuantificación de los niveles de 

expresión de los genes.  

Gen Secuencia del Cebador (5’ – 3’) 

SlCBL10 Sentido: 5´-CCATTATTGCACTCATTGAAGC-3´ 

Antisentido: 5´-AGCAAGGTCCGTGTATTCGT-3´ 

SlSOS1 Sentido: 5´-TCGAGTGATGATTCTGGTGG-3´ 

Antisentido: 5´-ATCACAGTGTGGAAAGGCTC-3´ 

LeNHX1 Sentido: 5´-GACAGTCCTGGAAAATCT-3´ 

Antisentido: 5´-GGTTATCAGCCCAAACACC-3´ 

LeNHX3 Sentido: 5´-CTCAAGAGTCACCACCAAGCA-3´ 

Antisentido: 5´-CCAACCAAAACAAGACCCAACA-3´ 

SlHKT1;1 Sentido: 5´-TCTAGCCCAAGAAACTCAAAT-3´ 

Antisentido: 5´-CTAATGTTACAACTCCAAGGAATT-3´ 

SlHKT1;2 Sentido: 5´-TGAGCTAGGGAATGTAATAAACG-3´ 

Antisentido: 5´-AGAGAGAAACTAACGATGAACC-3´ 

SlEF1α Sentido: 5´-GACAGGCGTTCAGGTAAGGA-3´ 

Antisentido: 5´-GGGTATTCAGCAAAGGTCTC-3´ 

SlPIP1;3 Sentido: 5´-AAGGATTACAAAGAGCCACC-3’ 

Antisentido: 5´-ACCAAAAGCCCAAGCAAC-3’ 

SlPIP1;5 Sentido: 5’-TATCTGTCTTTAAACAATGGGATTCT-3’ 

Antisentido: 5’-GAACCTTCATTGATAAGGTACATTAC-3’ 

SlPIP1;7 Sentido: 5’-AACAAGCATGGAAGGACCCC-3’ 

Antisentido: 5’-GCGGCAATTACATACATGCTTC-3’ 

SlPIP2;1 Sentido: 5’-GGTTCACTTGGCTACAATTCCT-3’ 

Antisentido: 5’-AAGTGCCAAACATCCAACACA-3’ 

SlPIP2;7 Sentido: 5’-ATGACGCACCCATACAAC-3’ 

Antisentido: 5’-TGCTAACAATGCTCCCAC-3’ 

SlPIP2;10 Sentido: 5’-CACTTGGTTCATTCAGGAGCA-3’ 

Antisentido: 5’-ATACTCAAAACAAAGCATAGTGA-3’ 

SlPIP2;12 Sentido: 5’-ATATTAATCCAGCAGTGACCTT-3’ 

Antisentido: 5’-CAACGCCCCTAGTATAGCC-3’ 

SlTIP1;1 Sentido: 5’-AACCCTGCTGTTACCTTCGG-3’ 

Antisentido: 5’-CCCATTGGTGAGTCCAGGTC-3’ 

SlTIP2;2 Sentido: 5’-CCTACCCATGCTTCCAAGAG-3’ 

Antisentido: 5’-GCTGCTGCTGTAGCAACATTTA-3’ 

SlRBOHG Sentido: 5’- TGGAGCTCCAGCACAAGATT-3’ 

Antisentido: 5’- TTGCAAGCACTCATGTCCGAG -3’ 

SlHAK5 Sentido: 5’- GTATGATGTGACCGTTGTTACG-3’ 

Antisentido: 5’- TCAGATCCTGTGATGCAAAGG-3´ 

SlSKOR Sentido: 5’-CTATAAGGCTGTTGGCAGCAAA-3´ 

Antisentido: 5’- TGCCCTGCTCAACCGAAT-3´ 
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10. Evaluación de caracteres del desarrollo vegetativo y reproductivo  

10.1. Evaluación de rasgos fenotípicos 

La evaluación de los caracteres fenotípicos del desarrollo vegetativo y reproductivo se 

llevó a cabo en plantas cultivadas en condiciones de invernadero, mediante un 

seguimiento minucioso de su evolución al menos una vez por semana. Se observaron y 

anotaron los rasgos diferenciales entre plantas WT y mutantes tanto en control como en 

los distintos tratamientos, y se tomaron fotografías generales y en detalle. Puntualmente, 

en los momentos clave en los que se percibían rasgos diferenciales entre genotipos y/o 

tratamientos, se llevaron a cabo una serie de medidas: 

a) La medida de la altura y la distancia entre nudos de las hojas se llevaba a cabo con 

una cinta métrica de tela para poder amoldarla a la curvatura irregular del tallo de la 

planta. Para la medida de la altura total de planta, se medía desde la base en contacto con 

el sustrato, hasta el entrenudo más apical. Para la medida de los entrenudos se procedió 

del mismo modo, pero solo se midieron los 5 primeros entrenudos empezando por las 

hojas basales. Se tomaron medidas de las 9 plantas por genotipo y tratamiento y se calculó 

el valor promedio y el error estándar para cada parámetro independiente. 

c) El grosor del pedicelo floral se determinó con un pie de rey automático. Para ello se 

ajustó perfectamente a 15 pedicelos florales al azar de cada planta. Se obtuvieron medidas 

de 9 plantas por genotipo y tratamiento y se calculó el valor promedio y el error estándar. 

d) El conteo de las hojas y racimos florales se determinó semanalmente planta a planta 

y se anotó en plantillas preparadas para dicho fin.  Se contaron las hojas y racimos florales 

de 6 plantas por genotipo y tratamiento y se calculó el valor promedio y el error estándar 

para cada uno de los parámetros. 

e) Cuando los frutos comenzaron a madurar, se llevó a cabo el seguimiento de los frutos 

en distinto estado de maduración, diferenciando entre frutos verdes, naranjas o rojos. 

Se anotó el número de frutos de cada tipo tanto por racimo y totales de 9 plantas y se 

calculó el valor promedio y el error estándar. 

f) Las medidas del diámetro ecuatorial y polar del fruto de tomate se llevaban a cabo 

con un pie de rey automático empleando al menos 15 frutos rojos seleccionados 

arbitrariamente, y se expresaban en milímetros (mm).  

10.2. Tasas de cuajado y abscisión 

Para evaluar la tasa de cuajado y de abscisión, se llevó a cabo el contaje de las flores 

cuajadas y escindidas respectivamente, así como las flores totales de cada racimo por 

separado (los 4 primeros) y de 9 plantas por genotipo y tratamiento, en los distintos 

invernaderos.   
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El cálculo de los porcentajes de cuajado y abscisión por racimo se obtuvo en base al 

número total de flores en cada racimo por planta individual atendiendo a las fórmulas 

siguientes por cada planta individual.  

% abscisión R1 = (100 x n flores escindidas R1) / n flores R1 

% cuajado R1= (100 x n flores cuajadas R1) / n flores R1 

Donde n flores escindidas o cuajadas R1 se refiere a las flores escindidas o cuajadas en 

el racimo 1 en cada caso, y n flores R1 se refiere al número total de flores en el racimo 1. 

Se procedió del mismo modo para los racimos 1, 2, 3 y 4. Posteriormente se calculó el 

valor promedio de los porcentajes de abscisión y cuajado de las 9 plantas analizadas, así 

como su error estándar.  

Para el cálculo de los porcentajes de cuajado y abscisión totales, se procedió del mismo 

modo, pero a partir de la suma total de flores y las sumas de flores abscindidas y 

cuajadas de los 4 racimos por planta, mediante las fórmulas siguientes: 

% abscisión Total = (100 x T flores escindidas) / T flores  

% cuajado Total = (100 x T flores cuajadas) / T flores  

Donde T flores escindidas o cuajadas se refiere al sumatorio de flores cuajadas o 

escindidas de los 4 racimos por planta, y T flores se refiere al número total de flores en 

los 4 racimos de la planta. Posteriormente, se obtuvo el promedio de los valores 

porcentuales de cada planta y su error estándar.  

10.3. Evaluación de la producción (rendimiento en gramos y número de frutos) 

La evaluación de la producción se llevó a cabo en plantas cultivadas en condiciones de 

invernadero. Para la evaluación de la producción y rendimiento de las líneas de estudio 

se recolectó la producción total. El seguimiento de la campaña se centró en el recuento 

del número de frutos y el peso de los mismos por racimos independientes de las plantas 

estudiadas por genotipo y tratamiento. El rendimiento total y el número de frutos total se 

obtuvo de la suma de los valores de cada racimo independiente de cada planta individual. 

10.4. Evaluación del porcentaje de BER y detección de fisiopatías 

Los frutos en los que se identificaba algún defecto visual, como signos de rajado o de 

pudrición apical del fruto (blossom-end root, BER) en el momento de recolección, eran 

debidamente identificados y descontados de los frutos cosechables (sanos).  

En el caso de los frutos que presentaban BER, se obtenía el porcentaje que representaban 

del total de frutos recolectados por cada planta:  

% BER = (100 x frutos BER) / T frutos 
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Donde T frutos se refiere al sumatorio de frutos por planta, y frutos con BER se refiere al 

número total de frutos que presentaban signos de BER por cada planta. Posteriormente, 

se obtenía el promedio de los valores porcentuales de cada planta y el error estándar.  

11. Tratamientos estadísticos 

Todos los análisis estadísticos se llevaron a cabo siguiendo los métodos estandarizados 

que ofrece el programa SPSS 21.0. 

11.1. Análisis de diferencias significativas entre medias  

Los resultados se expresaron como media ± error estándar (EE) y se sometieron a un 

análisis de la varianza (ANOVA) para comprobar si había diferencias entre las medias de 

los distintos factores (parámetro medido, genotipo, tratamiento…). Una vez rechazada la 

hipótesis nula de igualdad de medias mediante la técnica ANOVA, se llevó a cabo el test 

de comparaciones múltiples LSD (Least significant difference) de Fisher, que permitía 

comparar las medias de los t niveles de un factor (P < 0,05).  

11.2. Diferencias significativas entre interacciones de factores 

Para estudiar si había diferencias significativas entre las interacciones de varios factores 

(genotipo - tratamiento - año de cultivo / genotipo - tratamiento - tipo de invernadero) y 

una variable dependiente (el parámetro analizado en cada caso), se llevó a cabo un análisis 

multivariante univariado. 
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RESULTADOS. CAPÍTULO I. 

IV. ANÁLISIS FUNCIONAL DEL GEN SlCBL10 EN LA 

TOLERANCIA A ESTRÉS ABIÓTICO 

1. Antecedentes    

La identificación del gen CALCINEURIN B-LIKE PROTEIN 10 (CBL10) en tomate fue 

llevada a cabo por de la Torre et al (2013), que estudiaron el papel de SlCBL10 en la 

respuesta a patógenos, pero no se conocía el papel de este gen en la tolerancia a estreses 

abióticos. Hasta ese momento, se había demostrado que CBL10 está implicada en la 

regulación de la respuesta a estrés salino en Arabidopsis (Kim et al., 2007; Quan et al. 

2007), y el grupo de Salinidad donde se encuadra esta Tesis fue el primero en demostrar 

que el sensor de Ca2+ SlCBL10 regula la tolerancia al estrés salino en tomate (Egea et al., 

2018).  

Los trabajos llevados a cabo hasta ahora se han realizado en colaboración con el grupo 

del IBMCP (UPV-CSIC), dirigido por el Prof. V. Moreno, y de la Universidad de Almería 

(UAL), dirigido por el Prof. Lozano, como queda demostrado con los sucesivos proyectos 

de investigación coordinados entre los tres grupos (Refs. AGL2006-15290-C03; 

AGL2009-13388-C03; AGL2012-40150-C03; AGL2015-64991-C3); PID2019-

110833RB-C33). El objetivo de los tres grupos era generar una colección de mutantes de 

inserción de tomate para identificar genes implicados en el desarrollo vegetativo y 

reproductivo, así como genes implicados en la tolerancia a la salinidad, puesto que el 

análisis de mutantes es una de las estrategias más interesantes para dilucidar el papel de 

un gen (Campos et al., 2016; Pérez-Martin et al., 2017; Meco et al., 2019; Capel et al., 

2020). En el actual proyecto coordinado, el título del subproyecto del grupo de salinidad 

es: “regulación del calcio y especies reactivas de oxígeno para mejorar la tolerancia a 

estrés abiótico y la calidad de fruto en tomate”. En esta Tesis Doctoral se abordan 

precisamente ambos objetivos, y dentro de la regulación del Ca2+ en la mejora de la 

tolerancia a estrés abiótico, el primer objetivo propuesto es avanzar en el conocimiento 

sobre el papel del gen de tomate CBL10.  

Los trabajos sobre este gen se iniciaron tras la identificación de un mutante de inserción 

con alta sensibilidad a la salinidad por el grupo del IBMCB; la identificación del gen por 

el grupo de la UAL y la caracterización fenotípica, fisiológica y molecular del mutante 

por nuestro grupo, cuyos resultados constituyeron parte de la Tesis Doctoral del Dr. 

Plasencia (Plasencia, 2015) y se recogen en la primera publicación sobre el papel de este 

gen en la tolerancia del tomate a la salinidad (Egea et al., 2018). Recientemente, nuestro 

grupo ha publicado una revisión titulada “The Ca2+ Sensor Calcineurin B–Like Protein 

10 in Plants: Emerging New Crucial Roles for Plant Abiotic Stress Tolerance” (Plasencia 

et al., 2021), donde se recogen las diferentes funciones en las que podría estar involucrado 

este gen de señalización de calcio pero que aún están sin demostrar. El trabajo realizado 
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tiene por objetivo dilucidar el papel de CBL10 de tomate en diferentes procesos 

implicados en el desarrollo y tolerancia a estreses abióticos. 

2. Metodología específica 

2.1. Diseño experimental de los ensayos en invernadero SC y NC 

Se llevaron a cabo ensayos simultáneos en condiciones control y de salinidad en 

campañas de distinto año durante la época de primavera – verano en los invernaderos NC 

y SC, de acuerdo con los procedimientos descritos previamente en la sección III 

Materiales y métodos, apartado 3.4.  

Por un lado, se llevaron a cabo simultáneamente un ensayo de estrés hídrico en el 

invernadero NC y un ensayo de estrés salino (100 mM de NaCl) en el invernadero SC, 

ambos ensayos a largo plazo y empleando en ellos las líneas WT, Slcbl10, RNAi y OE de 

Solanum lycopersicum cv. Moneymaker. Para ello se utilizaron 20 plantas por cada 

genotipo, y se mantuvieron la mitad en control y la otra mitad en el tratamiento en 

cuestión (EH en el invernadero NC y salinidad en el invernadero SC) como se ha indicado 

en la sección III. A lo largo de los ensayos se llevó a cabo el fenotipado visual y la toma 

de fotografías representativas, la medida de los parámetros de intercambio gaseoso se 

recolectó muestra para analizar el contenido de agua (80 días) y se evaluaron caracteres 

del desarrollo vegetativo y reproductivo (biomasa vegetativa y reproductiva, nº de flores, 

nº de racimos, diámetro polar y ecuatorial de los frutos, % de frutos no cosechables, 

rendimiento en fruto (peso y numero de frutos) y % de BER).  

Por otro lado, se llevaron a cabo simultáneamente dos ensayos a largo plazo de estrés 

salino (100 mM de NaCl) con plantas injertadas, uno en el invernadero NC y otro en el 

invernadero SC. La realización de los injertos se llevó a cabo tal y como se ha descrito en 

la sección III, apartado 3.5. En estos ensayos se emplearon dos cultivares de tomate con 

mecanismos de tolerancia a la sal muy diferentes como parte aérea, cv. Moneymaker y el 

híbrido de tomate comercial Jaguar (F1) (Estañ et al., 2005; Martinez-Rodriguez et al., 

2008). Puesto que, en ensayos anteriores a largo plazo, se comprobó que las plantas no 

injertadas y las autoinjertadas producían rendimientos de fruto idénticos durante todo el 

período de cosecha; no se utilizaron en estos ensayos plantas autoinjertadas como control 

(Estan et al., 2005). En el ensayo en invernadero NC, se utilizaron plantas no injertadas 

de WT (cv. Moneymaker), plantas no injertadas del híbrido de tomate comercial Jaguar 

(F1), el mutante Slcbl10 y la línea RNAi junto con plantas injertadas WT/Slcbl10, 

WT/RNAi y F1/Slcbl10. En el invernadero SC, solo se emplearon plantas del híbrido 

Jaguar y plantas injertadas de esta variedad como parte aérea y el mutante Slcbl10 como 

portainjertos (F1/Slcbl10). En ambos ensayos, 8 plantas por genotipo o combinación de 

injertos fueron sometidas a estrés salino, mientras que otras 8 se mantuvieron creciendo 

como control en ausencia de sal. Los frutos maduros de cada planta se recolectaron entre 

los días 40 y 80 de tratamiento y se registró el peso total de frutos por planta 

(rendimiento), el número de frutos por planta y el peso medio de frutos para estimar la 
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producción. Al final del experimento, también se recogieron todos los frutos inmaduros 

(verdes).  

A lo largo de todos los experimentos de invernadero se controlaron minuciosamente las 

condiciones ambientales mediante los sensores de los invernaderos con el fin de poder 

comparar los resultados atendiendo a las mismas. 

2.2. Diseño experimental de los ensayos de injertos en hidropónico 

Cuando las plántulas del material vegetal empleado habían desarrollado dos hojas 

verdaderas, se realizaron los injertos y se llevaron a cabo dos ensayos en hidropónico para 

plantas de mayor tamaño como se ha descrito anteriormente en la sección III de Material 

y Métodos.  Ambos ensayos se desarrollaron en la cámara de cultivo de condiciones 

controladas (ver apartados 3.1 y 3.3 de la misma sección). El tratamiento de estrés salino 

(150 mM de NaCl) se adicionó en ambos casos cuando las plantas presentaban un estado 

de desarrollo de 6-7 hojas verdaderas. Se llevaron a cabo dos experimentos de diferente 

duración empleando distinto material vegetal. 

2.2.1. Ensayo a corto plazo con injertos recíprocos entre WT y mutante Slcbl10 

Una vez establecido el injerto, se transfirieron plantas de cada combinación 

genotipo/injerto al medio hidropónico en la cámara de ambiente controlado. Siete días 

tras la transferencia al cultivo hidropónico, se aplicó el tratamiento salino en dos pasos: 

75 mM de NaCl durante 24 horas y luego 150 mM de NaCl durante 15 días. El ensayo en 

hidropónico tuvo 5 días de duración (150 mM de NaCl) y se emplearon líneas WT (cv. 

Moneymaker) y la línea mutante Slcbl10, así como autoinjertos de WT y Slcbl10 

(WT/WT; WT/Slcbl10, Slcbl10/WT y Slcbl10/Slcbl10). Se obtuvo la biomasa de raíz y 

parte aérea al final del experimento (5 DTS), y se midió el contenido de iones Na+ y K+, 

así como la relación entre ambos (ratio Na+/K+) al inicio del tratamiento (0 días, condición 

control), y a los 2 DTS.  

2.2.2. Ensayo a corto-medio plazo con plantas WT injertadas en portainjertos que 

silencian o sobreexpresan el gen SlCBL10  

Una vez establecido el injerto tal y como se ha descrito previamente en el apartado 3.5. 

de la sección III, se transfirieron 12 plantas de cada combinación genotipo/injerto al 

medio hidropónico en la cámara de ambiente controlado. En este ensayo, WT se injertó 

en el mutante Slcbl10 y las líneas RNAi y OE, y se emplearon plantas WT autoinjertadas 

como controles (WT/ Slcbl10; WT/RNAi; WT/OE; WT/WT). Siete días después de la 

transferencia al cultivo hidropónico, se aplicó el tratamiento salino a la mitad de las 

plantas, manteniendo la otra mitad en la solución control. El tratamiento con sal se aplicó 

en dos pasos: primero 75 mM de NaCl durante 24 horas y luego 150 mM de NaCl durante 

15 días. Se obtuvo la biomasa de parte aérea, raíz y de los frutos verdes que se habían 

llegado a desarrollar, así como la eficiencia del fotosistema II (Fv/Fm) en hojas de las 

plantas control y las que se sometieron a salinidad a los 15 días. Además, se obtuvo el 

contenido en Na+ y K+ de raíz, tallo y hoja y se midió la expresión en hoja y raíz de los 
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transportadores de Na+ (SlSOS1, SlHKT1;2, LeNHX3 y LeNHX4), y solo en raíz de los 

transportadores de K+ (LKT1, HAK5 y SKOR) en las plantas autoinjertadas (WT/WT) y 

en las plantas injertadas en portainjertos que silenciaban (WT/Slcbl10) o sobreexpresaban 

el gen (WT/OE) a los 0 y 2 DTS.  

3. Resultados 

3.1. Estudiar el papel de SlCBL10 en el desarrollo reproductivo de tomate 

Los resultados previos mostraban que la anulación del gen SlCBL10 provocaba una 

reducción del rendimiento en fruto cuando las plantas se desarrollaban sin estrés salino 

(Egea et al., 2018). Sin embargo, los experimentos se habían realizado en el invernadero 

situado en la finca experimental del CEBAS de condiciones no-controladas (NC) y en 

cultivo de primavera-verano, donde generalmente se alcanzan temperaturas muy elevadas 

a lo largo del desarrollo reproductivo.  

 

Figura 19. Desarrollo vegetativo y reproductivo  de plantas del cv. de tomate (WT) y plantas que 

tienen silenciado el gen SlCBL10 desarrolladas en invernadero de condiciones no-controladas 

durante primavera-verano. Biomasa de la parte aérea y de los frutos maduros cosechables (rojos y sin 

fisiopatías), número de racimos y número de flores, diámetro de los frutos cosechables así como el 

porcentaje de frutos no cosechables por incidencia de BER. A la derecha fotografía representativa de estos 

frutos. Las plantas se desarrollaron durante 5 meses (desde mitad de febrero a mitad de julio) en condiciones 

óptimas de cultivo. Valores medios + EE (n = 9). Asteriscos indican diferencias significativas respecto a 

WT ((Student’s t-test, p < 0.05). 



 
 

141 

 

 

Con el fin de comprobar si este gen está implicado en el desarrollo reproductivo de 

tomate, plantas WT junto con plantas con el gen silenciado (el mutante Slcbl10 y una 

línea de silenciamiento, RNAi) fueron desarrolladas en el mismo invernadero de 

condiciones NC utilizado en los estudios previos y en la misma época de cultivo. A lo 

largo del desarrollo de las plantas se controlaron los caracteres reproductivos, como el 

número de racimos, número de flores por racimo y número de frutos, y al final se cortaron 

las plantas y se calculó la biomasa vegetativa de la parte aérea. Los resultados muestran 

que los pesos de la parte aérea de las plantas son similares en el mutante Slcbl10 y RNAi 

y a su vez similares a WT (Figura 19). Sin embargo, la biomasa reproductiva se reducía 

mas del 80% en las plantas con el gen silenciado, respecto a las plantas WT. Estos 

resultados confirman los obtenidos previamente por Egea et al., (2018), e indican que la 

disrupción de SlCBL10 no afecta al desarrollo vegetativo pero si al reproductivo, al menos 

en las condiciones de cultivo en que se ha realizado el experimento.  

Además, la menor biomasa de frutos en las plantas con el gen silenciado no era debida a 

un menor número de racimos ni de flores: la línea RNAi mostraba valores similares al 

WT para ambas caracteristicas, y la disinución no significativa del nº de racimos en el 

mutante se veía compensada por el aumento del nº de flores (Figura 19). Una 

característica observada en los frutos del mutante Slcbl10 y RNAi era la menor expansión 

del fruto, reflejada especialmente en el diámetro polar, que se reducía en los frutos sin 

fisiopatías de ambas líneas respecto a WT (Figura 19). En los estudios previos se observó 

que la anulación del gen provocaba alta incidencia de Blossom End Rot (BER) (Egea et 

al. (2018). Es destacable el alto porcentaje de frutos no cosechables debido a la incidencia 

de BER que aparecía no solo en la parte distal sino distribuida por la mayoría del fruto 

(Figura 19). 

Dado que los experimentos anteriores se habían realizado en condiciones NC durante la 

época primavera-verano, los resultados obtenidos podrían ser una consecuencia de las 

altas temperaturas (T) alcanzadas dentro del invernadero durante el desarrollo de las 

plantas. Para comprobar si el efecto sobre el desarrollo reproductivo de las plantas 

silenciadas de SlCBL10 era debido al estrés por T, se realizaron nuevos experimentos en 

un invernadero de condiciones climáticas semi-controladas (SC) ubicado en la UM, 

donde no se alcanzaba estrés por alta temperatura, y las plantas se cultivaron incluso en 

el mismo año y época de cultivo en ambos invernaderos. En la Figura 20 se muestra la 

evolución de la T y H durante el cultivo en ambos invernaderos. El invernadero NC se 

caracteriza por el elevado estrés por T, siendo la media de los valores máximos alcanzados 

a lo largo del día durante los periodos vegetativo y reproductivo de 37,2 y 40, 8oC, 

respectivamente, mientras que en el invernadero SC estos valores eran 24,3 y 25oC, 

valores óptimos para el cultivo de tomate. Respecto a los porcentajes de humedad, estos 

eran mayores en el invernadero SC que en NC, especialmente al considerar los valores 

medios y mínimos alcanzados en cada periodo, con incrementos próximos al 200% en la 
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media de los valores mínimos puesto que eran 49,6 y 51,6 en los periodos vegetativo y 

reproductivo del invernadero SC, respecto a 17,6 y 17,7 en el invernadero NC. Al calcular 

el déficit de presión de vapor (DPV) en ambos invernaderos, parámetro directamente 

relacionado con la transpiración, se comprueba que estos valores eran mucho menores en 

el invernadero SC (Figura 20) puesto que las Tªs alcanzadas en este invernadero (SC) 

eran muy inferiores a las del invernadero NC y los niveles de humedad eran superiores. 

 

Figura 20. Evolución de la temperatura y humedad durante el cultivo de las plantas en los 

invernaderos de condiciones no-controladas y semi-controladas (SC) durante primavera-verano. Se 

representan los valores medios ± EE para el periodo de desarrollo vegetativo y reproductivo (durante el 

periodo de recogida de cosecha). 
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Figura 21. Desarrollo reproductivo  de plantas del cv. de tomate (WT) y plantas que tienen silenciado 

el gen SlCBL10 desarrolladas en invernadero de condiciones semi-controladas durante primavera-

verano. Número de racimos y nº de flores, así como la evolución de la producción de los frutos cosechables 

(rojos y sin fisiopatías). También se representa la distribución de frutos en diferentes estados de maduración 

y el porcentaje de frutos no cosechables por incidencia de BER. Las plantas se desarrollaron durante 5 

meses (desde mitad de febrero a mitad de julio) en condiciones óptimas de cultivo. Valores medios ± EE (n 

= 9). Diferentes letras indican diferencias significativas entre genotipos (Test de Tukey’s p ≤ 0.05).  

En la Figura 21 se muestran los caracteres de desarrollo reproductivo de las plantas 

cultivadas en el invernadero de condiciones SC. Se observaba una tendencia a disminuir 

el nº de racimos en ambas líneas con el gen silenciado, que llega a ser significativa 

respecto al control en nº de flores. Sin embargo, la reducción en el porcentaje del nº de 

frutos cosechables (rojos y sanos) es mayor que la reducción del nº de flores en el mutante 

y RNAi respecto a WT (reducciones del 45 y 70% en RNAi y el mutante, 

respectivamente), a pesar de que no ha habido estrés por alta T durante el cultivo. Estas 

reducciones son incluso superiores en base al rendimiento en fruto. Además, la menor 

producción no era debida a un retraso en la maduración, como se observa en la 

distribución de frutos en diferentes estados de maduración (Figura 21), donde el mutante 
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y RNAi no tienen practicamente frutos verdes y naranjas. Estos resultados confirman que 

el gen SlCBL10 está implicado en el desarrollo reproductivo de tomate. 

 

Figura 22.  Alteraciones fenotípicas de las plantas que tienen silenciado el gen SlCBL10 desarrolladas 

en invernadero de condiciones semi-controladas durante primavera-verano. Las plantas se 

desarrollaron durante 5 meses (desde mitad de febrero a mitad de julio) en condiciones óptimas de cultivo. 

a) Fotos representativas de WT, mutante y RNAi a lo largo del cultivo, donde se observan claros síntomas 

de deficiencia de Ca2+ en las hojas superiores del mutante y RNAi, así como la alta incidencia de BER en 

los frutos desde antes de la maduración. b) Diámetro polar y ecuatorial de los frutos rojos. Valores medios 

± EE (n = 6). Asteriscos indican diferencias significativas respecto a WT ((Student’s t-test, p < 0.05). 

Respecto a la incidencia de BER (Egea et al., (2018), fisiopatía relacionada con la 

alteración de la homeostasis del Ca2+ que hace que los frutos no sean cosechables, es 

interesante resaltar la alta incidencia en el mutante Slcbl10, que tiene anulada la función 

del gen SlCBL10, y algo menor en la línea RNAi, que tiene reducida la expresión del gen 

pero no anulada (Figura 21b). Interesantemente, si comparamos los valores de 

condiciones SC con los obtenidos en el invernadero de condiciones NC se observa que 

las mayores diferencias se dan en WT, con porcentaje muy superior en condiciones NC 
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que SC (Figuras 19 y 21), lo que puede ser una consecuencia del estrés térmico al que 

están sometidas las plantas. Sin embargo, los porcentajes alcanzados en ambos 

invernaderos para el mutante y RNAi son muy similares, cuando a priori se esperaría un 

menor efecto en este invernadero SC como se observa en el WT. Esto podría ser debido 

a que el efecto provocado por estrés de T en el invernadero NC puede verse compensado 

por la mayor H del invernadero SC.  

 

Figura 23.  Concentraciones de Ca2+ en las plantas del cv. de tomate (WT) y plantas que tienen 

silenciado el gen SlCBL10 desarrolladas en invernadero de condiciones semi-controladas durante 

primavera-verano. Los contenidos de Ca2+ se analizaron en zona no necrosada de órganos fuente (Hoja y 

tallo medio) y sumidero (Hoja y tallo joven a nivel vegetativo y flores en diferente estado de desarrollo a 

nivel reproductivo) a los 4 meses de cultivo (mitad de junio). Valores son las medias ± EE de tres 

repeticiones. Diferentes letras indican diferencias significativas entre genotipos (Test de Tukey’s p ≤ 0.05).  
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La menor transpiración de los frutos debida a la alta humedad puede provocar sintomas 

de deficiencia de Ca2+. Efectivamente, los síntomas de deficiencia de Ca2+ eran visibles 

no solo a nivel reproductivo sino también vegetativo, como es evidente en las fotografías 

representativas de las plantas y frutos (Figura 22). Así, las hojas muestran el típico 

fenotipo de clorosis foliar y alteraciones en el desarrollo de las hojas, debido a que los 

bordes de las hojas no pueden crecer tan rápidamente como la parte central y terminan 

necrosándose. Los frutos, no solo muestran los típicos síntomas de BER por la parte distal 

con necrosamiento de la zona, sino que hay alteraciones distribuidas por todo el fruto, 

llegando incluso a afectar a la expansión del fruto. Así, los diámetros polar y ecuatorial 

se reducían en los frutos del mutante y RNAi respecto a WT (Figura 22).  

Finalmente, se analizaron los niveles de Ca2+ en la hoja fuente (hoja media) y su tallo 

correspondiente (en la parte no necrosada evitando los bordes), así como en órganos 

sumidero, concretamente en hoja y tallo joven (en desarrollo) a nivel vegetativo y en 

flores de diferentes estados de desarrollo a nivel reproductivo (Figura 23). 

Efectivamente, los niveles de Ca2+ estaban alterados en el mutante y RNAi respecto a 

WT, incrementando significativamente en las hojas fuente mientras que la respuesta 

opuesta era observada en los órganos sumidero, como hojas jóvenes y flores a diferentes 

estados, preantesis, antesis y post-antesis. Estos resultados confirman que los efectos 

provocados por el silenciamiento del gen SlCBL10 se deben a la alteración provocada en 

la homeostasis del Ca2+. 

3.2. Determinar la respuesta a la salinidad inducida por la sobreexpresión de 

SLCBL10 

Hasta ahora solo se había demostrado que la anulación del gen SlCBL10 induce 

hipersensibilidad al estrés salino (Egea et al. (2018), pero no cuál es la respuesta a la 

salinidad cuando el gen está sobreexpresado. Para completar el papel del gen en parte 

aérea, se ha estudiado la respuesta al estrés salino a largo plazo en una línea de 

sobreexpresión (OE) del gen junto al mutante nulo Slcbl10. Los ensayos se realizaron en 

el invernadero de condiciones semi-controladas (SC) con el fin de que no se alcanzaran 

temperaturas elevadas durante el cultivo.  

3.2.1. Tolerancia a la salinidad en base al rendimiento en fruto 

En la Figura 24a se representa la evolución de la producción de frutos maduros de plantas 

WT y las líneas con niveles alterados del gen desarrolladas sin sal (control) y a 100 mM 

NaCl (sal) durante 90 DTS. Como se esperaba, el mutante mostraba un menor 

rendimiento que WT en control y la salinidad anulaba prácticamente la producción, lo 

que confirma los resultados obtenidos previamente (Figura 21). En la línea de OE, 

aunque hay una tendencia a reducir el rendimiento a lo largo del cultivo en control, al 

final no se alcanzan diferencias significativas entre el rendimiento en fruto de WT y OE. 

En sal, las curvas de rendimiento de WT y OE se solapan a lo largo del cultivo, 

reduciéndose ambas significativamente respecto al control. Sin embargo, la línea de OE 

muestra mayor tolerancia a la salinidad que WT en relación al número de frutos, ya que 
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se alcanza un incremento del 37% en sal respecto al control en OE a los 90 DTS, mientras 

que en WT se reduce un 25%. Teniendo en cuenta las dos componentes de rendimiento, 

nº de frutos y peso medio, el aumento del nº de frutos en la línea de OE está asociado a 

una reducción del peso medio del fruto (Figura 24a).  

 

Figura 24.  La sobreexpresión del gen SlCBL10 aumenta el número de frutos con la salinidad. Plantas 

del cv. de tomate (WT), del mutante Slcbl10 y de una línea que tiene sobreexpresado (OE) el gen SlCBL10 

eran desarrolladas en invernadero de condiciones semi-controladas durante primavera-verano en control y 

sal (100 mM NaCl) durante 90 días. a) Evolución de la producción de frutos cosechables (rojos y sin 

fisiopatías) durante los 90 DTS y el peso medio de los frutos, así como la distribución de frutos a los 

diferentes estados de maduración. b) Evolución de la incidencia de BER en los frutos. Valores medios ± ES 

(n = 9). Asteriscos indican diferencias significativas respecto a WT ((Student’s t-test, p < 0.05). 

Al final del experimento, además de los frutos maduros (rojos) se recolectó el resto de 

frutos cuajados (naranjas y verdes) para comprobar si el balance cambiaba al considerar 
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el total. Los resultados muestran que el mayor nº de frutos de la línea OE en sal no se 

invierte al considerar verdes + naranjas, ya que se alcanzó un total de 112 frutos frente a 

los 80 en WT (Figura 24a). Estos resultados indican una mejor tolerancia a la salinidad 

inducida por la sobreexpresión de SlCBL10 en base al número de frutos. 

Como se observó en el apartado anterior, la anulación del gen provocaba alta incidencia 

de BER en las plantas desarrolladas sin sal. En este estudio, se corroboran los resultados 

anteriores y se observa que la incidencia aumenta con la salinidad en el mutante Slcbl10, 

donde se alcanzan valores próximos al 100% en las diferentes recogidas de cosecha a lo 

largo del cultivo (Figura 24b). Sin embargo, la incidencia de BER en los frutos de las 

plantas WT y OE era muy baja, tanto en condiciones control como salinas, y además eran 

similares lo que sugiere que la OE no afecta a esta fisiopatía a pesar de que pueda verse 

alterada la homeostasis del Ca2+.  

3.2.2. Alteraciones fisiológicas inducidas por el silenciamiento y sobreexpresión de 

SlCBL10 

El primer efecto inducido por la salinidad es el estrés osmótico provocado por la dificultad 

de la planta para absorber y transportar agua hasta las hojas. Ante este estrés, uno de los 

mecanismos de tolerancia es evitar la pérdida de agua a través de las hojas. En este estudio 

se analizó conductancia estomática (gs), tasa de transpiración (E) y fotosíntesis (Pn) a los 

45 DTS (Figura 25a). El mutante Slcbl10 mostraba una tendencia a aumentar gs respecto 

a WT mientras que la línea OE mostraba la tendencia opuesta, aunque las diferencias solo 

llegaban a ser significativas en control. Respecto a E, los valores eran similares tanto en 

control como en sal, lo que indica que las diferencias entre el silenciamiento y OE no 

están asociadas a la pérdida de agua a través de las hojas.  

Respecto a los contenidos de agua, el mutante y la línea de OE muestran comportamientos 

opuestos en raíz y parte aérea (Figura 25b). Así, Slcbl10 reduce sus contenidos de agua 

respecto a WT en raíz mientras que la línea OE los aumenta. En la parte aérea, el mayor 

contenido de agua del mutante respecto a WT se observa en hoja desarrollada así como 

en la parte en desarrollo de la planta (hoja y tallo joven). La línea de OE mantiene los 

contenidos de agua similares al WT tanto en hoja desarrollada como en desarrollo y solo 

los reduce significativamente en tallo joven de plantas control y sal. 
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Figura 25. Efecto de la salinidad sobre los caracteres relacionados con la pérdida de agua a través de 

las hojas y los contenidos de agua en diferentes partes de la planta. Plantas del cv. de tomate (WT), del 

mutante Slcbl10 y de una línea que tiene sobreexpresado (OE) el gen SlCBL10 desarrolladas en invernadero 

de condiciones semi-controladas durante primavera-verano en control y sal (100 mM NaCl). a) 

Conductancia estomática (gs), transpiración (E) y fotosíntesis (Pn) medida en hoja desarrollada tras 45 DTS. 

b) Contenidos de agua en raíz, hoja adulta y hoja joven y los tallos correspondientes. Valores son las medias 

± EE de tres repeticiones. Asteriscos indican diferencias significativas respecto a WT (Student’s t-test, p < 

0.05). 
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Figura 26.  Cambios inducidos por el silenciamiento y sobrexpresión de SlCBL10 en las 

concentraciones de Na+, K+ y relación Na+/K+. Plantas del cv. de tomate (WT), del mutante Slcbl10 y de 

una línea de sobreexpresión (OE) desarrolladas en invernadero de condiciones semi-controladas durante 

primavera-verano en sal (100 mM NaCl). Los contenidos iónicos se analizaron en raíz, hoja adulta y hoja 

joven y los tallos correspondientes a los 50 DTS. A la derecha, patrón de distribución iónica del mutante 

Slcbl10. Valores son las medias ± EE de tres repeticiones. Asteriscos indican diferencias significativas 

respecto a WT (Student’s t-test, p < 0.05). 

 



 
 

151 

 

Las concentraciones de Na+ y K+ se analizaron a los 50 DTS en raíz y en los distintos 

tejidos de la parte aérea (Figura 26). Los cambios inducidos en el mutante y la línea de 

OE eran muy diferentes, tal como se observó para los contenidos de agua. En raíz, el 

mutante presenta una acumulación de Na+ mucho menor que el WT mientras que la línea 

de OE duplica la acumulación de Na+. En parte aérea, la acumulación de Na+ seguía 

siendo menor en el mutante que en WT en todas las partes analizadas excepto en hoja 

joven, donde era mayor en el mutante. Es evidente que el patrón de distribución de Na+ 

está alterado en el mutante (Figura ampliada a la derecha), tal como se había demostrado 

anteriormente (Egea et al., 2018), ya que es en las hojas jóvenes o en desarrollo donde 

debería alcanzarse la menor acumulación de Na+. La línea de OE, a pesar de la alta 

acumulación de Na+ en raíz, no acumula Na+ en parte aérea, puesto que solo incrementa 

su contenido en tallo adulto y en hoja joven respecto a WT, con niveles similares a los del 

mutante. Sin embargo, la sobreexpresión del gen no provoca alteraciones en el patrón 

normal de distribución de Na+ en tomate, donde la mayor acumulación se produce en raíz 

y la menor en la hoja joven para evitar su efecto tóxico en los tejidos en crecimiento. 

Respecto a los contenidos de K+, el mutante muestra una alta acumulación de K+ en raíz 

respecto a WT, mientras que en parte aérea o bien mantiene niveles similares a WT o 

incrementa ligeramente, aunque el incremento en hoja joven es a expensas de una 

importante reducción en el tallo joven (Figura 26). La línea de OE reduce los contenidos 

de K+ en raíz y órganos desarrollados de la parte aérea, pero es capaz de mantener niveles 

similares al WT en hoja joven. Los cambios en la relación Na+/K+ reflejan los cambios en 

ambos iones, de forma que el mutante mantiene alterado el patrón de distribución ya que 

muestra los valores más altos en los órganos jóvenes de la parte aérea, mientras que la 

línea de OE muestra la respuesta opuesta, destacando el altísimo valor alcanzado de la 

relación Na+/K+ en raíz (Figura 26). En resumen, la tolerancia a la salinidad de la línea 

de OE está asociada a la capacidad para retener Na+ en la raíz sin transportarlo a la parte 

aérea. 

3.3. Comprobar si el gen SlCBL10 funciona como regulador negativo de la tolerancia 

a salinidad en raíz 

El siguiente objetivo a abordar era comprobar el papel del gen en raíz. En base a los 

resultados previos obtenidos con el mutante, se pretendía comprobar si la anulación del 

gen CBL10 en raíz induce tolerancia al genotipo parte aérea al mejorar la homeostasis de 

Na+ y K+ en condiciones de salinidad. Para ello, se utilizan plantas injertadas con 

genotipos de cultivares comerciales como parte aérea, y líneas que tienen silenciado el 

gen SlCBL10 como portainjertos. El interés es evidente, ya que podría ser una estrategia 

válida para mejorar la tolerancia a la salinidad del genotipo parte aérea. 

3.3.1. La pérdida de función de SlCBL10 confiere tolerancia a la sal cuando es 

utilizado como portainjerto mientras que la sobreexpresión induce sensibilidad  

En un primer experimento de injertos recíprocos con plantas mutantes WT y Slcbl10, el 

fenotipo de la parte aérea WT injertado en el portainjertos mutante Slcbl10 (WT/ Slcbl10) 
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fue bastante similar al de las plantas WT autoinjertadas (WT/WT) tras 5 DTS (150 mM 

de NaCl); de hecho, la hoja completamente desarrollada de las plantas WT/Slcbl10 mostró 

síntomas de clorosis menos severos en comparación con las plantas WT autoinjertadas 

(Figura 27a). Sin embargo, las plantas Slcbl10/Slcbl10 y Slcbl10/WT mostraron 

fenotipos de hipersensibilidad a la sal, similares a los observados previamente en el 

mutante Slcbl10 (Egea et al., 2018), con hojas hinchadas y curvadas, clorosis en los 

bordes de los folíolos y colapso apical (Figura 27a). Se observó claramente el diferente 

grado de tolerancia a la sal de las combinaciones injertadas en base al crecimiento de la 

planta, con una reducción de la biomasa de raíces y brotes de casi un 50 % en plantas que 

presentaban el mutante Slcbl10 como parte aérea, mientras que la biomasa de plantas 

WT/Slcbl10 fue similar a la de las plantas WT/WT (Figura 27b).  

 

Figura 27. La sensibilidad a la sal de las plantas injertadas solo se observa cuando el mutante Slcbl10 

se usa como parte aérea pero no como portainjertos. Las plantas injertadas de 5/6 hojas completamente 

desarrolladas se trataron con 150 mM de NaCl en sistema hidropónico durante 5 días (DST). a) Fotografías 

de plantas WT y Slcbl10 autoinjertadas (WT/WT y Slcbl10/Slcbl10) y plantas injertadas recíprocamente 
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(WT/Slcbl10 y Slcbl10/WT) tras 5 DST. b) Peso fresco (PF) de raíces y parte aérea de plantas injertadas 

tras 5 DTS. c) Concentraciones de Na+, K+ y relación Na+/K+ en la raíz de plantas de diferentes 

combinaciones de injertos a 0 (control) y tras 5 DST (sal). Los valores se expresan como media ± EE de 

tres réplicas biológicas de tres plantas cada una. Letras diferentes indican diferencias estadísticamente 

significativas entre medias según la prueba de Tukey (p < 0,05). 

Los contenidos de Na+ y K+ se analizaron en raíces de plantas injertadas antes de aplicar 

el estrés salino (control) y al final del experimento (sal). Los injertos con raíz Slcbl10 

mostraron una reducción significativa de los contenidos de Na+ y un aumento 

significativo de los de K+ con respecto a las plantas WT/WT (Figura 27c). Estos cambios 

indujeron reducciones significativas en el ratio Na+/K+. 

Con el fin de indagar más a fondo en la función específica del gen SlCBL10 en la raíz en 

la tolerancia a la sal del tomate, se llevó a cabo un nuevo experimento hidropónico de 

estrés salino durante 15 días en 150 mM de NaCl, comparando la respuesta a la sal de 

plantas WT autoinjertadas con plantas con parte aérea WT injertadas en raíz mutante 

Slcbl10 (WT/Slcbl10), en la línea RNAi (WT/RNAi) como portainjerto con el gen 

silenciado, así como la línea OE (WT/OE) con el gen sobreexpresado. Los niveles de 

expresión de los diferentes portainjertos se muestran en la (Figura 28), donde se observa 

que en WT aumenta su expresión al doble tras 2 DTS, que en el mutante no hay expresión 

ni en control ni en sal y que la línea OE presenta un nivel de expresión 150 veces superior 

que WT tanto en control como en sal.  

 

Figura 28. Expresión relativa del gen SlCBL10 en raíces de mutantes Slcbl10, líneas RNAi y OE. Los 

valores son la media de tres réplicas biológicas de tres plantas cada una. El nivel de expresión hace 

referencia al nivel de expresión detectado en la raíz WT. Los valores se expresan como media ± EE de tres 

réplicas biológicas de tres plantas cada una. Letras diferentes indican diferencias estadísticamente 

significativas según la prueba de Tukey (p < 0,05). 
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Figura 29. Las plantas injertadas no muestran sensibilidad a la sal cuando se utilizan líneas 

silenciadas SlCBL10 como portainjertos, mientras que se observa una alta sensibilidad a la sal cuando 

se sobreexpresa. Las plantas injertadas de 7/8 de hojas completamente desarrolladas se trataron con NaCl 

150 mM en un sistema hidropónico durante 15 días (DST). a) Imágenes representativas de raíces, parte 

aérea completa y detalle de hojas (de izquierda a derecha) de diferentes combinaciones de injertos tras 15 

DST. b) Biomasa de raíces y parte aérea de combinaciones de injertos tras 15 DST. c) Fluorescencia de 

clorofila foliar medida a 0 (Control) y tras 15 DST (Sal). Los valores se expresan como medias ± EE de 

tres réplicas biológicas de tres plantas cada una. Letras diferentes indican diferencias estadísticamente 

significativas entre medias según la prueba de Tukey (p < 0,05). 

Slcbl1
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Al final del experimento, las hojas desarrolladas de las plantas WT/Slcbl10 y WT/RNAi 

mostraron síntomas de clorosis menos severos en comparación con las plantas WT 

autoinjertadas (Figura 29). Por el contrario, las plantas WT/OE mostraron una 

sensibilidad a la sal extremadamente alta, con fuertes síntomas de clorosis en las hojas y 

la pérdida de casi todas las hojas basales, así como pardeamiento de las raíces. Los valores 

de biomasa vegetativa de las plantas WT/Slcbl10 y WT/RNAi fueron similares a los de 

las plantas WT/WT (Figura 29b). Sin embargo, el injerto de WT como parte aérea en la 

línea OE originó una reducción significativa de la biomasa de raíces y, especialmente, de 

la parte aérea en sal, en comparación con las otras tres combinaciones injertadas (Figura 

29b). De acuerdo con los síntomas de clorosis observados, la eficiencia fotoquímica del 

PSII (Fv/Fm) fue mayor en las hojas de las plantas que presentaban parte aérea WT 

injertada en el mutante Slcbl10 o en la línea RNAi, que en las hojas de las plantas WT 

autoinjertadas, mientras que el valor más bajo de este parámetro se encontró en hojas de 

plantas WT/OE (Figura 29c). 

 

 

 
Rendimiento en 

fruto (g/planta) 
Nº Frutos / 

planta 
Peso frutos (g) 

WT/WT 6.9 ± 0.5 b 2.52 ± 0.3 a 2.75 ± 0.1 b 
WT/Slcbl10 12.7 ± 2.5 a 1.99 ± 0.1 a 6.40 ± 0.2 a 
WT/RNAi 12.4 ± 1.1 a 2.43 ± 0.2 a 5.11 ± 0.1 a 
WT/OE 1.6 ± 0.3 c 0.79 ± 0.1 b 0.33 ± 0.01 c 

Figura 30. La regulación a la baja del gen SlCBL10 en portainjertos aumentó la producción de frutos, 

mientras que se observó lo contrario cuando se sobreexpresó SlCBL10. a) Imágenes representativas de 

frutos de diferentes combinaciones de injertos tras 15 DST a 150 mM de NaCl. b) Rendimiento de frutos, 

número de frutos por planta y promedio de peso de frutos de diferentes combinaciones de injertos tras 15 

DST. Los valores se expresan como media ± EE de tres réplicas biológicas de tres plantas cada una. Letras 

diferentes indican diferencias estadísticamente significativas entre medias según la prueba de Tukey (p < 

0,05). 

b) 



 
 

156 

 

Al final del experimento, las plantas habían desarrollado algunos frutos y se midió su 

biomasa (Figura 30). Se observó que el uso de portainjertos sin expresión del gen 

SlCBL10 (línea mutante Slcbl10 y RNAi) parecía mejorar la biomasa reproductiva debido 

a un mayor peso del fruto, al contrario de lo observado cuando se utilizó como portainjerto 

la línea OE, donde se redujo tanto el número como el peso de los frutos. En conjunto, el 

fenotipo de hipersensibilidad a la sal aparece cuando la pérdida de la función del gen 

SlCBL10 ocurre en parte aérea, pero no en el portainjertos, mientras que la línea OE 

induce hipersensibilidad a la sal cuando se usa como portainjertos, lo que demuestra el 

diferente papel del gen SlCBL10 en parte aérea y raíz. 

3.3.2. La modulación de la expresión de SlCBL10 en el portainjerto altera la 

homeostasis iónica de plantas injertadas y la expresión de los principales genes 

implicados en el transporte de Na+ y K+.  

Para conocer el efecto de la modulación de la expresión del gen SlCBL10 en portainjertos 

en la homeostasis iónica en plantas injertadas, se analizaron los contenidos de Na+ y K+ 

en los diferentes portainjertos utilizados (WT, mutante Slcbl10, línea RNAi y línea OE) 

y en parte aérea WT (tallo y hojas) de todas las combinaciones injertadas antes de aplicar 

el tratamiento con sal (condición control) y tras 15 DST (condición salina) (Figura 31a). 

Los contenidos de Na+ en los portainjertos con el gen SlCBL10 silenciados (mutante 

Slcbl10 y línea RNAi) fueron menores (alrededor del 50%) que en el portainjertos WT 

tras 15 DST; por el contrario, el portainjertos OE acumuló más Na+ que el portainjertos 

WT. Respecto al K+, cabe destacar que su contenido fue mayor en los portainjertos con el 

gen SlCBL10 silenciado que en los WT en condiciones control, y se observó un 

incremento muy superior en estrés salino debido principalmente a la reducción de K+ 

inducida por la salinidad en los portainjertos WT. Por el contrario, la salinidad redujo la 

concentración de K+ del portainjerto OE hasta un valor cercano a cero, lo que podría 

explicar la alta sensibilidad a la sal de las plantas injertadas WT/OE. Otro rasgo 

fisiológico relacionado con la tolerancia a la sal es la relación Na+/K+ y el portainjerto 

OE aumentó su valor 10 veces respecto al WT. 

Para saber cómo la modulación de la expresión del gen SlCBL10 en portainjertos alteraba 

la homeostasis de Na+ en parte aérea WT, se analizó el contenido de iones tanto en el tallo 

como en la hoja de WT (Figura 31b). Aunque en menor grado que los cambios 

observados en los portainjertos, los cambios de Na+ fueron similares en parte aérea WT, 

ya que el contenido de Na+ se redujo significativamente tanto en el tallo como en la hoja 

de las plantas injertadas cuando se utilizó como portainjerto el mutante Slcbl10 o la línea 

RNAi, en comparación con WT, y la respuesta opuesta cuando se utilizó la línea OE como 

portainjertos. Para K+, los cambios en parte aérea mostraron la misma tendencia que los 

observados en portainjertos solo en condiciones de sal, pero no en el control, donde los 

contenidos de K+ en tallo y hoja de la parte aérea WT fueron similares en todos los casos. 

Curiosamente, los valores del ratio Na+/K+ se redujeron significativamente en parte aérea 

WT, tanto en el tallo como en la hoja, cuando se utilizaron portainjertos con el gen 

SlCBL10 silenciado, lo que parece estar asociado con la mayor tolerancia a la sal inducida 
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por la mutación o silenciamiento del gen. Esto concuerda con el mayor ratio Na+/K+ 

observado en parte aérea WT injertada en portainjertos OE y la alta sensibilidad a la sal 

de esta combinación. 

 

Figura 31. La regulación a la baja del gen SlCBL10 en el portainjertos redujo el contenido de Na+ y 

aumentó el contenido de K+ en las plantas injertadas, mientras que la sobreexpresión de SlCBL10 

mostró la respuesta opuesta. Se midió Na+, K+ y la relación Na+/K+ en diferentes portainjertos a), WT, 

mutante Slcbl10, línea RNAi y línea OE, y en parte aérea WT (b) de diferentes combinaciones injertadas a 

0 (control) y tras 15 DTS (Sal). Los valores son medias ± EE de tres réplicas biológicas de tres plantas cada 

una. Letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas según la prueba de Tukey (p < 

0,05). 

Los niveles de transcritos de genes responsables de la captación de Na+ y su transporte a 

larga distancia en tomate, SlSOS1 y SlHKT1,2, junto con los genes implicados en la 

acumulación de Na+ en la vacuola, LeNHX3 y LeNHX4 (Egea et al., 2018) se analizaron 

en los portainjertos antes de aplicar la sal (control) y tras 2 DST (sal), tiempo de 

tratamiento con sal donde los cambios en la expresión génica se han relacionado 

adecuadamente con la acumulación de Na+ posteriormente (Albaladejo et al., 2017). Los 

cambios de expresión inducidos por la salinidad fueron opuestos en los portainjertos del 

mutante Slcbl10 y la línea OE, al aumentar SlSOS1 y disminuir SlHKT1,2 en el 
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portainjertos Slcbl10 con respecto a WT, contrario a los cambios observados en el 

portainjerto OE (Figura 32a). Con respecto a los genes vacuolares, los cambios 

observados en LeNHX3 fueron bastante similares a los observados para SlHKT1,2, con 

una expresión reducida y aumentada del gen LeNHX3 en los portainjertos Slcbl10 y línea 

OE, respectivamente, mientras que para LeNHX4 no se encontraron cambios 

significativos (Figura 32a). 

 

Figura 32. Cambios inducidos en el patrón de expresión de genes clave implicados en la homeostasis 

de Na+ y K+ cuando se utilizaron portainjertos que silenciaban y sobreexpresaban el gen SlCBL10. 

La expresión se analizó en raíces de WT, mutante Slcbl10 y línea OE a 0 (Control) y tras 2 días a 150 mM 

de NaCl (Sal). a) Genes implicados en la homeostasis del Na+. b) Genes implicados en la homeostasis del 

K+. Para cada gen, los valores son la media ± EE de tres réplicas biológicas de tres plantas cada una. El 

nivel de expresión hace referencia al nivel de expresión detectado en la raíz WT. Letras diferentes indican 

diferencias estadísticamente significativas según la prueba de Tukey (p < 0,05). 

Los niveles de expresión de SlHAK5 y LKT1, los principales genes responsables de la 

absorción de K+ en las raíces (Amo et al., 2021), también se analizaron en los portainjertos 

de plantas injertadas (Figura 32b). Curiosamente, el portainjerto Slcbl10 incrementó la 

expresión de SlHAK5 y LKT1 en el control, respecto a WT, y este aumento se mantuvo 
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para LKT1 tras 2 DST, mientras que en el portainjerto OE se observó el comportamiento 

contrario. Con respecto al canal SlSKOR, implicado en la carga xilemática de K+ (Nieves-

Cordones et al., 2016), es muy significativo el nivel de expresión que se mantiene en el 

portainjerto Slcbl10 bajo salinidad, mientras que tanto los portainjertos WT como los OE 

redujeron casi a cero el nivel de expresión de este canal (Figura 32b). 

Teniendo en cuenta que los mayores cambios inducidos por los portainjertos en la 

acumulación de iones en parte aérea WT se observaron para Na+, se analizó en hojas de 

WT la expresión de genes involucrados en la homeostasis de Na+ (Figura 33). No se 

detectaron cambios significativos de expresión en los dos genes implicados en la 

distribución de Na+ en las hojas (SlSOS1 y SlHKT1;2). Los únicos cambios significativos 

se encontraron en el aumento de la expresión de dos genes vacuolares LeNHX3 y LeNHX4 

en las hojas de WT injertadas en la línea OE, lo que puede ser consecuencia del alto Na+ 

transportado por este portainjerto hasta las hojas de WT. En conjunto, la mayor tolerancia 

a la sal inducida por el silenciamiento de los portainjertos SlCBL10 al genotipo de parte 

aérea no solo se relaciona con la mejora de la homeostasis del Na+ sino también con la 

homeostasis del K+, que se asocia principalmente con la expresión aumentada del gen 

LKT1. 

 

Figura 33. Cambios inducidos en los niveles de expresión de genes implicados en la homeostasis de 

Na+ en hojas de plantas WT autoinjertadas y WT injertadas en mutante Slcbl10 y línea OE a 0 

(Control) y tras 2 DTS (150 mM de NaCl). Para cada gen, los valores son la media de tres réplicas 

biológicas de tres plantas cada una. El nivel de expresión hace referencia al nivel de expresión ± EE 

detectado en la raíz WT. Letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas según la 

prueba de Tukey (p < 0,05). 
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3.3.3. SlCBL10 interacciona directamente con el canal LKT1  

Debido a la drástica disminución del contenido de K+ y la reducción de la expresión del 

gen LKT1 en la raíz de las plantas injertadas utilizando líneas OE como portainjertos, se 

propuso la hipótesis de que la función de SlCBL10 en la raíz estaba involucrada en la 

regulación negativa de la absorción de K+ por la interacción directa con el canal LKT1. 

Para investigar si CBL10 interactúa directamente con LKT1 y regula la captación de K+ 

mediada por LKT1, el grupo de la UAL analizó la localización subcelular de SlCBL10 y 

LKT1 mediante la expresión transitoria de versiones de SlCBL10 (GFP::SlCBL10) 

marcadas con proteínas de fluorescencia verde N-terminal (GFP) y LKT1 (GFP::LKT1) 

en hojas de Nicotiana benthamiana (Figura 34a). La fluorescencia de la proteína de 

fusión GFP::SlCBL10 se localizó alrededor del tonoplasto y los orgánulos celulares como 

el núcleo y el cloroplasto (Figura 34b), lo que sugiere una localización en el citoplasma. 

 

Figura 34. SlCBL10 interactúa in vitro e in vivo con LKT1. a) Localización subcelular de las proteínas 

SlCBL10 y SlLKT1. Las secuencias codificantes de SlCBL10 y LKT1 completas se fusionaron en el 

extremo N con la proteína de fluorescencia verde (GFP) y se expresaron transitoriamente en hojas de 

Nicotiana benthamiana. b) Ensayos de dobles híbridos de levadura de las proteínas SlCBL10 y SlLKT1. 

AD, dominio de activación como presa; BD, dominio de unión a ADN como cebo. Las células se cultivaron 

en -L-T, medio no selectivo menos Leu y Trp, y -L-T-H-A, medio selectivo menos Leu, Trp, His y Ade a 

diferentes diluciones. c) Imágenes confocales de complementación de fluorescencia bimolecular que 

muestran la interacción in vivo de SlCBL10 y LKT1 en planta en dos localizaciones subcelulares diferentes. 

Se detectó fluorescencia de YFP nuclear en hojas de N. benthamiana que expresaban SlCBL10 fusionado 

con la región N-terminal (nYFP) de la proteína de fluorescencia amarilla (YFP) y SlLKT1 fusionado con 

la región C-terminal de YFP (cYFP). En los paneles a) y c) el color rojo muestra la autofluorescencia de 

los cloroplastos y las barras de escala = 50 µm. 
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La posible interacción proteica entre LKT1 y SlCBL10 se analizó en primer lugar 

mediante el ensayo de doble híbrido de levadura (Y2H) utilizando SlCBL10 como cebo 

(SlCBL10BD) y LKT como presa (LKTAD). Los resultados de Y2H mostraron un 

crecimiento prototrófico de las cepas de levadura cotransformadas SlCBL10BD y 

LKTAD en placas sin histidina, leucina, triptófano y adenina (Figura 34b), lo que indica 

que CBL10 interactúa directamente con LKT1 en la levadura. Para investigar la 

interacción entre SlCBL10 y LKT1 en células vegetales vivas, se realizó un ensayo de 

complementación de fluorescencia bimolecular (BiFC) coexpresando en hojas de N. 

benthamiana la región N-terminal de la proteína fluorescente amarilla (YFP) fusionada 

con SlCBL10 (SlCBL10-nYFP) y la región C-terminal de YFP fusionada con LKT1 

(LKT1-cYFP). La fluorescencia de YFP originada por la interacción de las proteínas 

recombinantes etiquetadas por fusión, SlCBL10-nYFP y LKT1-cYFP, se localizó en 

estructuras punteadas de rápido movimiento en el compartimento citoplásmico de las 

células (Figura 34c), similar a la observada para GFP::LKT1. Los resultados demostraron 

que SlBL10 puede interactuar directamente con LKT1 tanto in vivo como in vitro. 

3.3.4. El silenciamiento de SlCBL10 en el portainjerto mejora el rendimiento en fruto 

de plantas injertadas bajo estrés salino   

Finalmente, para corroborar si la pérdida de la función SlCBL10 en las raíces mejora la 

tolerancia a la sal en términos de rendimiento de frutos, se realizó un ensayo a largo plazo 

en un invernadero de condiciones no controladas (NC) en la temporada de primavera-

verano. WT, mutante Slcbl10 y plantas de línea RNAi y plantas WT/Slcbl10 y WT/RNAi 

injertadas se cultivaron sin sal (control) y con 100 mM de NaCl (sal) durante 80 días. A 

lo largo del experimento, el valor medio de la temperatura máxima diurna fue de 40,2ºC 

antes de la cosecha de frutos, alcanzando los 45,7ºC durante el período de cosecha. 

Además, el tiempo de exposición diario medio a una temperatura superior a 40 °C fue de 

5,8 h (Figura 35a). En ausencia de estrés salino, los rendimientos de frutos del mutante 

Slcbl10 y las plantas de la línea RNAi se redujeron con respecto a WT, tanto para frutos 

rojos como verdes, pero no en plantas injertadas en portainjertos Slcbl10 y RNAi (Figura 

36a). Bajo estrés salino, los efectos negativos en los rendimientos de frutos del mutante 

Slcbl10 y las plantas de la línea RNAi fueron mucho mayores, mientras que se observó 

un efecto positivo en las plantas WT/ Slcbl10 y WT/RNAi, ya que los rendimientos de 

frutos fueron significativamente mayores en las plantas injertadas que en WT 

principalmente debido al aumento del número de frutos rojos (Figura 36b). En resumen, 

los rendimientos de frutos de las plantas WT/ Slcbl10 y WT/RNAi fueron similares a los 

de WT sin sal, pero aumentaron en condiciones salinas, siendo el número de frutos el 

principal componente del rendimiento que contribuyó al aumento del rendimiento de 

frutos en plantas injertadas bajo estrés salino. 
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Figura 35. Temperaturas máximas y mínimas diarias en los experimentos de invernadero realizados 

en condiciones no controladas (NC) y semicontroladas (SC). Los valores medios se calcularon antes y 

durante el período de cosecha. También se muestra el tiempo de exposición (horas) a temperaturas > 40ºC 

en el invernadero de condiciones climáticas no controladas. 

El efecto positivo del portainjertos puede ser diferente según el genotipo de parte aérea y 

las condiciones de crecimiento (Martínez-Rodríguez et al., 2008). Por lo tanto, nos 

propusimos estudiar la respuesta agronómica de un híbrido de tomate comercial F1, cv. 

Jaguar (F1), injertado sobre el mutante Slcbl10 (F1/Slcbl10), aplicando el mismo 

tratamiento de sal (100 mM de NaCl) y en la misma estación primavera-verano que en el 

experimento descrito anteriormente, pero utilizando dos invernaderos con diferentes 

condiciones climáticas. Uno de ellos era el mismo invernadero (NC) descrito 

anteriormente con temperaturas muy altas en la temporada de crecimiento, y el otro era 
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un invernadero con condiciones semicontroladas (SC), con temperaturas más 

amortiguadas (26,9 y 31,6ºC antes y durante la cosecha) (Figura 33). 

 

Figura 36. El injerto de plantas WT en portainjertos Slcbl10 o RNAi mejoró el rendimiento de frutos 

con respecto a las plantas no injertadas. Se cultivaron plantas no injertadas WT, mutante Slcbl10 y línea 

RNAi, y plantas injertadas de WT en portainjertos de la línea RNAi y mutante Slcbl10 en ausencia de sal 

(Control) y en condiciones de estrés salino (100 mM de NaCl) durante 80 días (Sal) en condiciones No-

Controladas (NC) de invernadero en temporada primavera-verano. a) Rendimiento de frutos rojos y verdes, 

b) número de frutos y c) peso medio de frutos. Los valores son medias ± EE (n = 8). Letras diferentes 

indican diferencias estadísticamente significativas según la prueba de Tukey (p < 0,05). 

Hubo diferencias entre el rendimiento de frutos de las plantas F1 en ambos invernaderos, 

ya que el rendimiento de frutos se redujo en un 25% en el invernadero NC con respecto 

al invernadero SC, mientras que las plantas injertadas F1/Slcbl10 mantuvieron 

rendimientos de frutos similares en ambos invernaderos (Figura 37a,b). El principal 

componente responsable del efecto positivo inducido por el portainjertos Slcbl10 en el 

rendimiento de fruto en condiciones SC fue el número de frutos, mientras que tanto el 

número como el peso de los frutos contribuyeron al aumento del rendimiento de frutos de 

F1/Slcbl10 en condiciones NC. Además, los frutos de F1, pero no los de F1/Slcbl10, 

mostraron signos preliminares de BER bajo exposición a la sal (detalle en la Figura 37c, 
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asociado con un menor contenido de Ca2+ en estos frutos (Figura 37d). En resumen, los 

portainjertos con expresión del gen SlCBL10 silenciado pueden mejorar la tolerancia a la 

sal de las plantas de tomate en función del rendimiento del fruto. Además, el injerto 

alcanza sus máximos beneficios cuando las condiciones climáticas son más estresantes, 

como ocurre en la zona mediterránea para el cultivo de tomate de primavera-verano. 

 

Figura 37. La tolerancia a la sal inducida por el portainjerto SlCBL10 en un híbrido comercial (F1) 

en términos de rendimiento de frutos es mayor en condiciones de cultivo más extremas. Las plantas 

injertadas F1 y F1/Slcbl10 se cultivaron en condiciones de estrés salino (100 mM de NaCl) en dos 

invernaderos, uno con condiciones semi-controladas (a, SC) y otro con condiciones no controladas (b, NC) 

durante la temporada de primavera-verano, y se recolectó rendimiento y número de frutos en varias 

cosechas. El promedio de peso de frutos se calculó con la biomasa total de frutos. c) Imágenes 

representativas de frutos de plantas F1 y F1/Slcbl10 en el invernadero NC, que muestran un mayor tamaño 

para frutos de plantas injertadas. En la fotografía inferior rodeado en color verde se muestra un detalle de 

los síntomas preliminares de BER en frutos de planta F1 pero no en frutos de plantas injertadas. d) 

Contenidos de Ca2+ en frutos de F1 y F1/Slcbl10 en NC. Los valores se expresan como medias ± EE (n = 

8). Los asteriscos indican diferencias significativas entre el cultivar comercial no injertado (F1) y el F1 

injertado sobre portainjerto mutante Slcbl10 (prueba t de Student, p < 0,05) 
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3.4. Identificar el papel de SlCBL10 en la tolerancia del tomate a estrés por sequía y 

altas temperaturas  

El estudio del papel de CBL10 en la tolerancia del tomate a otros estreses abióticos, como 

sequía y estrés por temperatura, es de gran interés debido al desconocimiento existente al 

respecto. En este sentido, el gen SlCBL10 podría tener papeles opuestos para el estrés 

hídrico (EH) y el estrés por alta temperatura o estrés térmico (ET) debido a que las hojas 

mantienen los estomas abiertos durante el ET para el enfriamiento de las mismas, lo que 

estimula la transpiración, mientras que los estomas se cierran para evitar la pérdida de 

agua por transpiración durante el EH, de manera similar al estrés salino. Otro aspecto 

interesante es como afecta la combinación de ambos estreses (ET + EH) a plantas que 

tienen alterada la expresión de SlCBL10, ya que la respuesta de la planta puede ser mejor 

cuando se combinan ambos estreses que la obtenida a nivel individual o viceversa.  

Para abordar este objetivo, se han cultivado plantas WT, del mutante Slcbl10 y de la línea 

de OE en las siguientes condiciones:  

1º) En el invernadero de condiciones semi-controladas (SC) donde las plantas se 

desarrollan en condiciones óptimas de cultivo y sin ET, ya que los valores máximos 

alcanzados eran próximos a 25oC durante los periodos vegetativo y reproductivo (Figura 

2). Estas plantas representan las plantas control. 

2º) En el invernadero de condiciones no-controladas (NC) donde las plantas sufren ET 

durante todo el periodo de cultivo, con valores de 37,2 ± 5,9 y 40,8 ± 4oC en los periodos 

vegetativo y reproductivo, respectivamente (Figura 38). Además, estas plantas se 

desarrollaban bajo dos condiciones de riego: con el 100% y 50% de la dosis de riego. Las 

primeras representan las plantas sometidas solo a ET y las segundas representan la 

combinación de ambos estreses: ET + EH. 

La diferente respuesta debida al ET se observa al comparar los valores de rendimiento y 

número de frutos maduros (rojos), separados en sanos (frutos cosechables) y no sanos 

(con fisiopatías), de las plantas cultivadas en el invernadero SC (sin ET, control) y NC 

(ET). En el invernadero SC, el mutante Slcbl10 reduce su rendimiento, como ya habíamos 

observado en ensayos anteriores, mientras que la línea de OE muestra una respuesta 

similar a WT tanto en frutos sanos como no-sanos (Figura 38a). En condiciones NC, los 

rendimientos de WT son menores que en condiciones SC, especialmente si se consideran 

los frutos sanos ya que aumenta el número de frutos no sanos (Figura 38b). El mutante 

también continúa reduciendo su rendimiento al pasar de condiciones SC a NC, pero la 

mayor reducción de rendimiento se observa en la línea de OE. Así, el rendimiento de 

frutos sanos de la línea OE se reduce un 60% respecto a WT en condiciones NC, mientras 

que no había diferencias entre WT y OE bajo condiciones SC. Además, el fenotipo de las 

plantas de la línea de OE se ve mas afectado en NC que en SC, donde las mayores 

diferencias se deben a la T (Figura 38c). Estos resultados indican que la línea de OE es 

sensible al estrés por alta temperatura.  
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Figura 38.  El rendimiento en fruto de las plantas que sobreexpresan el gen SlCBL10 está afectado 

por las condiciones ambientales del invernadero. Plantas WT, el mutante Slcbl10 y la línea de 

sobreexpresión (OE) se desarrollaron en dos invernaderos: de condiciones semi-controladas (SC) y no-

controladas (NC) durante primavera-verano. Rendimiento  y número de frutos maduros (rojos) separados 

en sanos (frutos cosechables) y no sanos (con fisiopatías) cuando se cultivan en el invernadero SC (a) y NC 

(b). c) Fotos representativas de la línea de OE donde se observa el diferente desarrollo de las plantas en los 

dos invernaderos (SC y NC). Valores medios ± EE (n = 9).  
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Figura 39. La sobreexpresión del gen SlCBL10 reduce el rendimiento bajo estrés por alta temperatura 

(ET) y aumenta con la combinación de ET y estrés hídrico. Plantas del cv. de tomate (WT), del mutante 

Slcbl10 y de una línea que tiene sobreexpresado (OE) el gen SlCBL10, desarrolladas en el invernadero de 

condiciones no-controladas durante primavera-verano, eran regadas con niveles óptimos y con un 50% de 

reducción de riego (estrés hídrico). Producción de frutos maduros (rojos y sin fisiopatías) durante 100 días 

de estrés en condiciones óptimas de riego (a) y con riego reducido (b). Distribución de frutos a los diferentes 

estados de maduración (c, d). Valores medios ± ES (n = 9). Diferentes letras indican diferencias 

significativas entre medias (Test de Tukey’s p ≤ 0.05).  
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Para comparar los cambios inducidos por EH se presentan los valores de rendimiento en 

fruto y sus componentes, número y peso medio de los frutos, de las plantas desarrolladas 

en el invernadero NC (Figura 39), donde las plantas se ven sometidas a la combinación 

de ET + EH debido a las altas temperaturas alcanzadas en el invernadero NC (ver Figura 

2). Los mayores cambios inducidos por EH nuevamente se observan en la línea de OE, 

incrementando significativamente su rendimiento en fruto respecto a WT debido al mayor 

número de frutos en condiciones de EH (Figura 39b), lo que sugiere que la línea OE es 

mas tolerante que WT al EH. Efectivamente, al comparar los valores de ET y ET + EH, 

la línea OE mantiene un rendimiento similar en ambos casos, contrariamente a la 

respuesta de WT donde se alcanza una reducción del 75% cuando el EH se combina con 

el ET (Figura 39a,b). Finalmente, es interesante resaltar que estos cambios en la 

respuesta de las plantas por estrés no son debidos a un retraso en la maduración, tal como 

se observa en la distribución de frutos en diferentes estados de maduración (Figura 39c). 

Así, la línea OE mantiene la reducción del número de frutos en ET y el incremento en ET 

+ EH, respecto a WT, al considerar los frutos de diferentes estados de maduración. Estos 

resultados demuestran por primera vez que la sobreexpresión del gen SlCBL10 induce 

sensibilidad al estrés por altas temperaturas pero no hay un efecto aditivo en la 

combinación ET + EH, mientras que WT es mucho menos sensible al ET y muy sensible 

a la combinación de estreses. 

Un carácter fisiológico clave en la respuesta de las plantas a los estreses térmico e hídrico 

es la capacidad para mantener la absorción y transporte de agua desde la raíz hasta las 

hojas. En este estudio, se analizaron los contenidos de agua en los diferentes 

experimentos, condiciones SC como control y NC como ET y ET + EH. En control, se 

observa que el mutante y la línea de OE muestran tendencias opuestas, pues la línea OE 

aumenta su contenido de agua en raíz respecto a WT, mientras que el mutante tiende a 

aumentarlo en parte aérea y lo reduce en raíz (Figura 40a). En el invernadero de 

condiciones NC (solo ET, sin EH), los contenidos de agua son menores que en el SC pero 

las tendencias se mantienen, es decir el mutante aumenta en parte aérea y la línea OE en 

raíz, respecto a WT (Figura 40b). Bajo EH, las diferencias entre WT y mutante o línea 

de OE prácticamente desaparecen, pues solo se mantiene un mayor contenido de agua en 

tallo joven del mutante Slcbl10 (Figura 40c). Se puede concluir que el alto grado de estrés 

por altas temperaturas del invernadero NC no provoca una mayor retención de agua como 

se podría esperar de la transpiración derivada de una mayor apertura estomática para el 

enfriamiento de las hojas, sino que ocurre lo contrario ya que los contenidos de agua son 

menores en todas las partes de la planta analizadas. Además, estos son bastante similares 

a los encontrados en las plantas sometidas a ambos estreses, ET + EH; lo que sugiere que 

la combinación de ambos estreses mejora la homeostasis hídrica evitando al menos 

parcialmente la deshidratación. 
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Figura 40. Cambios en los contenidos de agua inducidos por la expression del gen SlCBL10. Plantas 

del cv. de tomate (WT), del mutante Slcbl10 y de la línea de sobreexpresión (OE) del gen SlCBL10 eran 

desarrolladas en invernadero de condiciones semi-controladas (a, control) y en el invernadero de 

condiciones no-controladas (NC) con estrés por alta temperatura bajo niveles óptimos de riego (b) y con 

una reducción del 50% durante 80 días (c). Contenidos de agua eran analizados en raíz, hoja y tallo adultos 

(a la mitad de la planta) y hoja y tallo superiores (2ª hoja desarrollada). Valores son las medias ± EE de tres 

repeticiones. Asteriscos indican diferencias significativas respecto a WT (Student’s t-test, p < 0.05). 

 

4. Discusión 

4.1. El gen SlCBL10 es importante en el desarrollo reproductivo 

Resultados previos mostraban una reducción del rendimiento en fruto del mutante Slcbl10 

cuando las plantas se desarrollaron en condiciones óptimas de cultivo (Egea et al., 2018). 

El papel del gen CBL10 en el desarrollo reproductivo ha sido estudiado en Arabidopsis 

cuando las plantas eran sometidas a estrés salino (Monihan et al., 2016), pero no hemos 

encontrado referencias en la bibliografía sobre el papel de este gen en el desarrollo 
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reproductivo de tomate, ni cuando las plantas se desarrollan sin estrés ni cuando son 

sometidas a otro tipo de estrés.  

El descubrimiento clave acerca del papel del gen SlCBL10 de tomate fue su implicación 

en la distribución de Ca2+ entre órganos (Egea et al., 2018). El Ca2+ es esencial para el 

desarrollo ya que es un componente importante de la pared celular, de modo que la 

deficiencia de Ca2+ puede llegar a provocar retraso en el crecimiento de la planta, clorosis 

foliar marginal y alteraciones en el desarrollo de las hojas, tejidos necróticos y poca 

biomasa reproductiva y también puede llegar a ocurrir un colapso apical (Hocking et al., 

2016). Nosotros observamos los diferentes síntomas de deficiencia de Ca2+ en el mutante 

Slcbl10, especialmente cuando las plantas se sometían a estrés salino, lo que corrobora 

que el mutante tiene alterada la distribución de Ca2+ en la planta (Egea et al., 2018). Pero 

las condiciones en las que se obtuvieron estos resultados eran realmente condiciónes de 

estrés, incluso en la plantas desarrolladas sin sal como consecuencia de las altas 

temperaturas alcanzadas dentro del invernadero de condiciones NC. Así, es conocida la 

sensibilidad del tomate a estrés por alta T durante el desarrollo reproductivo, ya que el 

rendimiento en fruto tiende a reducirse por encima de Ts superiores a 29oC (Almeida et 

al., 2021). Sin embargo, el desarrollo vegetativo es menos sensible a incrementos de T, 

como evidencian Lu et al. (2017), ya que se detectaban daños estructurales en el 

fotosistema II pasados los 38ºC. Esto explica que solo se vea afectada la biomasa 

reproductiva y no la vegetativa en el mutante y la línea RNAi (Figura 19). 

Para dilucidar el papel del gen en el desarrollo reproductivo, era necesario comprobar la 

respuesta de las plantas sin estar sometidas a estrés térmico. Los resultados obtenidos al 

cultivar las plantas en un invernadero de condiciones climáticas semi-controladas (SC), 

donde no se alcanzaba estrés por altas temperaturas, mostraron una respuesta similar a la 

observada en condiciones NC, alcanzándose altas reducciones en el rendimiento de frutos 

cosechables (rojos y sanos) en el mutante y RNAi, respecto a WT (Figura 21). Estos 

resultados sugieren que el gen SlCBL10 funciona en el desarrollo reproductivo 

independientemente de que las plantas estén sometidas a estrés salino. 

Los mayores niveles de humedad del invernadero SC reducen el DPV (Figura 20) y por 

tanto la transpiración (K. Li et al., 2021), mientras que las altas temperaturas incrementan 

el DPV (Sadok et al., 2021), de modo que las plantas pueden utilizar estrategias diferentes 

dependiendo de las condiciones del invernadero. Recientemente, Fich et al. (2020) 

demostraban que la transpiración del fruto de tomate ocurre principalmente vía los poros 

transcuticulares asociados a tricomas. Por tanto, una menor tasa de transpiración del fruto 

en desarrollo resultará en menor influjo de la savia del xilema, reduciendo así el transporte 

de nutrientes minerales hacia el fruto como Ca2+ y pudiendo provocar mayor incidencia 

de BER en el fruto.  

A nivel de planta, la reducción en la transpiración provoca mayores deficiencias de Ca2+ 

en los diferentes órganos sumidero u órganos en desarrollo, como ápices y frutos, dado 

que el transporte de Ca2+ se produce mayoritariamente vía xilema (Robertson, 2013; 
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Uozumi et al., 2012; Tonetto de Freitas et al., 2014). En este sentido, hay que tener en 

cuenta que la alteración de la homeostasis del Ca2+ provocada por la anulación del gen 

SlCBL10 estaba relacionada con un transporte excesivo a la vacuola en las hojas adultas 

o desarrolladas, lo que provocaba un suministro insuficiente de Ca2+ a los sumideros, 

tejidos que necesitan este catión para su desarrollo, como son los frutos (Egea et al., 

2018). Así, nuestro grupo observó que el mutante mostraba síntomas muy evidentes de 

deficiencia de Ca2+ cuando las plántulas se desarrollaban in vitro (condiciones no 

transpirantes) e incluso se producía la muerte de las plantas (Egea et al., 2018). En este 

estudio, los síntomas de deficiencia de Ca2+ son muy evidentes en el fenotipo de las 

plantas, apareciendo progresivamente a lo largo del cultivo la típica clorosis foliar y 

alteraciones en el desarrollo de las hojas que terminan necrosándose (Figura 22). 

Efectivamente, los niveles de Ca2+incrementaban significativamente en la hoja fuente del 

mutante y RNAi, respecto a WT, mientras que la respuesta opuesta era observada en los 

órganos sumidero, tanto a nivel de desarrollo vegetativo como reproductivo (Figura 23).  

En fruto, el síntoma clásico de deficiencia de Ca2+ es Blossom End Rot (BER) causado 

por el colapso de las paredes celulares (Topcu et al., 2022). Generalmente, los síntomas 

de BER aparecen externamente sobre la parte distal del pericarpo, pero después de la 

inducción de BER las áreas se expanden y se vuelven necróticas cubriendo una 

proporción del fruto y en algunos casos afecta al fruto entero. Los frutos de las plantas 

con el gen SlCBL10 silenciado mostraron los síntomas de BER antes de la maduración y 

afectaba no solo a la parte distal del pericarpo sino que estaba extendido por todo el fruto 

(Figura 22). Respecto a la relación entre la incidencia de BER y los niveles de Ca2+, son 

numerosos los estudios que muestran que la concentración diferencial de Ca2+ entre la 

zona proximal y distal del fruto está correlacionada con la aparición del BER (Topcu et 

al., 2022 y referencias citadas). Sin embargo, otros estudios sugieren que la alteración en 

el patrón de distribución de Ca2+ dentro de la planta, así como en los diferentes 

compartimentos celulares (citoplasma, apoplasto, vacuola, etc) es una consecuencia y no 

puede ser la causa del BER (Rached et al., 2018; Matsumoto et al., 2021). 

Independientemente del mecanismo implicado en la incidencia de BER, se puede concluir 

que la alta incidencia de BER provocada por el silenciamiento del gen SlCBL10 está 

asociada a la alteración de la homeostasis del Ca2+. 

Considerados en conjunto, estos resultados son de gran interés por dos razones. Es la 

primera vez que se indica que el gen SlCBL10 de tomate funciona en el desarrollo 

reproductivo y se atribuye una función independiente del estrés salino. Además, se 

demuestra que la reducción de la producción provocada por el silenciamiento del gen 

puede ser al menos parcialmente debida a la deficiencia de Ca2+. Finalmente, es 

destacable el interés de las líneas de silenciamiento del gen SlCBL10 para avanzar en el 

conocimiento sobre la incidencia de BER en tomate. En una reciente revisión, Topcu et 

al. (2022) señalaba que a pesar de la amplia investigación sobre BER en tomate y otras 

especies hortícolas, aún no se conocen los genes implicados en esta fisiopatía que causa 

importantes pérdidas económicas. Así, los estudios sobre las bases genéticas de BER 

llevados a cabo por Topcu et al. (2021) identificaban cinco loci en los cromosomas 3, 4 
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5, 8 y 11 de tomate, de modo que el clonaje de estos genes puede suponer importantes 

avances en la incidencia de esta importante fisiopatía en tomate. Si bien, futuros estudios 

con las líneas de silenciamiento de SlCBL10 podrían suponer importantes avances 

genéticos dirigidos a solucionar este problema en el cultivo de tomate. 

4.2. La sobreexpresión del gen SlCBL10 aumenta el número de frutos en condiciones 

salinas 

El mutante nulo del gen de tomate SlCBL10 era hipersensible a sal tanto a corto como a 

largo plazo, demostrando que este gen es importante en la respuesta a sal de tomate (Egea 

et al. (2018). Sin embargo, a pesar de la alta sensibilidad a la sal observada en la parte 

aérea del mutante, este mantenía menores niveles de Na+ y menor relación Na+/K+ en 

condiciones de salinidad lo que generalmente está relacionado con la tolerancia a sal. Por 

tanto, una cuestión a resolver es si la sobreexpresión de SlCBL10 es una estrategia válida 

para aumentar la tolerancia del tomate a la salinidad y como se ve alterada la homeostasis 

iónica al aumentar el nivel de expresión de SlCBL10. 

El rendimiento en fruto generalmente se ve afectado de manera diferente según el nivel 

de estrés, siendo el peso medio del fruto la principal componente afectada a niveles bajos 

y moderados mientras que a niveles altos no solo se ve afectado el peso sino también el 

número de frutos (Cuartero et al., 2006). En nuestro estudio, el nivel de estrés es 

considerado alto para tomate (100 mM de NaCl), y se refleja en las reducciones 

significativas observadas en ambas componentes de rendimiento en las plantas WT 

desarrolladas en sal (Figura 24). Interesantemente, en la línea de OE no solo no se reduce 

el número de frutos con la salinidad, sino que se observa un incremento próximo al 40% 

respecto al control, pero más interesante aún es el aumento respecto al WT en las plantas 

desarrolladas en sal, siendo un 80% mayor en la línea de OE que en WT. Este resultado 

es de gran interés con vistas a utilizar líneas que sobreexpresen el gen SlCBL10, ya que 

uno de los mayores problemas para el cultivo en condiciones salinas es la reducción del 

número de frutos. 

Teniendo en cuenta las dos componentes de rendimiento, nº de frutos y peso medio, el 

aumento del nº de frutos en la línea de OE está asociado a una reducción del peso medio 

del fruto. La reducción del peso del fruto puede ser una consecuencia del coste energético 

provocado por el uso de metabolitos y nutrientes para recuperar la homeostasis en vez de 

ser utilizados para el desarrollo (Muñoz-Mayor et al., 2008).  Es necesario tener en cuenta 

que el metabolismo de la planta debe modificarse para producir compuestos necesarios 

para enfrentarse al estrés y, por consiguiente, las plantas deben distribuir los asimilados 

entre diferentes funciones fisiológicas, de modo que el uso múltiple de recursos limitados 

puede provocar reducciones en el desarrollo (Munns et al., 2019). Precisamente, una de 

las estrategias para aumentar el peso medio del fruto es la abscisión de parte de ellos, 

como se ha demostrado con plantas de tomate donde se reducía el número de frutos por 

racimo, desde un fruto hasta dejar el racimo intacto (Ji et al., 2020). Futuros estudios con 

diferentes niveles de estrés permitirán dilucidar los procesos implicados en el tamaño y 

número de frutos que conllevan la expresión del gen SlCBL10, incluyendo aquellos 
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implicados en la distribución de asimilados entre órganos fuente (hojas desarrolladas) y 

sumideros (flores y frutos). 

A nivel fisiológico, la disrupción del gen SlCBL10 reduce la acumulación de Na+ en parte 

aérea, y este carácter de exclusión está generalmente relacionado con la tolerancia a la 

salinidad en tomate. Por tanto, una cuestión interesante era comprobar el mecanismo de 

tolerancia a la salinidad inducido por la sobreexpresión. Al analizar el patrón de 

distribución de Na+ a lo largo de la planta (Figura 26), se observa una muy elevada 

acumulación en la raíz de la línea de OE, muy superior a la encontrada en las diferentes 

partes analizadas en la parte aérea, lo que indica que su mecanismo es retener el Na+ en 

raíz evitando un transporte masivo a la parte aérea. Esta misma respuesta se observa al 

considerar los valores de la relación Na+/K+. Si tenemos en cuenta que la acumulación de 

Na+ en parte aérea es mayor en la línea OE que en el mutante, contrariamente a la 

respuesta de tolerancia a salinidad, se puede concluir que la línea OE tiene un 

comportamiento “incluidor” de Na+ descrito previamente en las especies silvestres 

tolerantes a la salinidad de tomate (Albaladejo et al., 2018). La ventaja de esta estrategia 

es que la utilización de este catión para llevar a cabo el ajuste osmótico es mucho menos 

costoso energéticamente que la síntesis de solutos orgánicos (Muñoz-Mayor et al., 2008). 

Sin embargo, es necesario tener en cuenta la capacidad limitada de las vacuolas para 

acumular el Na+ y evitar niveles citotóxicos, de modo que una variedad tolerante puede 

utilizar una estrategia incluidora inicialmente pero al aumentar el periodo de tratamiento 

o los niveles de estrés salino puede reducir la velocidad de transporte llegando incluso a 

resultar en una estrategia excluidora a largo plazo, como se ha observado en el cv. Pera 

tolerante a salinidad (Estañ et al., 2005). En definitiva, el mecanismo “incluidor” o 

“excluidor” per se no define inequívocamente la tolerancia o sensibilidad a salinidad. 

En tomate, se ha comprobado la importancia del patrón de distribución de Na+ en la 

tolerancia a la salinidad, y ello ha sido posible gracias a que esta especie es un muy buen 

modelo para estudiar el transporte de Na+ gracias a sus características fisiológicas y 

anatómicas (Cuartero et al., 2006; Egea et al. 2022). Olias et al. (2009) demostraron que 

el papel relevante del gen SlSOS1 en parte aérea estaba asociado a la distribución de Na+ 

en la parte aérea, lo que no se ha podido observar en Arabidopsis. Así, a causa de que el 

Na+ en exceso es especialmente dañino en las hojas jóvenes, el patrón debe ser diferente 

en hojas jóvenes (en desarrollo) y adultas (desarrolladas). Interesantemente, mientras que 

el patrón de distribución de Na+ está alterado en el mutante mostrando los valores más 

altos en los órganos jóvenes de la parte aérea, la sobreexpresión del gen no provoca 

alteraciones en el patrón de distribución de Na+, donde la mayor acumulación es en raíz 

y la menor en la hoja joven (Figura 26). 

Pero las importantes diferencias de acumulación de Na+ en la raíz y transporte a la parte 

aérea están principalmente asociadas a los diferentes niveles de expresión de los genes 

que codifican transportadores de Na+. Considerados en conjunto, la tolerancia a la 

salinidad de la línea de OE está asociada a la capacidad para retener Na+ en la raíz sin 

transportarlo a la parte aérea. 
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4.3. Líneas silenciadas del gen SlCBL10 pueden ser utilizadas como portainjertos 

para incrementar la producción bajo estrés salino 

4.3.1. El gen SlCBL10 presenta distinta función en parte aérea y en raíz. 

Con el estudio de plantas mutantes WT y Slcbl10 injertadas recíprocamente en 

condiciones de estrés salino, se ha demostrado que el gen SLCBL10 presenta diferente 

función en parte aérea y en raíz. El fenotipo de sensibilidad a la sal solo apareció cuando 

la pérdida de función de SlCBL10 ocurrió en parte aérea, pero no en el portainjertos 

(Figura 27). De hecho, las plantas injertadas Slcbl10/WT y Slcbl10/Slcbl10 mostraron un 

fenotipo sensible a la sal casi idéntico al observado previamente en el mutante Slcbl10 y 

la línea RNAi (Egea et al., 2018), con inhibición del crecimiento de parte aérea, clorosis 

en el borde de hojas jóvenes, y finalmente colapso apical. Sin embargo, las plantas 

injertadas sobre portainjertos silenciadores del gen SlCBL10 toleraron mejor el estrés 

salino a medio plazo, ya que exhibieron menos clorosis en las hojas (Figura 27). Por el 

contrario, cuando se sobreexpresó SlCBL10 en el portainjertos, se indujo una sensibilidad 

muy alta a la sal en las plantas injertadas WT, con una reducción significativa del 

crecimiento de brotes y raíces, clorosis fuerte, pardeamiento de raíces y menor producción 

de frutos (Figuras 29, 30). Estos resultados indican que SlCBL10 podría actuar como un 

regulador positivo de tolerancia a estrés salino en parte aérea de tomate, pero como un 

regulador negativo en la raíz. 

4.3.2. La función del gen SlCBL10 en raíces bajo condiciones de estrés salino está 

relacionada con la absorción de K+ y Na+ y afecta la relación Na+/K+ en toda la planta 

de tomate 

La capacidad de una planta para mantener una proporción baja de Na+/K+ citosólico ha 

sido mencionada reiteradamente como un determinante clave de la tolerancia a salinidad 

de la planta en diferentes cultivos, incluido el tomate (Egea et al., 2022). Precisamente, 

los portainjertos de la línea mutante Slcbl10 y RNAi presentaron contenidos de Na+ 

aproximadamente un 50% inferiores a los del portainjertos WT tras 15 DST, mientras que 

la respuesta opuesta se observó en el portainjertos OE, donde la concentración de Na+ fue 

un 30% superior (Figura 31). También se detectaron cambios importantes para K+, ya 

que aumentó muy significativamente en los portainjertos silenciadores SlCBL10 y se 

redujo casi un 90% en el portainjertos OE. Estos resultados indican por primera vez que 

la función de SlCBL10 en raíces de tomate está relacionada con la homeostasis del K+. 

De acuerdo los resultados presentados en esta tesis, un estudio previo de deficiencia de 

K+ mostró que la sobreexpresión (OE) de AtCBL10 en plantas de Arabidopsis mostró un 

fenotipo más sensible, con menor acumulación de K+ en líneas OE que en plantas de 

Arabidopsis (Ren et al., 2013). Por lo tanto, la capacidad de retención de K+ de los 

portainjertos en los que la función del gen SlCBL10 está anulada o silenciada hace que su 

uso sea una estrategia interesante para mejorar la tolerancia a la sal en los cultivares de 

tomate. 
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4.3.3. La función de SlCBL10 en el portainjertos está coordinada con la función de 

los transportadores necesarios para lograr los equilibrios homeostáticos de Na+/K+ 

en la planta 

Curiosamente, la diferente expresión de los genes de Na+ y K+ en los portainjertos explica, 

al menos parcialmente, el mecanismo que opera en la mejora de la homeostasis iónica. 

Por lo tanto, el carácter excluyente del portainjertos mutante Slcbl10 parece deberse 

principalmente al gen SlSOS1, ya que mostró una expresión de dicho gen dos veces 

superior que el portainjertos WT bajo estrés salino (Figura 32); esto concuerda con la 

mayor extrusión de Na+ desde la raíz y la menor acumulación de Na+ inducida por el 

portainjerto Slcbl10, no solo en la raíz sino también en el tallo y hojas de las plantas 

WT/Slcbl10 expuestas a la salinidad (Figura 31). Curiosamente, el importante papel de 

SlSOS1 en la tolerancia a la sal ha sido demostrado tanto en tomate cultivado como en 

especies silvestres de tomate (Olias et al., 2009; Albaladejo et al., 2017), e incluso en 

otras halófitas como Thellungiella, donde la reducción de la expresión de SOS1 convirtió 

a esta halófita en una planta tan sensible al Na+ como Arabidopsis (Oh et al., 2009). 

Contrariamente a lo observado cuando se silenció SlCBL10 en el portainjertos, la 

sobreexpresión de dicho gen (línea OE) indujo un nivel de transcripción más bajo de 

SlSOS1, lo que refleja que la extrusión de Na+ desde la raíz fue menor en este 

portainjertos. 

Con el fin de reducir el efecto tóxico provocado por la alta acumulación de iones tóxicos 

Na+, el portainjerto OE incrementó ligeramente la expresión de SlHKT1;2 y LeNHX3 

(Figura 32). De hecho, HKT1;2 y LeNHX3 parecen trabajar de manera cooperativa para 

descargar el exceso de Na+ del xilema y luego facilitar su almacenamiento en las vacuolas 

de las células de la raíz, evitando así un alto contenido de Na+ en parte aérea que dañaría 

los tejidos fotosintéticos y el crecimiento. Sin embargo, el ligero aumento detectado en 

los niveles de transcripción de SlHKT1;2 y LeNHX3 en el portainjerto OE no parece 

suficiente para evitar que una mayor cantidad de Na+ llegue a la parte aérea de WT 

injertado en OE (Figura 31). Además, el efecto del portainjertos sobre la regulación de 

la expresión génica en parte aérea de WT mostró que solo aumentó la transcripción de 

ambos genes involucrados en la acumulación vacuolar, LeNHX3 y LeNHX4, en las hojas 

de la planta WT/OE y, sin embargo, la pérdida de la función SlCBL10 en el portainjertos 

no indujo cambios en los patrones de expresión de los genes de Na+ en hojas (Figura 32). 

Estos resultados indican que el menor contenido de Na+ en la parte aérea de las plantas 

WT/Slcbl10 es más bien una consecuencia indirecta de la mayor capacidad de extrusión 

del Na+ inducida por la regulación a la baja de SlCBL10 en la raíz. 

Bajo estrés salino, también es crucial el papel de los transportadores o canales 

involucrados en la homeostasis del K+. De hecho, cada vez hay más evidencia de que la 

regulación de algunos transportadores de K+ puede inducir diferencias significativas en 

las concentraciones de K+ y, por lo tanto, mantener una relación Na+/K+ citosólica más 

baja que explicaría las diferencias en la tolerancia a la sal entre glicófitas y halófitas 

(Himabindu et al., 2016, Nieves-Cordones et al., 2016). En las especies de tomate, la 

captación de K+ está asociada principalmente con un transportador similar a HAK5 
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(SlHAK5) y un canal de K+ similar a AKT1 (LKT1). SlHAK5 es el principal sistema de 

transporte de K+ que opera en las células de la raíz a concentraciones extracelulares de 

K+ ≤0,1 mM (Nieves-Cordones et al., 2020), mientras que, por encima de 0,1 mM de K+, 

LKT1 se convierte en el principal contribuyente a la absorción de K+. Como era de 

esperar, en este estudio, los cambios más importantes inducidos por la sal se observaron 

en LKT1 (Figura 32). Así, mientras la pérdida de función de SlCBL10 en el portainjertos 

aumentaba el nivel de expresión de LKT1, se observaba la respuesta opuesta cuando se 

sobreexpresaba SlCBL10, ya que el nivel de expresión de LKT1 en raíces de plantas 

injertadas WT/OE era casi nulo. Curiosamente, la baja expresión de LKT1 en raíces de 

plantas WT/OE en condiciones de salinidad se asoció con una baja absorción de K+ y, por 

lo tanto, con la proporción perjudicialmente alta de Na+/K+ adquirida por esta 

combinación, que mostró un fenotipo hipersensible a la sal (Figura 31). Estos resultados 

concuerdan con un estudio reciente con el mutante de tomate lkt1 (Amo et al., 2021). La 

importancia de LKT1 en la absorción de K+ en las plantas de tomate también fue 

evidenciada por estos autores, quienes observaron que mientras que el mutante akt1 de 

Arabidopsis no afectó su absorción de K+ a 10 mM de K+, en el mutante de tomate lkt1 

la absorción de K+ aún se veía afectada a 20 mM. Esto sugiere que los sistemas de 

transporte de K+ no identificados compensan completamente la ausencia de AKT1 en altas 

concentraciones de K+ en plantas akt1 de Arabidopsis pero no en plantas de tomate. 

4.3.4. SlCBL10 interactúa directamente de manera independiente de CIPK con 

LKT1, lo que dificulta la absorción de K+ desde la raíz 

Los resultados obtenidos en la expresión de transportadores de K+ muestran la 

importancia de LKT1 en la tolerancia a la salinidad de los portainjertos que silencian y 

sobreexpresan el gen SlCBL10. Este gen podría ejercer su papel represor por interacción 

directa con el canal de K+ LKT1, como fue observado por Ren et al. (2013) en Arabidopsis 

en condiciones bajas en K+. Teniendo en cuenta que nuestros resultados anteriores 

sugerían que SlCBL10 es ortólogo al gen AtCBL10 (Egea et al. 2018), se estudió si la 

función atribuida a AtCBL10 en la captación de K+ se conserva para SlCBL10, es decir, si 

el canal de K+ en la membrana LKT1 plasmático era un objetivo directo para SlCBL10. 

Los resultados de los ensayos Y2H y BiFC confirmaron esta hipótesis, ya que SlCBL10 

pudo interactuar directamente con el canal LKT1 tanto in vitro como in vivo (Figura 34). 

Con los resultados obtenidos en los ensayos de interacción de proteínas y la absorción 

casi nula de K+ de la sobreexpresión del portainjertos SlCBL10, podemos concluir que 

CBL10 es capaz de interactuar directamente con LKT1 afectando negativamente la 

absorción de K+ en las plantas. 

En resumen, el mecanismo que explica la tolerancia inducida por el silenciamiento de 

SlCBL10 en raíz está relacionado no solo con la reducción de la acumulación de Na+ en 

las plantas injertadas sino también con la capacidad de retener K+, donde se evidencia la 

importancia del canal LKT1 en la mejora de la homeostasis de K+. 
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4.3.5. El uso de portainjertos silenciados SlCBL10 mejora la tolerancia a la salinidad 

de cultivares de tomate tanto a nivel vegetativo como agronómico 

Para evitar o reducir la pérdida de producción bajo estrés salino, es de suma importancia 

la identificación de genes clave del tomate involucrados en la tolerancia a largo plazo, es 

decir, genes cuya simple variación determina un cambio significativo no solo en el 

crecimiento vegetativo sino también en el reproductivo. Hasta la fecha, el número de 

genes involucrados en la tolerancia al estrés salino a largo plazo, incluyendo desde la 

señalización hasta los genes de respuesta, es realmente escaso como se revisó 

recientemente (Egea et al, 2022). En este sentido, el resultado más interesante es que los 

portainjertos silenciados SlCBL10 mejoran la tolerancia a la salinidad a largo plazo, lo 

que se refleja en un aumento de la producción de frutos de los cultivares de tomate. Por 

lo tanto, las plantas injertadas con WT (cv Moneymaker) como partea aérea y tanto el 

mutante Slcbl10 como la línea RNAi como portainjertos tuvieron rendimientos de frutos 

similares a WT en las plantas cultivadas sin sal y aumentaron significativamente bajo 

estrés salino (Figura 36). Pero una hipótesis a demostrar era si se obtenían resultados 

similares cuando se utilizaban otros cultivares comerciales de tomate como parte aérea o 

cuando las condiciones de cultivo eran diferentes. En estudios previos con injertos, se 

observó que el efecto positivo del portainjerto puede diferir dependiendo del genotipo de 

la parte aérea (Santa-Cruz et al., 2002; Martinez-Rodriguez et al., 2008). La capacidad 

del injerto para mejorar la tolerancia a la sal también se observó en el cv comercial. 

Jaguar, con características muy diferentes a las de Moneymaker (Estan et al., 2005). 

Además, considerando la importante influencia de las condiciones de cultivo en la 

respuesta agronómica a la salinidad (Romero-Aranda et al., 2020), estudiamos el efecto 

del injerto con el cv. Jaguar como parte aérea y mutante Slcbl10 como portainjerto en dos 

invernaderos: uno de condiciones no controladas (NC), con condiciones muy cálidas y 

secas, y otro de condiciones semicontroladas (SC), con temperaturas más amortiguadas y 

condiciones menos estresantes. Curiosamente, el aumento en el rendimiento de frutos 

inducido por el uso del portainjertos Slcbl10 fue aún mayor en NC que en SC: 53% y 

18%, respectivamente (Figura 37), lo que sugiere que SlCBL10 también está involucrado 

en el estrés por calor. Al comparar la respuesta a la salinidad de ambos cultivares de 

tomate utilizados como parte aérea en los injertos, observamos que el aumento en el 

rendimiento de frutos inducido por el portainjertos Slcbl10 fue mayor cuando el cv. 

Utilizado fue Jaguar en lugar de Moneymaker (Figuras 36 y 37), lo que concuerda con 

resultados anteriores que muestran que la efectividad del injerto depende del genotipo 

empleado en la parte aérea del injerto (Santa-Cruz et al., 2002). En conjunto, estos 

resultados demuestran que el uso de portainjertos que silencian el gen SlCBL10 mejora la 

tolerancia a la sal de diferentes cultivares de tomate, lo que se refleja en mayores 

rendimientos de frutos de los genotipos de parte aérea. Esta estrategia podría ser 

interesante teniendo en cuenta que el uso de portainjertos transgénicos se percibe como 

una tecnología más amigable para el consumidor para el desarrollo de germoplasma en 

comparación con la transformación genética (Kodama et al., 2021), al mejorar la 

tolerancia a la sal sin integrar nuevos materiales genéticos en los tejidos de la parte aérea.  
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4.4. Similitudes y diferencias respecto al papel de SlCBL10 en la tolerancia del 

tomate a diferentes estreses abióticos  

Hasta ahora hemos comprobado que el gen de señalización SlCBL10 participa en el 

desarrollo reproductivo, en la incidencia de BER y en la tolerancia a la salinidad, actuando 

además de manera opuesta en parte aérea y raíz ya que es un regulador positivo de la 

tolerancia a la salinidad en parte aérea y negativo en raíz, es decir un simple gen puede 

ejercer papeles muy diferentes. Los genes multifuncionales identificados hasta ahora son 

escasísimos, siendo uno de ellos el receptor de quinasa FERONIA (Wang et al., 2022), y 

nuestros resultados demuestran que SlCBL10 es capaz de mediar señales múltiples y 

activar múltiples respuestas celulares que aún permanecen a ser clarificadas, como las 

respuestas a los estreses por temperatura y sequía (Plasencia et al., 2022).  

En tomate, los mecanismos por los cuales las plantas perciben la T no son bien entendidos 

ya que la mayoría de los estudios proceden de la planta modelo Arabidopsis y hay una 

urgente necesidad de trasladar este conocimiento a los mecanismos moleculares 

asociados con la respuesta a alta T en cosechas relevantes como tomate (Zhu et al., 2021). 

Las rutas moleculares subyacentes en la termo-morfogénesis de la parte aérea han 

empezado a ser descifradas en Arabidopsis en los últimos 10-15 años (Ludwig et al., 

2021) pero actualmente muy poco es conocido sobre las bases moleculares de la termo-

morfogénesis en raíz (Fonseca de Lima et al., 2021). Quizás el cuello de botella se debe 

en parte a la dificultad para evaluar la tolerancia a ambos estreses a largo plazo, es decir 

a nivel agronómico, como señalan recientemente diferentes autores (Hein et al., 2021; 

Correia et al., 2022). Pero la situación es más compleja, ya que los estreses no impactan 

generalmente a nivel individual cuando las plantas se cultivan en condiciones naturales 

sino que se ven sometidas a una combinación de estreses. Puesto que la frecuencia e 

intensidad de las combinaciones de estrés están incrementando con el cambio climático, 

un objetivo prioritario es estudiar cómo afectan a las cosechas las combinaciones de estrés 

(Rivero et al., 2022). Por ejemplo, Lopez-Delacalle et al. (2020) observaron que el efecto 

negativo inducido por la combinación salinidad y calor en el desarrollo de tomate era 

menor que cuando se aplicó salinidad a nivel individual. Según estos autores, la mayor 

tasa de transpiración inducida por alta temperatura protege el aparato fotosintético y, por 

consiguiente, aumenta la asimilación de CO2 y el desarrollo de la planta puede ser mayor 

por un periodo limitado de tiempo.  

Por todo ello, se consideró muy interesante estudiar el papel de CBL10 en la tolerancia 

del tomate a otros estreses abióticos, como sequía y estrés por temperatura, siendo estos 

los primeros resultados sobre el papel de este gen de señalización en otros estreses 

abióticos diferentes al estrés salino. Así, CBL10 podría ser un regulador positivo de la 

tolerancia a sal y negativo de la tolerancia a sequía, tal como se observaba recientemente 

en el homólogo de Arabidopsis (Kang y Nam, 2016). Respecto al estrés por calor, las 

respuestas pueden ser opuestas a aquellas de sequía y salinidad, como las hojas mantienen 

los estomas abiertos durante el estrés por calor para enfriarlas y estimular la transpiración, 

mientras que los estomas se cierran para evitar la pérdida de agua por transpiración, 
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mecanismos importantes en tomate durante los estreses hídrico y salino (Albaladejo et 

al., 2017; Egea et al., 2018).  

Respecto al estrés por calor, el tomate es más tolerante durante el periodo vegetativo que 

reproductivo, ya que no se detectaban daños estructurales en el fotosistema II hasta 

temperaturas que alcanzaban los 38oC, mientras que temperaturas superiores a 30oC 

llegaban a reducir significativamente la producción (Lu et al., 2017; Bineau et al., 2021). 

Nuestros resultados sobre ET se han obtenido en el invernadero NC, donde se alcanzan 

temperaturas de 40oC durante el periodo reproductivo (Figura 20), y en estas condiciones 

la producción de la línea OE se reducía un 60% respecto a WT. Sin embargo, no había 

diferencias de rendimiento entre WT y OE cuando las plantas se desarrollaron sin ET, 

como ocurría en el invernadero de condiciones SC (Figura 38a,b). Estos resultados 

sugieren que la línea de OE es muy sensible al estrés por alta temperatura y SlCBL10 

puede ser un candidato prometedor para posteriores análisis en orden a entender mejor 

los mecanismos de respuesta al calor en tomate, practicamente desconocidos hasta ahora. 

Así, recientemente Bineau et al. (2021) trataban de identificar genes en respuesta al estrés 

de calor en tomate, explorando la respuesta al ET en dos grandes poblaciones de tomate 

caracterizadas para diferentes caracteres relacionados con las flores y frutos, incluida 

producción y composición de los frutos. Entre los numerosos genes seleccionados 

inicialmente, solo unos pocos eran finalmente seleccionados por los autores, entre ellos 

los genes de respuesta HSPs, y concluían que estos genes representaban candidatos 

prometedores para futuros análisis.  

La siguiente cuestión a dilucidar fue comprobar el efecto provocado por la sequía y la 

combinación de los dos estreses: Calor y sequía. Los resultados muestran que la línea OE 

es mas tolerante que WT al EH ya que incrementa significativamente su rendimiento en 

fruto respecto a WT en estas condiciones (Figura 39b), pero no se observa un efecto 

aditivo en la combinación ET + EH. En resumen, los primeros resultados sobre el papel 

de SlCBL10 en la tolerancia a calor y sequía sugieren que la sobreexpresión del gen 

SlCBL10 induce sensibilidad al estrés por altas temperaturas y tolerancia al estrés hídrico. 

Interesantemente, SlCBL10 parece tener nuevas funciones y además diferentes para 

ambos estreses, ya que sería un regulador negativo de la tolerancia al estrés por calor y 

positivo de la tolerancia a la sequía, similar a la respuesta encontrada en sal. Futuros 

estudios permitirán seguir avanzando en el conocimiento sobre los diferentes papeles de 

este gen multifuncional en la tolerancia a estreses abióticos. 
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CAPÍTULO II. 

V. PAPEL DEL GEN SlRBOHG EN LA TOLERANCIA A LA 

SALINIDAD DEL TOMATE 

1. Antecedentes  

La generación de especies reactivas de oxígeno (ROS) es un proceso crucial en la 

respuesta de las plantas a estreses abióticos. El estrés oxidativo generalmente se da como 

un estrés secundario tras otro estrés primario como puede ser el estrés salino. 

Recientemente, se ha establecido el doble papel de ROS, siendo considerados oxidantes 

peligrosos cuando se encuentran a altas concentraciones, mientras que la acumulación de 

ROS transitoria y específica en los compartimentos sirve como señal para varios procesos 

implicados en el desarrollo de la planta y en la respuesta al estrés (Foyer et al., 2017; 

Noctor et al., 2017; Czarnocka and Karpinski, 2018). En el apoplasto, los ROS se 

producen por la activación de enzimas productoras de ROS, como las peroxidasas 

apoplásticas, poliaminas oxidasas y NADPH oxidasas localizadas en la membrana 

plasmática (homologas de las oxidasas de explosión respiratoria, o Rbohs por sus siglas 

en inglés “respiratory burst oxidase homologs”) (Qi et al., 2017). Las NADPH oxidasas 

son consideradas la clase de productoras de ROS apoplásticos más importante, 

produciendo radical superóxido (O2
.-) a partir de oxígeno molecular. Hay evidencias que 

muestran que los ROS juegan un importante papel en la tolerancia a salinidad (Hossain y 

Dietz, 2016; Niu et al., 2018). Por ejemplo, los mutantes de Arabidopsis de pérdida de 

función en alelos Rboh mostraron hipersensibilidad al estrés salino, lo que apoya el papel 

crucial de estos genes en la respuesta a estrés salino (Jiang et al., 2012). Ma et al. (2013) 

observaron que los dobles mutantes de Arabidopsis AtrbohD1/F1 y AtrbohD2/F2 

exhibían una significativa inhibición en la generación de ROS y, como consecuencia, 

ratios Na+/K+ más elevados que WT. El mutante knockout (gen inactivado) AtrbohF 

mostró una mayor sensibilidad a salinidad y un desajuste en la homeostais Na+/K+ (Jiang 

et al., 2013). Además, un reciente estudio indica que los patrones de expresión de los 

genes RBOHD y RBOHF en condiciones de salinidad difieren entre la glicófita 

Arabidopsis y la halófita Eutrema salsugineum (Pilarska et al., 2021).  

En tomate, los análisis filogenéticos con Rbohs de Arabidopsis y arroz indicaron que las 

SlRbohs se pueden clasificar en cinco subgrupos (Li et al., 2015). SlRBOHG, previamente 

reportada como SlRBOH1 (Sagi et al., 2004), pertenece al subgrupo IV donde se 

encuentran los homólogos de Arabidopsis (AtRbohF) y arroz (OsRbohA/C). Se ha 

demostrado que SlRBOHG está implicada en la regulación de la tolerancia al estrés 

oxidativo y al estrés por altas temperaturas, así como en los movimientos estomáticos 

mediados por ácido abscísico (ABA) y brasinoesteroides (BRs) (Xia et al., 2014; Zhou et 

al., 2014). En cuanto al estrés salino, Yi et al. (2015) estudiaron el impacto de las altas 

concentraciones atmosféricas de CO2 en las respuestas de las plantas de tomate al dicho 

estrés, con un enfoque particular en el papel de SlRBOHG. Estos autores demostraron que 

niveles elevados de CO2 pueden contrarrestar el impacto negativo del estrés salino sobre 
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la fotosíntesis y la producción de biomasa en una manera dependiente del H2O2 

apoplástico. Además, la regulación de H2O2 también contribuía a la regulación del 

transporte de Na+ desde las raíces a la parte aérea, un proceso que está influenciado por 

el movimiento de los estomas y por la distribución de Na+ desde el xilema hasta las células 

de las hojas. Sin embargo, son necesarios más avances para dilucidar las funciones clave 

del gen SlRBOHG en la tolerancia a la sal del tomate. 

Desde 2006, nuestro grupo (Estrés abiótico, producción y calidad del CEBAS) viene 

trabajando ininterrumpidamente en colaboración con el grupo del IBMCP (UPV-CSIC), 

dirigido por el Prof. V. Moreno, y de la Universidad de Almería (UAL), dirigido por el 

Prof. R. Lozano, como queda demostrado con los sucesivos proyectos de investigación 

coordinados entre los tres grupos (Refs. AGL2006-15290-C03; AGL2009-13388-C03; 

AGL2012-40150-C03; AGL2015-64991-C3; PID2019-110833RB-C33). El objetivo era 

generar una colección de mutantes de inserción de tomate para identificar genes 

implicados en el desarrollo vegetativo y reproductivo, así como genes implicados en 

tolerancia a la salinidad, puesto que el análisis de mutantes es una de las estrategias más 

interesantes para dilucidar el papel de un gen (Kuromori et al., 2009, Giménez et al., 

2010; Atkinson y Urwin, 2012). Los avances han sido muy importantes en los últimos 

años, pero aún queda un importante trabajo por desarrollar para llegar a identificar genes 

clave en la tolerancia a largo plazo (Egea et al., 2022). En el actual proyecto coordinado, 

el título del subproyecto de nuestro grupo es: “Regulación del calcio y especies reactivas 

de oxígeno para mejorar la tolerancia a estrés abiótico y la calidad de fruto en tomate”, 

donde se encuadra esta Tesis y estudiar el papel del gen de tomate SlRBOHG implicado 

en la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) es precisamente, uno de los 

objetivos. 

Dentro de la colección, el grupo del IBMCB identificó inicialmente un mutante con alta 

sensibilidad a la salinidad, y a partir de las plantas TG2 con fenotipo mutante se 

obtuvieron líneas homocigotas (TG3) para el fenotipo de hipersensibilidad. 

Seguidamente, el grupo del IBMCP comprobó que no había correlación entre el inserto y 

el fenotipo de hipersensibilidad a sal, es decir no había co-segregación entre el fenotipo 

de sensibilidad a sal y el inserto T-DNA, tratándose por tanto de una mutación 

somaclonal. Dado el interés del mutante por su alta sensibilidad a la sal, nuestro grupo 

empezó a desarrollar los trabajos dirigidos a la caracterización fenotípica, fisiológica y 

molecular del mutante, denominado inicialmente she-1 (salt hypersensitive esculentum-

1), y cuyos resultados formaron parte de la Tesis Doctoral del Dr. Plasencia (Plasencia 

2015). A nivel fisiológico, el mutante mostraba un nivel muy alto de transporte de Na+ 

desde la raíz hasta la parte aérea en condiciones de salinidad, lo que provocaba un alto 

grado de clorosis en las hojas llegando incluso a causar la muerte de la planta. Fruto del 

esfuerzo continuado a lo largo de los años, posteriormente el grupo del IBMCP identificó 

otro mutante con similares características, y fue a partir de ese momento cuando se 

continuó con el estudio de esta mutación mediante el análisis simultaneo de los dos 

mutantes, llegando recientemente el grupo de la UAL a identificar el gen anulado: El gen 

de tomate RESPIRATORY BURST OXIDASE G (SlRBOHG). 
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2. Metodología específica 

2.1. Diseño experimental de ensayo de estrés salino in vitro 

Siguiendo la metodología de cultivo in vitro especificada en el apartado 2 de la sección 

III de Material y Métodos, se llevó a cabo un ensayo comparativo entre plantas de 

Solanum lycopersicum cv. Money Maker WT y plantas mutantes sodgat1 y sodgat2. Se 

germinaron 3 semillas esterilizadas por genotipo en frascos estériles (12 frascos por 

genotipo) con medio de germinación MS (Murashige y Skoog, 1962), suplementado con 

sacarosa y agar (Tabla 1), necesario para el correcto desarrollo de las plántulas. El 

tratamiento salino se aplicó desde el inicio a la mitad de los frascos por genotipo, 

adicionando la solución salina directamente al medio con una pipeta (75 mM de NaCl). 

La otra mitad de los frascos por genotipo se mantuvieron sin solución salina, en 

condiciones control. Las semillas germinaron y crecieron en dichas condiciones control 

o salinas durante 13 días, tras los cuales las plantas resultantes en estado de 2-3 hojas 

verdaderas se procesaron separando las hojas (sin los cotiledones) de la raíz, y se repartió 

el material vegetal en 3 pools de 6 plantas cada uno, constituyendo cada pool una réplica 

biológica. Se analizó la expresión del gen SlRBOHG en raíz y los contenidos de iones 

Na+ y K+ en raíz y parte aérea. Además, se obtuvo una muestra de raíz en fresco de 6 de 

las plantas por tratamiento y genotipo para la determinación (cuantitativa y cualitativa) 

de la concentración de H2O2 empleando las técnicas descritas en la sección III de Material 

y Métodos.  

2.2. Diseño experimental del ensayo de estrés salino en cultivo hidropónico 

Siguiendo la metodología de cultivo in vivo en hidropónico especificada en el apartado 

3.3 de la sección III de Material y Métodos, se llevó a cabo un ensayo comparativo entre 

plantas WT y plantas mutantes sodgat1 y sodgat2 en la cámara de cultivo de condiciones 

controladas (ver apartado 3.1). Se empleó el sistema de cultivo hidropónico para plantas 

de mayor tamaño (ver apartado 3.3 de la sección III), y el tratamiento de estrés salino 

(100 mM de NaCl) se adicionó cuando las plantas presentaban un estado de desarrollo de 

6 hojas verdaderas durante una semana (7 DTS). Se emplearon 18 plantas por genotipo y 

tratamiento.  A lo largo del tratamiento, se llevaron a cabo una serie de medidas y análisis 

siguiendo los protocolos detallados en la sección III de Materiales y Métodos. 

La expresión espacial del gen SlRBOHG se analizó en raíz, ápice, hoja adulta (3ª hoja), 

hoja joven (1ª hoja), tallo adulto (intersección entre 2ª-3ª hoja) y tallo joven (intersección 

ápice-1ª hoja) de plantas WT en control y sometidas a sal (100 mM NaCl) durante 2 DTS. 

La expresión temporal del gen en raíces de plantas WT se analizó a lo largo de 7 DTS. La 

evolución del contenido de agua en raíz, tallo y hoja adulta se analizó a los 0, 2 y 7 DTS. 

Los parámetros de intercambio gaseoso (conductancia estomática (gs) y transpiración (E)) 

se midieron en hoja adulta a los 0, 2, 4 y 7 DTS. La evolución de los contenidos de Na+ y 

K+ se obtuvo en raíz, tallo adulto y hoja adulta, así como la relación Na+/K+ a los 0, 2 y 7 

DTS. La expresión relativa de seis genes de la subfamilia SlPIP y dos SlTIP y genes 

involucrados en el transporte de Na+ y K+ (SlSOS1, SlHKT1;1, SlHKT1;2, LeNHX3, 
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LeNHX4, SlHAK5 y SlSKOR) se analizó en raíz y hoja adulta de plantas desarrolladas en 

control a los 0 y 2 DTS. Por último, se determinó (cuantitativa y cualitativamente) el H2O2 

en raíz, tallo y hoja adulta de plantas control y sometidas al estrés salino a los 7 DTS. 

Para cada medida, se analizaron 3 réplicas biológicas constituyentes por 3 plantas cada 

una. 

2.3. Diseño experimental del tratamiento salino combinado con DPI en cultivo en 

mini hidropónico 

Atendiendo a la metodología de cultivo in vivo en mini-hidropónico especificada en el 

apartado 3.3 de la sección III de Material y Métodos, se llevó a cabo un experimento con 

plantas WT en la cámara de cultivo de condiciones controladas (ver apartado 3.1 de la 

misma sección) empleando el sistema de cultivo mini-hidropónico para plantas de menor 

tamaño. Se dispusieron 12 plantas WT por cubeta, en dos cubetas independientes. En 

estado de 2 hojas verdaderas se sometieron a solución Hoagland ½ con 75 mM de NaCl 

y 24 h después, a una de las cubetas se le adicionó 100 μM de DPI durante 6 horas. 

Pasadas las 6 horas se retiró la solución con DPI de esta cubeta y se sustituyó de nuevo 

por solución salina Hoagland ½ (75 mM de NaCl). De este modo teníamos plantas en dos 

condiciones: WT en sal no tratadas con DPI, y plantas WT en sal tratadas con DPI. 24 h 

y 48 h después, se muestrearon las plantas y se llevaron a cabo los análisis tal y como se 

describe en la sección III.  La expresión relativa de SlSOS1 y SlHKT1;2 y la acumulación 

de H2O2 en raíz se analizó empleando 6 de las 12 plantas de cada condición (WT o 

WT+DPI) tras 1 DTS. Las 6 plantas restantes de cada condición se emplearon tras 2 DTS 

para determinar la concentración de Na+ en raíz y parte aérea. Para cada medida, se 

analizaron 3 réplicas biológicas constituidas por 2 plantas cada una. 

2.4. Diseño experimental de los ensayos de estrés salino en invernadero 

Para los estudios de invernadero, se emplearon plantas WT y plantas del mutantes sodgat1 

en condiciones del cultivo en cuestión (control), y sometidas a estrés salino.  

Se llevaron a cabo dos ensayos independientes en el invernadero NC: uno durante la 

campaña primavera-verano en 2020, y otro durante la campaña primavera verano de 2022 

como se ha descrito previamente en el apartado 3.4.1 de la sección III Material y Métodos. 

En el primero de ellos, 9 plantas de cada genotipo se cultivaron en condiciones control y 

9 se sometieron a un nivel elevado de salinidad (100 mM de NaCl). En el segundo ensayo, 

se repitieron ambos tratamientos de la misma manera, pero además se dispusieron 9 

plantas más por genotipo y se sometieron a un nivel intermedio y moderado de salinidad 

(50 mM de NaCl). La salinidad se aplicó cuando las plantas presentaban un estado de 8-

9 hojas desarrolladas según se ha descrito en el apartado 3.4.1. El ensayo de 2020 tuvo 

una duración de 50 DTS, ya que hubo que finalizarlo debido a que las plantas del estaban 

muy senescentes e incluso muertas en salinidad. El segundo ensayo (2022) tuvo una 

duración mayor, ya que se tuvo en cuenta la sensibilidad del mutante y por ello se añadió 

el nivel intermedio de salinidad. La recolección de la producción en las plantas control y 

a 50 mM de NaCl se llevó a cabo a los 60 DTS en este segundo ensayo, momento marcado 
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cuando los frutos del mutante alcanzaron el estado comercial. En este segundo ensayo se 

mantuvieron plantas extra hasta los 80 DTS en las que se midió la resistencia a la 

compresión cuando WT ya presentaba la mayoría de sus frutos en estado comercial. A lo 

largo de ambos ensayos de invernadero (2020 y 2022) se llevó a cabo el fenotipado visual, 

medidas fisiológicas in situ y se evaluaron caracteres del desarrollo vegetativo y 

reproductivo. El segundo ensayo se completó con respecto al primero con más análisis 

fisiológicos como la determinación de parámetros de intercambio gaseoso, contenido de 

agua e iones Na+ y K+ y además, se llevaron a cabo análisis de microscopía, metabolitos 

y hormonas y se evaluó la producción. Para los análisis se utilizaron 3 réplicas biológicas 

por genotipo y tratamiento conformadas por 3 plantas cada una, mientras que para las 

medidas no destructivas y análisis de microscopía, se emplearon 6 plantas individuales.  

Todos los análisis y técnicas realizadas se realizaron tal y como describe en la sección III 

de Material y Métodos 

Por otro lado, se llevó a cabo un ensayo de estrés salino en invernadero SC durante la 

campaña primavera-verano de 2022, como se ha descrito previamente en el apartado 3.4.2 

de la sección III Material y Métodos. Se utilizaron 9 plantas por genotipo y tratamiento. 

El tratamiento salino fue de 50 mM de NaCl y se inició cuando las plantas tenían un 

estado de desarrollo de 8-9 hojas tal y como se describe en el apartado 3.4.2 de la sección 

III. Este ensayo tuvo una duración de 65 DTS, a lo largo de los que se analizaron algunos 

parámetros fisiológicos como la clorofila y se evaluó la tasa de abscisión.  

En todos los experimentos de invernadero, 6 plantas por genotipo y tratamiento fueron 

analizadas para cada medida no destructivas, mientras que el resto de análisis se llevaron 

a cabo con 3 réplicas biológicas constituidas por 3 plantas cada una. Durante los tres 

experimentos de invernadero se controlaron minuciosamente las condiciones ambientales 

mediante los sensores de los invernaderos con el fin de poder comparar los resultados 

atendiendo a las mismas.  

3. Resultados 

3.1. Resultados previos obtenidos por los grupos que colaboran en el proyecto, 

IBMCP y UAL), sobre la caracterización genética de los mutantes sodgat1 y sodgat2 

e identificación del gen 

El primer mutante identificado fue nombrado she-1 (salt hypersensitive esculentum) 

(Plasencia, 2015). Debido a que la principal alteración fisiológica responsable de la 

clorosis provocada por la salinidad en el mutante era el transporte masivo de Na+ desde 

la raíz hasta las hojas, se renombró el mutante inicial como sodgat1 (del inglés sodium 

gatherer 1), y denominamos al segundo mutante identificado sodgat2. 

El grupo del IBMCB realizó varios ensayos de salinidad in vitro e in vivo donde ambos 

mutantes mostraron un fenotipo similar de sensibilidad, caracterizado por síntomas 

anormales de hiperhidratación y clorosis intensa en diferentes partes de la plántula 

(Figura 41a). Las segregaciones fenotípicas observadas en todos los experimentos in 
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vitro e in vivo fueron consistentes con una herencia recesiva monogénica tanto para el 

mutante sodgat1 (χ2= 0,05, 90% ≥ P ≥ 75%) como para el mutante sodgat2 (χ2= 0,33, 

75% ≥ P ≥ 50%). Además, también llevaron a cabo una prueba de complementación para 

determinar si las dos mutaciones recesivas afectaban a alelos de un mismo gen o de genes 

diferentes. La prueba indicó que las dos mutaciones recesivas eran alélicas ya que no se 

complementaban entre sí en el híbrido sodgat1 x sodgat2 (Figura 41b). Finalmente, 

sometieron a ambos a una prueba de sensibilidad a la kanamicina, que mostró ausencia 

de cosegregación entre el fenotipo y el gen nptII funcional del inserto de T-DNA. 

Dado que la inserción de T-DNA no se asoció con el fenotipo mutante observado en 

sodgat1 y sodgat2, el grupo de la UAL llevo a cabo una estrategia de mapeo por 

secuenciación para identificar las mutaciones causantes del fenotipo sodgat, utilizando 

una población F2 derivada del cruce de sodgat2 con el tomate silvestre (WT) S. 

pimpinellifolium (LA1589 adhesión). Se evaluaron un total de 103 plantas F2 en un 

ensayo in vitro bajo condiciones de estrés salino (NaCl 100 mM), observando una 

segregación fenotípica en esta progenie F2 interespecífica de 78 con fenotipo WT y 25 

con fenotipo sodgat, consistente con un patrón de herencia monogénico recesivo de la 

mutación sodgat2 (χ2 = 0,03, 90 % ≥ P ≥ 75 %). Seguidamente, se llevó a cabo la 

secuenciación del genoma de un pool de ADN de 30 plantas F2 con fenotipo WT y de otro 

pool de ADN de 25 plantas F2 con fenotipo sodgat. El análisis del promedio de las 

frecuencias alélicas del genoma completo en los grupos WT y mutante reveló dos 

regiones genómicas en los cromosomas 8 y 10 con un fuerte sesgo hacia los alelos de 

referencia del tomate WT S. pimpinellifolium (Figura 41b), lo que indicaba que eran 

candidatos para albergar la variante genética subyacente a la mutación sodgat2. El 

examen de las lecturas pareadas en estas regiones candidatas mostró la presencia de una 

translocación equilibrada en el conjunto de mutantes, que involucraba las regiones de 

inicio y finalización de los cromosomas 8 y 10, respectivamente (Figura 41c). El punto 

de ruptura de translocación en el cromosoma 8 (SL4.0ch08:62,792,497) interrumpió a 

partir del tercer intrón el gen SlRBOHG (Solyc08g081690) (Figura 41d), mientras que el 

punto de ruptura en el cromosoma 10 (SL4.0ch10:987,176) se ubicó en la región 

promotora (1063 pb desde el sitio de inicio de la transcripción) del gen Solyc10g006540 

que codifica una proteína similar a la formina. Los análisis de PCR con cebadores que 

flanquean los puntos de ruptura de la translocación confirmaron la presencia de esta 

translocación de equilibrio en sodgat2 (Figura 41c). El análisis de cosegregación 

realizado en la población de mapeo F2 mostró que las 25 plantas con fenotipo sodgat eran 

homocigotas para el punto de corte de la translocación en el cromosoma 8. Por el 

contrario, 7 de las 25 plantas F2 con fenotipo sodgat no portaban la translocación del 

cromosoma 10, lo que indica que la alteración del gen SlRBOHG era responsable del 

fenotipo sodgat. Esta hipótesis se validó aún más con la secuenciación del locus 

SlRBOHG en el mutante sodgat1, que condujo a la identificación de una deleción de 2048 

pb (SL4.0ch08:62,797,609.62,799,656) que abarca los exones 8-14 y flanquea la 

secuencia intrónica de este gen (Figura 41d). 



 
 

189 

 

 

Figura 41. Las mutaciones sodgat afectan al gen SlRBOHG. a) Síntomas de clorosis e hiperhidratación 

en el mutante sodgat1 (el tamaño más grande del mutante está relacionado con los síntomas de 

hiperhidratación), y primer plano de la hiperhidratación en el hipocótilo (extremo inferior izquierdo) y 

clorosis e hiperhidratación tanto en el cotiledón (extremo inferior central) como en la hoja (extremo inferior 

derecho). b) Prueba de alelismo de mutantes sodgat1 y sodgat2. El cruce F1 muestra tanto el fenotipo de 

hiperhidratación como el de clorosis de las plantas parentales (mutantes sodgat1 y sodgat2). c) Distribución 

de la frecuencia alélica promedio de los grupos WT (línea azul) y sodgat2 (línea roja) agrupados por 

cromosomas. d) Representación esquemática (arriba) y PCR (abajo) que muestra la translocación 

equilibrada entre los cromosomas 8 y 10 encontrada en el mutante sodgat2. e) Representación esquemática 

del gen SlRBOHG y los reordenamientos genómicos resultantes de las mutaciones sodgat1 y sodgat2. Las 

secuencias codificantes del gen SlRBOHG (Solyc08g081690) y UTR están representadas por recuadros 

verde y verde oscuro, respectivamente. Las secuencias de codificación y UTR de los genes del cromosoma 
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10 (Solyc10g006530 y Solyc10g006520) se representan mediante recuadros azul y azul oscuro, 

respectivamente. f) Fenotipo sensible representativo de las líneas CR-sodgat1 y CR-sodgat2 bajo 

condiciones de estrés salino. 

Para demostrar si la pérdida de función de SlRBOHG era la responsable del fenotipo 

sodgat, se generaron líneas con el gen SlRBOHG desactivado mediante el uso de la 

tecnología CRISPR/Cas9, evaluando molecularmente un total de seis líneas diploides 

CRISPR/Cas9 independientes (CR- SlRBOHG). Estas plantas T0 se autofecundaron para 

generar las poblaciones T1, que se evaluaron en condiciones de estrés salino. En todos los 

casos, las líneas CR- SlRBOHG mostraron un fenotipo de sensibilidad a la sal claramente 

similar al observado en los mutantes sodgat (Figura 41e). Por lo tanto, los resultados 

generales revelaron que las mutaciones de translocación y deleción notificadas en el gen 

SlRBOHG eran responsables del fenotipo sensible observado en los mutantes sodgat en 

condiciones de estrés salino. 

3.2. Dilucidar el mecanismo de acción del gen en relación con la homeostasis 

osmótica e iónica en condiciones de salinidad y determinar el papel del H2O2 en la 

tolerancia. 

3.2.1. Caracterización in vitro  

Como se ha indicado anteriormente, los mutantes se identificaron in vitro y su principal 

característica en medio salino era el fenotipo clorótico, pero hasta ahora no se había 

comprobado si la clorosis estaba asociada con el efecto tóxico provocado por la 

acumulación de Na+. Con el fin de determinar si la sensibilidad a la sal inducida por la 

interrupción de SlRBOHG se debía a una alteración de la homeostasis de Na+, se realizó 

un experimento in vitro con WT y ambos mutantes donde se adicionó al medio de cultivo 

un nivel moderado de estrés (75 mM de NaCl) durante 15 días (DTS), donde los mutantes 

mostraron claramente el fenotipo clorótico.  

En primer lugar, se analizó la expresión del gen SlRBOHG en raíces, donde se observó 

un aumento del 50% en WT en condiciones de estrés salino (Figura 42a). Como era de 

esperar, las cantidades de transcritos fueron indetectables en los mutantes nulos sodgat1 

y sodgat2. 

Respecto a los contenidos de Na+ en la parte aérea, este aumentó alrededor del 60% en 

ambos mutantes con respecto a WT tras 15 DTS (Figura 42b). Sin embargo, no se 

observaron cambios significativos en K+, de modo que los valores de la relación Na+/K+ 

observados en los mutantes reflejan los cambios en Na+, siendo más elevados en mutantes 

que en WT. Estos resultados confirman que la sensibilidad a la sal mostrada por los 

mutantes sodgat1 y sodgat2 cuando se desarrollan in vitro está relacionada con mayor 

acumulación de Na+ 
y alta relación Na+/K+ en la parte aérea (Figura 42b). Teniendo en 

cuenta que la tasa de transpiración es muy baja en condiciones de cultivo in vitro, los 

importantes aumentos de Na+ observados en la parte aérea reflejan que la mutación altera 

la homeostasis de Na+ en raíz.  
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Figura 42. La sensibilidad a la sal mostrada por los mutantes sodgat1 y sodgat2 está relacionada con 

una mayor acumulación de Na+ y alta relación Na+/K+ en la parte aérea de las plantas cultivadas in 

vitro. Plantas WT, sodgat1 y sodgat2 desarrolladas en control y sal (75 mM NaCl) durante 15 días. a) 

Expresión relativa de SlRBOHG en raíces de WT y mutantes. b) Contenidos de Na+ y K+ y relación Na+/K+ 

en la parte aérea. Valores promedios ± EE de tres réplicas biológicas. Los asteriscos indican diferencias 

significativas entre valores medios de WT y mutantes (Test t de Student, p < 0.05) 

3.2.2. Caracterización fenotípica y fisiológica in vivo  

Seguidamente, se llevó a cabo la caracterización fenotípica y fisiológica in vivo en los 

mutantes sodgat1-2 sensibles a la sal con el objetivo de estudiar sus respuestas 

individualizadas en parte aérea y raíz en condiciones transpirantes, así como determinar 

el transporte desde la raíz a la parte aérea. El ensayo se realizó en cultivo hidropónico, 

donde los efectos inducidos por la salinidad se observan antes debido a la rápida absorción 

de los iones salinos. El tratamiento salino (100 mM de NaCl) se aplicó a las plantas WT 

y mutantes sodgat1-2 cuando habían desarrollado seis hojas verdaderas, y se aplicó 

durante 7 DTS. Como se observa en las imágenes representativas, los efectos de la sal en 

los mutantes eran muy evidentes (Figura 43a). Así, el tratamiento salino detuvo el 

crecimiento de la parte aérea de ambos mutantes, mientras que las plantas WT 

continuaban creciendo durante los 7 DTS (Figura 43b). Además, las hojas de estos 

redujeron sus contenidos en clorofila desde los 2 DTS, efecto que se intensificó tras 7 

DTS (Figura 43b).  
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Figura 43. El fenotipo de hipersensibilidad a la sal de los mutantes sodgat1 y sodgat2 se observa 

rápidamente cuando las plantas se desarrollan en cultivo hidropónico. Plantas WT y mutantes 

desarrolladas en cultivo hidropónico en control y salinidad (100 mM NaCl) durante 7 días (DTS). a) 

Imágenes representativas de las plantas antes de aplicar el tratamiento (control, 0 DTS) y tras 7 DTS. Detalle 

de las hojas tratadas con sal de los mutantes mostrando un alto grado de clorosis, no observada en WT. b) 

Biomasa de la parte aérea y contenido de clorofila en las hojas de plantas WT y mutantes a 0, 2 y 7 DTS. 

Valores promedios ± EE de tres repeticiones. Los asteriscos indican diferencias significativas entre valores 

medios de WT y mutantes (Test t de Student, p < 0.05). 
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En este ensayo se analizó el patrón de expresión espacial de SlRBOHG en plantas WT a 

los 0 y 2 DTS. El mayor incremento inducido por la salinidad se observó en raíz, donde 

triplicaba su expresión respecto al día 0, seguido de hoja y tallo adulto, mientras que no 

se observó inducción de la expresión en los órganos jóvenes de la parte aérea (Figura 

44a). La expresión temporal de SlRBOHG inducida por la salinidad también se analizó 

en raíces de WT durante los 7 DTS. Los transcritos de SlRBOHG alcanzaban los niveles 

máximos tras 2 DTS, recuperándose hasta el nivel basal a los 7 DTS (Figura 44b). 

 

Figura 44. Expresión espacial y temporal del gen SlRBOHG. a) Expresión espacial del gen analizada en 

raíz y diferentes partes de la parte aérea de plantas WT en control y sal (100 mM NaCl) durante 2 DTS. b) 

expresión temporal del gen en raíces de plantas WT durante 7 DTS. Los valores eran realtivizados a 1 para 

raíz en control, promedios ± EE de tres repeticiones. Los asteriscos indican diferencias significativas entre 

control y sal (Test t de Student, p < 0.05). 

Una de las características fenotípicas de los mutantes sodgat era su aspecto suculento en 

condiciones de salinidad. Con el fin de comprobar los efectos inducidos por la salinidad 

en los contenidos de agua de la planta, se analizó la evolución del contenido de agua en 

raíz, tallo y hoja adulta de plantas WT y sodgat1-2 durante 7 DTS (Figura 45a). No se 

observaron diferencias entre los contenidos de agua de WT y mutantes a lo largo del 

periodo de tratamiento en raíz, mientras que la salinidad inducía un aumento del 

contenido de agua en tallo y principalmente en las hojas de los mutantes sodgat1-2, pero 

no en el WT. Así, el contenido de agua incrementaba significativamente en las hojas desde 

los primeros 2 DTS (25 %), y continuaba aumentando entre los 2 y 7 DTS (50 %) en 

ambos mutantes.  

Una cuestión a resolver era si los mayores contenidos de agua en las hojas de los mutantes 

estaban relacionados con cambios en los caracteres implicados en la pérdida de agua a 

través de las hojas. Para comprobar esto, se analizó la evolución de la conductancia 

estomática (gs) y la tasa de transpiración (E) en la misma hoja adulta (2ª) en la que se 

analizó el contenido de agua. Como era de esperar, hubo reducciones importantes de gs y 

E justo después de aplicar el tratamiento salino en las hojas de WT que se mantuvieron 

durante los 7 DTS (Figura 45b). La tendencia era similar en ambos mutantes, aunque las 

reducciones fueron menores en sodgat1-2 que en las hojas WT a los 2 y 4 DTS, mientras 

que a los 7 DTS se reducían hasta valores similares a los de WT. Considerados en 



 
 

194 

 

conjunto, estos resultados muestran que la acumulación de agua inducida por la salinidad 

en los mutantes sodgat1-2 está asociada inicialmente a mayor transporte de agua a través 

de la cadena de transpiración, como reflejan los mayores valores de gs y E entre 2 y 4 

DTS, pero esta respuesta no parece mantenerse a más largo plazo (7 DTS). 

 

Figura 45. Efecto de la salinidad sobre los contenidos de agua en diferentes partes de la planta y los 

caracteres relacionados con la pérdida de agua a través de las hojas. Plantas WT y mutantes 

desarrolladas en cultivo hidropónico en control y salinidad (100 mM NaCl) durante 7 días (DTS). a) 

Evolución del contenido de agua en raíz, tallo y hoja adulta.  b) Conductancia estomática (gs) y transpiración 

(E) a lo largo del periodo de tratamiento. Valores promedio ± EE de tres réplicas biológicas. Los asteriscos 

indican diferencias significativas entre valores medios de WT y mutantes (Test t de Student, p < 0.05) 

Otro de los efectos más importantes inducidos por la salinidad es la toxicidad provocada 

por la acumulación del ion tóxico Na+. Con el fin de identificar las alteraciones 

provocadas por la anulación del gen en la homeostasis del Na+, este se analizó en raíz, y 

tallo y hoja adulta (Figura 46). Como se observó para el contenido de agua, las 

diferencias entre WT y mutantes no estaban en raíz sino en la parte aérea, donde la 

acumulación de Na+ aumentaba en tallo y, especialmente, en hoja tras 7 DTS, donde los 

contenidos de Na+ eran 4 veces mayores en mutantes que en WT. Estos resultados 

demuestran que el patrón de distribución normal de Na+ está totalmente alterado en los 

mutantes. Así, en las plantas WT los contenidos de Na+ son mayores en la raíz, seguidos 

de tallo y la menor acumulación ocurre en la hoja para evitar el efecto tóxico, mientras 

que el comportamiento es opuesto en los mutantes sodgat1-2 (Figura 46).  

Mientras que los cambios más importantes en la homeostasis de Na+ de ambos mutantes 

ocurrieron en hoja, los de K+ se dieron en raíz, donde los contenidos se redujeron más del 
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50% en ambos mutantes con respecto a WT desde los 2 DTS (Figura 46). Un carácter 

relacionado con la sensibilidad a la sal es la relación Na+/K+, y los valores de dicha 

relación se incrementaron en los tres órganos y, especialmente, en las hojas de ambos 

mutantes (Figura 46). Estos resultados muestran el importante papel del gen SlRBOHG 
en la homeostasis de Na+ y K+. 

 

Figura 46. La disrupción de SlRBOHG promueve un transporte masivo de Na+ desde la raíz a la parte 

aérea bajo condiciones salinas.  Plantas WT y mutantes desarrolladas en cultivo hidropónico en control y 

salinidad (100 mM NaCl) durante 7 días (DTS). Evolución de los contenidos de Na+ y K+ en raíz, tallo 

adulto y hoja adulta, así como la relación Na+/K+ durante los 7 DTS. Valores promedio ± EE de tres 

repeticiones. Los asteriscos indican diferencias significativas entre valores medios de WT y mutantes (Test 

t de Student, p < 0.05). 

3.2.3. Caracterización molecular. Genes implicados en el transporte de agua y en la 

homeostasis Na+/K+  

El primer efecto inducido por el estrés salino en ambos mutantes fue la mayor 

acumulación de agua en la parte aérea. Dado que las acuaporinas (AQP) están 

involucradas en el transporte de agua, se analizaron los niveles de expresión de 6 

isoformas de acuaporinas de membrana plasmática (SlPIP1;3, SlPIP1;5, SlPIP1;7, 

SlPIP2;1, SlPIP2;10, SlPIP2;12) y 2 isoformas de tonoplasto (SlTIP1;1 y SlTIP2;2) en 

raíces y hojas de WT y mutantes sodgat1-2 a los 0 (control) y 2 DTS. Puesto que no se 
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conocían las isoformas mayoritarias en el cultivar de tomate utilizado en este trabajo (cv 

Moneymaker), en primer lugar comparamos los niveles de expresión de las isoformas, 

observando que SlPIP1;3 presentaba la mayor expresión tanto en la raíz como en la hoja, 

seguida de SlPIP1;5 y SlPIP2;1. No se observaron diferencias significativas en la 

expresión de aquoporinas entre WT y los mutantes sodgat (Figura 47). 

 

Figura 47. Expresión de genes de acuaporinas en WT y mutantes sodgat1 y sodgat2. Expresión relativa 

de seis genes de la subfamilia SlPIP y dos SlTIP analizada en raíz y hoja adulta de plantas desarrolladas en 

control. Los valores eran relativizados a 1 para SlPIP2;12 de WT. Valores promedio ± EE de tres 

repeticiones.  

Respecto a los cambios inducidos por la salinidad en WT, se observó que los niveles de 

expresión de SlPIP1;3 y SlPIP1;5 aumentaron significativamente con la salinidad en 

hojas (Figura 48a). El resto de genes no variaron sus niveles de expresión con la salinidad 

ni en raíz ni en hoja de las plantas WT, excepto SlPIP2;12 cuya expresión se redujo en 

ambos tejidos. Sin embargo, los niveles de expresión de los mutantes prácticamente no 

aumentaron respecto a WT en medio salino a excepción, tal y como sería esperable de 

acuerdo con el alto transporte de agua hasta sus hojas (Figura 48b). Incluso la expresión 

de algunos genes era reducida en los mutantes respecto a WT, como se observó para 

SlPIP1;3 y SlPIP1;5 en las raíces de ambos mutantes. Estos resultados demuestran que 

la sobreacumulación de agua provocada por la disrupción de SlRBOHG no está 

relacionada con la expresión de genes de acuaporinas implicados en el transporte de agua.  

El otro efecto inducido por la mutación es el alto transporte de Na+ desde la raíz hasta las 

hojas y la reducción de los niveles de K+, razón por la que se analizó la expresión génica 

implicada en la homeostasis de ambos iones. Respecto a Na+, se analizaron los niveles de 

expresión de los principales genes implicados en el transporte de dicho ion (SlSOS1, 

SlHKT1;1 y SlHKT1;2) y en la compartimentalización vacuolar (LeNHX3 y LeNHX4) a 

los 0 y 2 DST (Figura 49). La expresión de SlSOS1 y especialmente SlHKT1;1 y 
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SlHKT1;2 era significativamente reducida en las raíces de los mutantes sodgat, respecto 

a WT, tanto en control como en salinidad. Respecto a los genes involucrados en la 

compartimentación vacuolar, la expresión se redujo en LeNHX3 tanto en control como en 

sal en ambos mutantes, mientras que la expresión de LeNHX4 solo se reducía con la sal 

en el mutante sodgat2.  

 

Figura 48. Cambios inducidos por la salinidad en la expresión de genes de acuaporinas en WT y 

mutantes sodgat1 y sodgat2. Expresión relativa de seis genes de la subfamilia SlPIP y dos de SlTIP 

analizada en raíz y hoja adulta a los 0 (control) y 2 DTS (100 mM NaCl). a) Niveles de expresión en control 

y sal de plantas WT. La expresión era relativizada a 1 para cada isoforma en control. b) Cambios de 

expresión inducidos por la salinidad en ambos mutantes respecto a WT. Para cada gen, la expresión era 

relativizada a 1 en WT. Valores son las medias ± EE de tres réplicas biológicas. Los asteriscos indican 

diferencias significativas entre valores promedios (Test t de Student, p < 0.05). 

Además, y como consecuencia de la alteración de la homeostasis de K+, también se 

analizaron los principales genes implicados en absorción y transporte de este ion, SlHAK5 

y SlSKOR (Figura 49). De los dos genes involucrados solo se redujo la expresión de 

SlSKOR en ambos mutantes con respecto a las raíces WT. En conclusión, la alta relación 
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Na+/K+ en parte aérea de los mutantes sodgat1-2 está relacionada con un patrón de 

expresión alterado de los genes transportadores de Na+ y K+ en la raíz. 

 

Figura 49. La disrupción de SlRBOHG altera la expresión de genes involucrados en la homeostasis 

Na+/K+. Expresión relativa de genes involucrados en la absorción y transporte de Na+ desde la raíz a la 

parte aérea (SlSOS1, SlHKT1;1 and SlHKT1;2), en la compartimentación vacuolar (LeNHX3 and LeNHX4) 

y en la absorción y transporte de K+ (SlHAK5 y SlSKOR) analizados en raíces a los 0 (control) y 2 DTS 

(sal). La expresión de genes era relativizada a 1 en WT control. Valores promedios ± EE de tres repeticiones. 

Los asteriscos indican diferencias significativas entre valores medios de WT y mutantes (Test t de Student’s, 

p < 0.05). 

3.2.4. Cambios inducidos por la anulación de SlRBOHG en la producción de H2O2 

en condiciones in vitro e in vivo 

La expresión de SlRBOHG inducida por el estrés salino generalmente se asocia con un 

aumento de H2O2. Con el fin de conocer los cambios inducidos por la mutación en los 

niveles de H2O2, primero se analizó la producción de H2O2 en raíces de plantas in vitro 

usando diacetato de 2,7-diclorofluoresceína (H2DCF-DA) y luego se midió usando la 

técnica e-FOX (ver apartado 4.13 sección III Material y Métodos). Se encontró una mayor 

intensidad de fluorescencia y una mayor producción de H2O2 en las raíces de las plántulas 
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WT tratadas con sal durante 15 días, mientras que la producción de H2O2 no aumentó con 

el estrés salino en los mutantes sodgat1-2 (Figura 50a). 

 

Figura 50. Producción de H2O2 en condiciones in vitro and in vivo. a) H2O2 analizado por microscopia 

y por espectrofotometría (e-FOX) en raíces de plantas WT y mutantes sodgat1-2 en control y sal (75 mM 

NaCl) tras 15 DTS in vitro. b) Concentración de H2O2 en raíz, tallo y hoja adulta de plantas crecidas en 

cultivo hidropónico en control y sal (100 mM de NaCl) tras 7 DTS. c) Acumulación de H2O2 en raíz tras 1 

DTS, concentraciones de Na+ en raíz y parte aérea tras 2 DTS y expresión relativa de SlSOS1 y SlHKT1;2 

en raíz tras 1 DTS en sal o sal + DPI de plantas crecidas en hidropónico. Valores promedio ± EE de 3 

réplicas biológicas. Asteriscos indican diferencias significativas entre valores medios de WT y mutantes 

(Test t de Student, p < 0.05). 

Seguidamente, se analizó la producción de H2O2 in vivo mediante microscopía, 

observando una mayor intensidad de fluorescencia en las plantas WT a los 2 DST, lo cual 

se corroboró cuando se midió el contenido de H2O2 por espectrofotometría a los 7 DST 

(Figura 50b). Así, la producción de H2O2 aumentó con la salinidad en raíz, tallo y hoja 
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de las plantas WT pero no en los mutantes sodgat1-2, que mantenían niveles similares en 

control y sal. Considerados en conjunto, el aumento de la expresión de SlRBOHG está 

asociado con la acumulación de H2O2 en las plantas WT, y esta respuesta es similar tanto 

en condiciones in vitro como in vivo. 

Para corroborar los resultados anteriores, se estudiaron los efectos del inhibidor de la 

NADPH oxidasa, DPI sobre la producción de H2O2 en raíces de plantas WT (Figura 50c). 

La fluorescencia de H2O2 fue menor en las raíces tratadas con sal + DPI que las tratadas 

solo con sal. En este ensayo, también se midieron los niveles de Na+ en parte aérea y raíz, 

observando un aumento en parte aérea con el tratamiento DPI junto a una disminución en 

raíces. Finalmente, se analizaron los niveles de transcritos de SlSOS1 y SlHKT1;2 en 

raíces. Mientras que la expresión de SlSOS1 no cambiaba con el tratamiento DPI en raíz, 

el nivel de expresión de SlHKT1;2 se redujo un 60 % en el tratamiento sal + DPI. Estos 

resultados sugieren que la inhibición de las NADPH oxidasas en las plantas de WT 

tratadas con sal tiene un efecto similar al de la interrupción del gen SlRBOHG en los 

mutantes sodgat1-2, ya que la reducción de H2O2 en la raíz se asocia con un mayor 

transporte de Na+ a la parte aérea a través de una expresión reducida de SIHKT1;2, el 

transportador que más se ve afectado por la anulación del gen. 

3.3. Determinar el papel del gen SlRBOHG en la tolerancia a la salinidad a lo largo 

del desarrollo vegetativo y reproductivo de la planta 

Una vez caracterizados los mutantes nulos para el gen SlRBOHG en ensayos a corto-

medio plazo, la etapa siguiente era comprobar si este gen estaba implicado en la tolerancia 

a salinidad a largo plazo, es decir si era un gen clave no solo del desarrollo vegetativo 

sino también reproductivo. 

Para comprobar cómo afectaba la disrupción del gen en el desarrollo vegetativo y 

reproductivo (desarrollo floral, fructificación y producción), se llevaron a cabo dos 

ensayos a largo plazo en el invernadero situado en la finca experimental del CEBAS 

(Santomera, Murcia), durante las campañas de primavera-verano. Dada la similitud de 

respuestas de los dos mutantes, los ensayos a largo plazo se llevaron a cabo con uno solo 

de ellos (sodgat1). Además, al tratarse de un invernadero de condiciones no controladas, 

los experimentos se realizaron en dos años diferentes (2020 y 2022) con el fin de obtener 

resultados concluyentes sobre el papel del gen a largo plazo. 

Experimento 1  

En un primer experimento se cultivaron plantas WT y Sodgat1 en control y estrés salino 

(100 mM de NaCl) durante la primavera-verano de 2020. El tratamiento salino se inició 

cuando las plantas empezaban a desarrollar el primer racimo floral. 

A nivel vegetativo, la primera diferencia fenotípica observada en el mutante, respecto a 

WT, fue una mayor altura de las plantas tanto en condiciones control como en estrés salino 

(Figura 51a). Esta característica no se había observado en ninguno de los experimentos 
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que se habían realizado previamente en condiciones controladas, por lo que se podía tratar 

de un efecto ambiental.  

 

Figura 51.  Fenotipo de las plantas de tomate (WT) y mutante Sodgat1 desarrolladas en invernadero 

durante primavera-verano de 2020. a) La altura de las plantas era mayor en el mutante que en WT, tanto 

en control como a los 21 DTS (100 mM de NaCl). b) Imágenes de plantas WT y mutante sodgat1 a los 21 

y 35 DTS que muestran la clorosis provocada por la salinidad en la parte aérea, especialmente en hojas del 

mutante. c) Reducción del contenido de clorofila en el mutante Sodgat1 a los 21, 28 y 35 DTS. Valores 

medios ± EE. Diferentes letras indican diferencias significativas entre genotipos y tratamientos (Test de 

Tukey’s p ≤ 0.05). 

En todos los experimentos a corto-medio plazo se había comprobado que el estrés salino 

causaba una elevada clorosis generalizada en la planta, y precisamente el carácter 

vegetativo más evidente en el mutante sodgat1 era la clorosis provocada por la salinidad 

en la parte aérea. Este efecto era evidente desde los primeros días de aplicación del estrés, 

a pesar de que el tratamiento se iniciaba en plantas adultas (8 hojas verdaderas), y el alto 

grado de clorosis de las hojas del mutante se reflejaba en la disminución de los niveles de 

clorofila, mayores del 50% desde los 21 DTS (Figura 51b, c). Además, las hojas basales 

se deshidrataban antes en el mutante que en WT, encontrando en este primer experimento 

que a los 35 DTS las plantas sodgat1 sometidas a 100 mM de NaCl ya presentaban casi 
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la mitad de las hojas basales senescentes e incluso necrosadas. Estos resultados 

demuestran que la sensibilidad a la sal del mutante se mantiene a largo plazo  

Hasta ahora no se había estudiado el papel del gen en el desarrollo reproductivo en medio 

salino. Los primeros resultados obtenidos en este experimento sugieren que el gen 

SlRBOHG tiene un papel clave en el correcto desarrollo reproductivo en condiciones de 

salinidad, ya que su disrupción provocaba una alta tasa de abscisión floral en el mutante 

sodgat1, como se observa en las imágenes del mutante tan solo a los 28 DTS (Figura 

52a). 

 

Figura 52.  A nivel reproductivo, la sensibilidad a la sal del mutante sodgat1 se refleja principalmente 

en el alto porcentaje de abscisión de los frutos, lo que provoca indirectamente la reducción del 

cuajado del fruto. a) Imágenes representativas de los racimos florales de WT y sodgat1 a los 28 días de 

tratamiento salino (DTS, 100 mM de NaCl) de las plantas desarrolladas en invernadero durante primavera-

verano de 2020. b) Al final del experimento (50 DTS), numero de racimos con frutos en desarrollo, y 

porcentajes de cuajado del fruto y abscisión en WT y sodgat1. Valores medios ± EE. Diferentes letras 

indican diferencias significativas entre genotipos y tratamientos (Test de Tukey’s p ≤ 0.05).  

A pesar de que WT podía haber seguido desarrollándose y el fruto aún no había cuajado 

en gran parte de las flores, hubo que finalizar el experimento a los 50 DTS debido a que 

las plantas del estaban muy senescentes e incluso muertas. Para cuantificar el efecto 

provocado por la salinidad, al final del experimento (50 DTS) se realizó el contaje del 

número de racimos con algún fruto en desarrollo, y porcentajes de cuajado del fruto y 

abscisión en WT y sodgat1 desarrolladas en control y sal (Figura 52b). Los bajos valores 
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de cuajado en WT no se deben a un mal desarrollo de estas plantas, sino son una 

consecuencia del elevado número de flores en las que aún no había cuajado el fruto por 

estar en preantesis o antesis. 

El efecto más significativo provocado por la salinidad en las flores del mutante sodgat1 

fue el alto porcentaje de abscisión (> 50%), mientras que WT apenas presentó abscisión 

con un porcentaje inferior al 4% tanto en control como en salinidad. Además, el alto 

porcentaje de abscisión de las flores del mutante provocaba indirectamente la reducción 

del cuajado del fruto. Estos resultados en conjunto sugieren un importante papel del gen 

SlRBOHG en el desarrollo reproductivo, evitando la abscisión floral en condiciones de 

estrés salino.  

Experimento 2 

En el diseño de este nuevo experimento se tuvo en cuenta la alta sensibilidad a la sal 

mostrada por el mutante en el primer experimento al aplicar una concentración salina 100 

mM de NaCl, lo que llevó a finalizar el experimento a los 50 DTS por la muerte de las 

plantas antes de poder controlar la producción. En el nuevo experimento realizado en el 

mismo invernadero y en la misma época de cultivo, se aplicó el mismo nivel salino (100 

mM NaCl) con objeto de poder comparar los resultados de ambos experimentos y además 

un nivel intermedio de sal (50 mM de NaCl) que permitiera analizar los efectos sobre el 

rendimiento en fruto.  

Además de analizar los caracteres relacionados con el desarrollo vegetativo y 

reproductivo, en este ensayo también se estudió la respuesta de las plantas a diferentes 

niveles, morfológico, fisiológico, hormonal y metabólico, con objeto de profundizar en 

los mecanismos de tolerancia inducidos por el gen SlRBOHG en tomate. 

3.3.1. Efectos en el desarrollo vegetativo inducidos por la anulación del gen 

SlRBOHG 

En primer lugar, se realizó un fenotipado de las plantas al inicio del experimento, desde 

que fueron trasplantadas al invernadero hasta el inicio del tratamiento salino (Figura 53). 

En este periodo de tiempo (desde el 2 de marzo hasta 23 de marzo de 2022) se observó 

que las plantas del mutante presentaban mayor altura que WT (Figura 53b, c). En la 

figura se representan por separado los tres lotes de plantas que estaba previsto utilizar 

para cada tratamiento (control y dos niveles salinos), donde se observa la homogeneidad 

de estos. En cuanto al resto de caracteres no había diferencias significativas entre las 

plantas WT y mutantes (Figura 53d). En el momento de aplicar los tratamientos, todas 

ellas habían desarrollado alrededor de 9 hojas, un primer racimo y algunas estaban 

comenzando a desarrollar el segundo, con una media de 6 flores, lo que demuestra que 

las plantas ya habían comenzado el desarrollo reproductivo cuando se aplicaron los 

tratamientos salinos. 
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Figura 53. Fenotipo y estado de desarrollo de las plantas WT y mutante sodgat1 cuando se trasplantan 

a invernadero y se inicia la aplicación de los tratamientos salinos durante primavera-verano de 2022. 

a) Fotos representativas en el trasplante y b) al inicio del tratamiento salino (0 DTS), c) altura y d) racimos, 

hojas y flores (nº) de plantas WT y sodgat1 en condiciones control. En cada gráfico se representan por 

separado por separado los tres lotes de plantas a utilizar para cada tratamiento (control y dos niveles salinos: 

50 y 100 mM de NaCl). Valores medios ± EE. Letras diferentes indican diferencias significativas entre 

genotipos y tratamientos (Test de Tukey’s p ≤ 0.05) 

Las plantas del mutante sodgat1 presentaban el mismo fenotipo característico observado 

tanto en ensayos a corto-medio plazo como en el primer experimento a largo plazo: La 

salinidad inducía una clorosis generalizada de todos los tejidos fotosintéticos en el 

mutante con respecto a WT. Además, al utilizar los dos niveles de estrés (50 y 100 mM 

NaCl), se pudo observar que el fenotipo del mutante era más acentuado cuanto mayor era 

el estrés salino, tal como se observó a los 30 DTS (Figura 54a). Esta clorosis se reflejó 

en los niveles de clorofila (SPAD) y fluorescencia del fotosistema II (Fv/fm) (Figura 

54b). WT no presentaba diferencias significativas en ninguno de ellos entre control y los 

dos niveles de salinidad, mientras que tanto clorofila como Fv/fm se redujeron 

significativamente en sodgat1 con respecto a WT. La reducción inducida por la salinidad 

fue notablemente superior a 100 que a 50 mM NaCl, lo que sugiere que el nivel alto de 

sal es un nivel letal para la planta del mutante como habíamos observado en el primer 

experimento. Curiosamente, el mutante también reducía la clorofila y Fv/fm respecto a 
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WT en control, lo que puede estar relacionado con las condiciones ambientales del 

invernadero. 

 

Figura 54. La clorosis inducida por la salinidad en el mutante sodgat1 se incrementa con el nivel de 

estrés salino. a) Fenotipo de las plantas y b) niveles de clorofila y fluorescencia a los 30 días de tratamiento 

salino (DTS) de plantas WT y mutante sodgat1 cultivadas en invernadero durante primavera-verano de 

2022, en condiciones control y dos niveles de salinidad (50 y 100 mM NaCl). Valores medios ± EE. Letras 

diferentes indican diferencias significativas entre genotipos y tratamientos (Test de Tukey’s p ≤ 0.05). 

Al aumentar el periodo de tratamiento (50 DTS), el fenotipo del mutante era más 

acentuado, con la mayor parte de las hojas basales senescentes, especialmente las 

desarrolladas a 100 mM NaCl (Figura 55a).  

Aunque las plantas WT también mostraban fenotipos asociados a los síntomas 

provocados por el estrés salino, estos eran mucho menores y las plantas podían seguir 

desarrollándose, a diferencia del mutante sobre todo para el nivel alto de salinidad. A los 

50 DTS, se llevó a cabo un análisis del desarrollo vegetativo más exhaustivo midiendo la 

altura de la planta y la distancia entre los nudos de las hojas y se contó el número de hojas 

(Figura 55b). No había diferencias en el número de hojas, pues todas las plantas 

presentaban alrededor de 20 hojas, mientras que sí que hubo diferencia significativa en la 

altura, donde el mutante presentaba una mayor altura que WT, independientemente del 

tratamiento. Estos resultados corroboran los obtenidos en el primer experimento (Figura 

51a). Además, en este 2º experimento se comprobó que la mayor altura del mutante se 

debía a la mayor distancia de entrenudos y no al mayor número de hojas (Figura 55b).  
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Figura 55. A nivel vegetativo, la mayor altura del mutante se debe a la mayor distancia entrenudos y 

no al mayor nº de hojas. a) Fotos representativas del fenotipo de las plantas y b) valores de altura, nº de 

hojas y distancia entrenudos de plantas WT y mutante sodgat1 desarrolladas en invernadero en condiciones 

control y dos niveles de salinidad (50 y 100 mM NaCl) durante 50 días (DTS). A la derecha, imágenes 

representativas de 6 entrenudos en plantas WT y mutante. Valores medios ± EE. Diferentes letras indican 

diferencias significativas entre genotipos y tratamientos (Test de Tukey’s p ≤ 0.05).  

Considerados en conjunto, los resultados demuestran, en primer lugar, la mayor altura de 

las plantas provocada por la anulación del gen SlRBOHG en tomate, característica que 

hasta ahora no se había detectado en ninguno de los estudios anteriores dirigidos a 

dilucidar el papel de este gen en tomate. Desde el punto de vista del papel del gen en la 

tolerancia a la salinidad, el resultado más interesante es que el mutante mantiene la alta 

sensibilidad a la sal a largo plazo, es decir se puede concluir que SlRBOHG es un gen 

clave en la tolerancia del tomate a la salinidad a lo largo del ciclo de la planta y, por tanto, 

su anulación debe provocar importantes efectos en el desarrollo reproductivo. 
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3.3.2. Efectos en el desarrollo reproductivo inducidos por la anulación del gen 

SlRBOHG 

Desarrollo floral: Zona de abscisión del pedicelo  

No se observaron diferencias significativas en el número de racimos florales ni en el 

número de flores entre WT y sodgat1, ni en control ni en salinidad a los 50 DTS (Tabla 

19), pero si en el fenotipo de la flor. En WT, el fenotipo de la flor en antesis, post-antesis 

o fruto recién cuajado no se veía afectado por la salinidad, ni a 50 ni a 100 mM NaCl, 

como se observa en las imágenes representativas a los 40 DTS (Figura 56). Sin embargo, 

el estrés salino afectaba a la morfología de las flores del mutante, presentando estas un 

mayor grado de clorosis en sépalos y pedicelos (órganos verdes de la flor) que era más 

marcado al aumentar el nivel de estrés, e incluso las puntas de los sépalos se atrofiaban. 

Otra alteración provocada por la salinidad en el fenotipo de las flores del mutante era que 

la parte superior de los estambres se necrosaban, especialmente a 100 mM NaCl (Figura 

56). 

Tabla 19. Número de racimos y de flores de WT y mutante sodgat1 a los 50 días 

 Nº racimos Nº flores 

WT sodgat1 WT sodgat1 

Control 5.7 ± 0.33 5.6 ± 0.18 54.6 ± 8.4 51.0 ± 10.1 

50 mM 6.0 ± 0.26  6.2 ± 0.20 49.0 ± 5.8  45.2 ± 6.8 

100 mM 5.8 ± 0.20 6.0 ± 0.32 43.7 ± 7.9 39.0 ± 4.3 

Además del mayor grado de clorosis provocado por la salinidad en los pedicelos del 

mutante, también se observaron cambios en su morfología. El primer cambio observado 

fue el mayor grosor de los pedicelos del mutante respecto a WT, efecto que se observaba 

visualmente tanto en flores intactas, como al cortarlas longitudinalmente y era 

independiente de la salinidad, ya que se observaba tanto en control como en estrés 

(Figura 57a). El cambio inducido por la salinidad parecía ser el mayor engrosamiento de 

los sépalos en el mutante que en WT, señalados con flechas rojas en las imágenes 

representativas (Figura 57a), aunque no se llevó a cabo una medida cuantitativa del 

grosor de los mismos. También se observó que el ovario de la flor estaba más clorótico y 

engrosado en el mutante, especialmente en el nivel más alto de salinidad. En resumen, la 

morfología floral del mutante sodgat1 mostraba importantes alteraciones con la salinidad, 

como mayor clorosis en sépalos, ovario y pedicelos y necrosis en los estambres, así como 

un mayor grosor del pedicelo. 
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Figura 56.  Las flores del mutante sodgat1 muestran mayor grado de clorosis e incluso quemaduras 

en algunos órganos debido a la salinidad. Imágenes representativas de flores WT y sodgat1 a los 40 DTS. 

En cada imagen se representan flores en antesis (arriba izquierda), postantesis (arriba derecha) y frutos 

recién cuajados (abajo). Flechas rojas indican zonas quemadas del mutante sodgat1 en sépalos y estambres 

en condiciones de salinidad (50 y 100 mM de NaCl). Abajo, detalle de las quemaduras provocadas por la 

salinidad señaladas con flechas blancas. 

Dentro del pedicelo, los cambios inducidos por la salinidad tenían lugar en la zona de 

abscisión (ZA). Esta comenzaba a hacerse mucho más marcada y evidente que en WT 

hasta que la parte proximal de la flor se atrofiaba y estaba a punto de despegarse de la 

parte distal, como se observa en las imágenes representativas a 100 mM NaCl (Figura 

57b). A partir de este momento, la abscisión se producía muy fácilmente a veces con tan 

solo rozar la flor, y cuando la abscisión no llegaba a producirse la parte distal de la flor 

acababa atrofiada y se secaba, como se observa en detalle en la Figura 57b. 
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Figura 57. Las flores del mutante sodgat1 muestran cambios en el pedicelo de la flor y en la zona de 

abscisión provocados por la salinidad. a) Grosor del pedicelo e imágenes representativas de flores WT y 

sodgat1 cortadas longitudinalmente tras 40 DTS cultivadas en invernadero en condiciones control y dos 

niveles de salinidad (50 y 100 mM de NaCl). b) Imágenes representativas de la zona de abscisión (ZA) en 

las plantas WT y sodgta1 tras 40 DTS a 100 mM de NaCl. A la derecha, detalle de los efectos provocados 

por la salinidad en el mutante, caída de la flor o atrofia de la parte distal de la ZA. Valores medios ± EE. 

Diferentes letras indican diferencias significativas entre genotipos y tratamientos (Test de Tukey’s p ≤ 0.05).  

Para observar los cambios a nivel celular en la ZA, se prepararon semifinos de cortes 

longitudinales del pedicelo floral por la ZA de las flores en postantesis (Figura 58). En 

control, no se observaron diferencias entre la morfología celular de WT y mutante. Sin 

embargo, a 50 mM de NaCl se observó una degradación de la estructura celular en las 

células centrales inmediatas a la ZA por la parte distal, y a 100 mM de NaCl la ruptura de 

las células era generalizada en ambos lados de la ZA, mientras que se encontraban intactas 

en WT independientemente del tratamiento salino (señalado con flechas rojas en Figura 

58). En resumen, los cambios en la ZA de las flores del mutante sodgat1 se deben a una 

degradación celular inducida por la salinidad. 
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Figura 58. Los cambios en la zona de abscisión de las flores del mutante sodgat1 se deben a una 

degradación celular en la parte distal inducida por la salinidad. Micrografías de preparaciones 

microscópicas de la ZA de flores en postantesis de plantas WT y mutante sodgat1 cultivadas en invernadero 

a 0, 50 y 100 mM de NaCl durante 50 días (DTS) observadas a 10X. 

 

Abscisión y cuajado del fruto 

En este experimento se controló individualmente el porcentaje de abscisión de flores para 

cada uno de los 4 primeros racimos (hasta los 50 DTS). Se consideró interesante el control 

por racimos debido a que los tratamientos salinos se iniciaron cuando el primer racimo 

había aparecido en todas las plantas (ver Figura 12 donde se describe el estado de 

desarrollo de las plantas) y por tanto el efecto de la salinidad podía ser diferente debido a 

los diferentes tiempos de tratamiento salino de los racimos florales. Así, es conocido que, 

en las variedades de tomate de desarrollo indeterminado, como es el cv. Moneymaker, los 

efectos de la sal pueden variar para cada racimo, siendo mayores en los racimos 

superiores, desarrollados posteriormente y sujetos a mayores periodos de estrés salino 

que los más jóvenes (en los que la aparición de los frutos se da a menor tiempo de 

exposición al estrés).  
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Figura 59. A nivel reproductivo, el principal efecto inducido por la salinidad en el mutante sodgat1 es 

la elevada abscisión de las flores. a) Se representa la abscisión floral individualizada para los 4 primeros 

racimos a lo largo del periodo de tratamiento salino de plantas WT y mutante sodgat1 desarrolladas en 

invernadero a 0, 50 y 100 mM NaCl durante 50 días (DTS).  b) Imágenes representativas del 2º racimo 

floral de plantas WT y sodgat1. c) Abscisión total y cuajado total acumulado en los 4 racimos anteriores. 

Valores medios ± EE. Diferentes letras indican diferencias significativas entre genotipos y tratamientos 

(Test de Tukey’s p ≤ 0.05).  

En WT, los porcentajes de abscisión de flores (AF) fueron prácticamente nulos tanto en 

control como en los dos tratamientos salinos para cada uno de los 4 racimos (Figura 59a). 

Una respuesta bastante similar se obtuvo para el mutante sodgat1 en control, con 
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porcentajes de AF que no mostraban diferencias significativas con WT. Sin embargo, la 

salinidad provocaba importante AF en el mutante, aunque había diferencias entre los 

racimos. Como se esperaba, el menor efecto tuvo lugar en el primer racimo, donde solo 

incrementó significativamente respecto al control en las plantas desarrolladas a 100 mM 

NaCl durante 50 DTS (25% AF), mientras que a 50 mM incrementaba hasta un 10% pero 

las diferencias con el control no llegaban a ser significativas (Figura 59a). Como se 

indicaba anteriormente, este menor efecto era sin duda debido al menor tiempo de 

exposición al tratamiento salino hasta el cuajado del fruto. En los dos racimos centrales 

(2º y 3º) la respuesta era idéntica, con porcentajes de AF del 25% a salinidad moderada y 

del 80 % en el nivel alto de salinidad, siendo la única diferencia el adelanto temporal de 

la curva acumulada de la AF en el 2º racimo para 100 mM NaCl, adelanto que no llegó a 

observarse a 50 mM NaCl. En la Figura 59b se muestran imágenes representativas del 

2º racimo floral de plantas WT y sodgat1 en control y sal. La tendencia en el 4º racimo 

es similar a la de los anteriores, aunque las curvas están retrasadas temporalmente como 

consecuencia del desarrollo posterior del racimo. Así, a los 40 DTS solo se alcanzaba un 

40% AF en el 4º racimo a 100 mM NaCl, mientras que a este tiempo ya se había alcanzado 

el máximo (80%) en el racimo anterior.  

Considerados en conjunto los 4 racimos, el porcentaje de AF alcanzó un valor próximo al 

60% en las plantas del mutante desarrolladas a 100 mM NaCl, y en el nivel salino inferior 

(50 mM) el porcentaje no llegó al 20% (Figura 59c), lo que demuestra que el efecto no 

es proporcional al nivel de estrés. Esto puede ser debido a que los efectos predominantes 

pueden ser diferentes a moderado (50 mM NaCl) y alto (100 mM NaCl) nivel de estrés, 

pudiendo predominar el efecto osmótico a nivel moderado y el tóxico provocado por la 

acumulación de Na+ a nivel alto de salinidad 

En cuanto al porcentaje total de cuajado en los cuatro primeros racimos, no se observaron 

diferencias significativas entre WT (en control o salinidad) y sodgat1 en control y 50 mM 

de NaCl. Sin embargo, para el nivel superior de estrés (100 mM), sodgat1 también reducía 

el porcentaje de cuajado hasta un 40% (Figura 59c). En resumen, las plantas del mutante 

desarrolladas a 100 mM NaCl no llegaban a producir debido principalmente a la elevada 

abscisión de las flores, pero también al menor cuajado de los frutos, lo que podría estar 

relacionado con la calidad o cantidad de polen de la flor. 

Fructificación y rendimiento en fruto  

El proceso de fructificación solo se pudo evaluar en las plantas desarrolladas en control 

y en el nivel moderado de sal (50 mM NaCl) ya que en el nivel más alto (100 mM) no se 

llegaron a obtener suficientes frutos por planta. 

Un efecto observado en los dos primeros racimos que habían completado el proceso de 

maduración fue el adelanto de la misma en los frutos del mutante sodgat1 desarrollados 

en sal (Figura 60). Así, al representar la distribución de frutos verdes (incluidos frutos de 

color verde intenso y breaker), naranjas y rojos entre 50 y 60 DTS, se observa que el 

porcentaje de frutos en maduración (naranjas y rojos) del mutante es más elevado al de 
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WT teniendo en cuenta el porcentaje total de frutos presentes. A los 60 DTS, el porcentaje 

de frutos en maduración en WT no llega al 30% en el 2º racimo a 50 mM de NaCl, 

mientras que en el mutante alcanza un 30% respecto al 40% de máxima producción 

alcanzada en el mutante, como además se observa en las imágenes representativas 

(Figura 60). 

 

Figura 60. La salinidad induce un adelanto de la maduración en los frutos del mutante sodgat1. a) Se 

representa la distribución de frutos verdes (incluidos frutos de color verde intenso y breaker), naranjas y 

rojos en los dos primeros racimos que habían completado el proceso de maduración de plantas WT y 

mutante sodgat1 desarrolladas en invernadero a 0 y 50 mM de NaCl durante 60 DTS. b) Imágenes 

representativas del 2º racimo floral a los 60 DTS.  

En cuanto al rendimiento en fruto, se llevó a cabo el recuento individualizado por racimos. 

En primer lugar, es de destacar el elevado número de frutos verdes en el 4º racimo de las 

plantas WT, tanto en control como a 50 mM NaCl, y los bajos valores en el mutante. Pero 

esta situación no se invierte en los frutos rojos, de modo que la producción va aumentando 

en los racimos de WT y disminuyendo en el mutante (Figura 61a). Mientras que WT no 

reducía el rendimiento en fruto con la salinidad, en el mutante se observó una reducción 
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significativa respecto a WT incluso en las plantas desarrolladas en control (50%), pero la 

disminución de rendimiento era mucho mayor en medio salino, donde se alcanzaba una 

reducción del 80% respecto a WT en control (Figura 61b).  

 

Figura 61.  El mutante sodgat1 reduce el rendimiento en fruto. a) Valores de número de frutos y 

rendimiento en fruto para los 4 primeros racimos y b) valores totales de los mismos de plantas WT y mutante 

sodgat1 desarrolladas en invernadero a 0 y 50 mM NaCl durante 60 DTS. Valores medios ± EE. Diferentes 

letras indican diferencias significativas entre genotipos y tratamientos (Test de Tukey’s p ≤ 0.05).  

Finalmente, se midió la resistencia a la compresión de una muestra representativa (n= 15) 

de los frutos WT y sodgat1 en condiciones control y 50 mM de NaCl que se habían dejado 

madurar en la planta durante un periodo mayor de tiempo (80 DTS). Es interesante este 

nuevo resultado que demuestra que la resistencia a la compresión del fruto es menor en 

el mutante sodgat1 en condiciones de salinidad, mientras que en control no presentaba 

diferencias con WT. Esto se veía reflejado en el aspecto de los frutos del mutante en 

salinidad (Figura 62). 
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En resumen, el mutante ya reducía su rendimiento en fruto respecto a WT en condiciones 

control, y este efecto negativo era mucho mayor por efecto de la salinidad donde la 

reducción en el mutante llegaba al 60% en sal respecto al control, siendo la componente 

afectada el número de frutos. Esto puede ser debido en parte a la abscisión de las flores y 

reducción del cuajado del fruto provocados por la salinidad en el mutante, pero otros 

procesos deben estar también alterados por la disrupción del gen SlRBOHG y que se ven 

reflejados en el rendimiento en fruto en condiciones control. 

 

Figura 62. La resistencia a la compresión es menor en el mutante sodgat1 en condiciones de salinidad. 

a) Imágenes representativas y b) resistencia a la compresión de frutos de plantas WT y sodgat1 desarrolladas 

en condiciones control y 50 mM de NaCl que se han dejado madurar durante más tiempo en la planta (80 

DTS). Valores medios ± EE.  Diferentes letras indican diferencias significativas entre genotipos y 

tratamientos (Test de Tukey’s p ≤ 0.05).  

3.3.3. Influencia de las condiciones ambientales  

Para estudiar la respuesta a largo plazo de plantas que tienen anulado el gen SlRBOHG se 

ha utilizado el invernadero de condiciones no controladas (NC), situado en la finca 

experimental del CEBAS (Santomera, Murcia). Es conocido que la respuesta de las 

plantas puede variar con las condiciones ambientales. Con el fin de conocer la influencia 

de las condiciones ambientales en la respuesta de las plantas, los ensayos se realizaron en 

dos años diferentes (2020 y 2022) pero en la misma época de cultivo (primavera-verano) 

de modo que las diferencias entre temperatura, humedad y luminosidad fueran mínimas, 

y el cultivo se realizó en condiciones similares.  

Un factor que puede influir en la respuesta del mutante a largo plazo puede ser la 

temperatura (Ta) alcanzada dentro del invernadero durante el desarrollo de las plantas y 

especialmente durante el periodo de fructificación. También influye la humedad (H) 

dentro del invernadero puesto que puede afectar a la transpiración y, por tanto, al 

transporte de Na+ hasta las hojas. Por estas razones, se consideró interesante realizar un 

nuevo experimento en un invernadero de condiciones climáticas semi-controladas (SC), 
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disponible en los servicios de la UM, y los resultados se han comparado con los obtenidos 

en el mismo año y época de cultivo con el invernadero de condiciones NC del CEBAS. 

En definitiva, pretendemos abordar dos aspectos diferentes y necesarios para dar solidez 

a los resultados dirigidos a dilucidar el papel del gen SlRBOHG en tomate: estudiar la 

influencia de diferentes años de cultivo por un lado y, por otro, de diferentes tipos de 

invernadero.  

Respuesta comparativa de plantas desarrolladas en control y sal (100 mM NaCl) 

en invernadero de condiciones no-controladas durante diferentes años de cultivo 

En la Figura 63 se presentan las evoluciones de Ta y H en el invernadero de condiciones 

NC del CEBAS durante el cultivo de las plantas en 2020 y 2022. Se han separado tres 

fases: 1º) Desde trasplante al inicio del tratamiento salino, 2º) Periodo de tratamiento 

salino antes de empezar la recogida de cosecha, 3º) Periodo de recogida de cosecha. Como 

se puede comprobar, los valores medios de Ta eran prácticamente idénticos en las distintas 

etapas de los cultivos y las diferencias de H eran relativamente pequeñas y, por tanto, no 

deberían afectar a priori a los resultados de ambos cultivos (Figura 63).  

Para comprobar si había diferencias entre los dos años de cultivo, se realizó un análisis 

estadístico (análisis multivariante univariado) considerando los tres efectos principales: 

genotipo, tratamiento y año de cultivo, así como las interacciones. A nivel vegetativo, se 

seleccionó el nivel de clorofila de hoja, por ser la medida fisiológica más evidente en el 

fenotipo del mutante tras aplicar el estrés salino. En la Tabla 20, se presenta el análisis 

multivariante univariado para clorofila en hojas de WT y mutante sodgat1 procedentes de 

plantas desarrolladas en control y 100 mM NaCl (35 DTS) en el invernadero de 

condiciones NC durante 2020 y 2022. Los efectos principales genotipo y tratamiento son 

significativos al 0,1%, mientras que no lo es el año de cultivo, lo que pone de manifiesto 

la respuesta similar de ambos cultivos en los ensayos realizados en diferentes años. Así, 

la importante reducción de los niveles de clorofila en las hojas del mutante desarrolladas 

a 100 mM NaCl era similar en ambos cultivos de 2020 y 2022 (Figura 64). 

A nivel reproductivo, el carácter más importante fue la abscisión de las flores del mutante 

inducida por la salinidad. El análisis estadístico mostró un resultado similar al observado 

para clorofila en hoja, ya que genotipo y tratamiento volvían a ser significativos al 0,1% 

pero no el año de cultivo (Tabla 21). Este resultado es de gran interés ya que permite 

confirmar que la anulación del gen SlRBOHG en tomate provoca un alto porcentaje de 

abscisión de flores cuando las plantas se desarrollan a alto nivel de salinidad (100 mM 

NaCl). Efectivamente, los valores eran prácticamente idénticos en los dos cultivos 

durante los 50 DTS (Figura 65). En resumen, el año de cultivo no ha influido en los 

efectos de la mutación del gen en salinidad, ni en el desarrollo vegetativo ni reproductivo 

y, por tanto, la abscisión de flores en el mutante sodgat1 es independiente del año de 

cultivo. 
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Figura 63.  Evolución de la temperatura y humedad durante el cultivo de las plantas de tomate (WT) 

y mutante sodgat1. Temperatura (ºC) y Humedad relativa (%) en el invernadero de condiciones no-

controladas del CEBAS durante primavera-verano de a) 2020 y b) 2022. Se representan los valores medios 

para los tres periodos de cultivo: 1º) Desde trasplante al inicio del tratamiento salino, 2º) Periodo de 

tratamiento salino antes de empezar la recogida de cosecha, 3º) Periodo de recogida de cosecha. Se indican 

valores promedio ± EE junto a cada línea de valores. 
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Tabla 20. Análisis multivariante univariado para clorofila en hojas de WT y mutante sodgat1. 

 

Fuente 
Suma de 

cuadrados 
GI 

Media de 

cuadrados 
Ratio F P-valor 

Efectos 

principales 

Tratamiento 2735,538 1 2735,538 163,287 <0,001 

Genotipo 9774,880 1 9774,880 583,473 <0,001 

Año 1,062 1 1,062 0,063 0,802 

Interacción 

Tratamiento * Genotipo 3254,180 1 3254,180 194,246 <0,001 

Tratamiento * Año 87,645 1 87,645 5,232 0,026 

Genotipo * Año 28,331 1 28,331 1,691 0,199 

Tratamiento * Genotipo * 

Año 

3,252 1 3,252 0,194 0,661 

Error 988,422 59 16,753     

Total 133268,590 67       

Total corregido 20420,081 66       

a. R al cuadrado =0,952 (R al cuadrado ajustada = 0,946) 

Plantas desarrolladas en control y 100 mM NaCl en invernadero de condiciones no-controladas durante 

2020 y 2022. Datos tomados a los 35 días de tratamiento salino  

 

 

Figura 64. El contenido en clorofila en WT y mutante sodgat1 es independiente del año de cultivo. 

Valores medios del porcentaje de abscisión de flores a los 35 DTS en plantas desarrolladas en control y 100 

mM NaCl en invernadero de condiciones no-controladas durante 2020 y 2022. Valores medios ± EE. 

Diferentes letras indican diferencias significativas entre genotipos y tratamientos (Test de Tukey’s p ≤ 0.05). 
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Tabla 21. Análisis de la multivariante univariado para abscisión de flores (%) en plantas WT y 

mutante sodgat1. 

 

Fuente 
Suma de 

cuadrados 
GI0 

Media de 

cuadrados 
Ratio F P-valor 

Efectos 

principales 

Tratamiento 8007,070 1 8007,070 70,543 <0,001 

Genotipo 13717,031 1 13717,031 120,848 <0,001 

Año 43,540 1 43,540 0,384 0,538 

Interacción 

Tratamiento * Genotipo 4902,400 1 4902,400 43,190 <0,001 

Tratamiento * Año 98,596 1 98,596 0,869 0,355 

Genotipo * Año 17,342 1 17,342 0,153 0,697 

Tratamiento * Genotipo * Año ,000 0 . . . 

Error 6242,865 55 113,507     

Total 63828,429 62       

Total corregido 38630,715 61       

a. R al cuadrado = 0,838 (R al cuadrado ajustada = 0,821) 

Plantas desarrolladas en control y 100 mM NaCl en invernadero de condiciones no-controladas durante 

2020 y 2022. Datos tomados a los 50 días de tratamiento salino. 

 

 

Figura 65. La abscisión de flores en WT y mutante sodgat1 es independiente del año de cultivo. Valores 

medios del porcentaje de abscisión de flores en plantas desarrolladas en control y 100 mM NaCl en 

invernadero de condiciones no-controladas durante 2020 y 2022. Valores medios + EE. Diferentes letras 

indican diferencias significativas entre genotipos y tratamientos (Test de Tukey’s p ≤ 0.05).  
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Respuesta comparativa en invernadero de condiciones no controladas y semi-

controladas de plantas desarrolladas en control y sal (50 mM NaCl)  

En el mismo año (2022) y en la misma época de cultivo (primavera-verano) se realizaron 

los experimentos en dos invernaderos con dos tipos de condiciones ambientales 

diferentes, el de condiciones NC donde se alcanzaban mayores Ta que en el de SC, como 

se observa en la Figura 66. Así, las Ta medias eran 20,4oC y 30,3oC en NC y 15,4o y 25,2o 

en SC, aunque las mayores diferencias se alcanzaban en las Ta máximas durante el periodo 

de recogida de cosecha, con un valor medio de 45,8oC en NC mientras que en SC era 

31,9oC.  

 

Figura 66.  Evolución de la temperatura y humedad durante el cultivo de las plantas de tomate (WT) 

y mutante sodgat1. Temperatura (ºC) y humedad relativa (%) a) en el invernadero de condiciones no-

controladas del CEBAS y b) en el invernadero de condiciones semi-controladas de la Universidad de 

Murcia durante primavera-verano de 2022. Se representan los valores medios para los tres periodos de 

cultivo: 1º) Desde trasplante al inicio del tratamiento salino, 2º) Periodo de tratamiento salino antes de 

empezar la recogida de cosecha, 3º) Periodo de recogida de cosecha. 
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Si al comparar la respuesta de las plantas en ambos invernaderos se encuentran diferencias 

entre las desarrolladas en control, esas diferencias se podrían atribuir al estrés por altas 

temperaturas del invernadero NC. En los niveles de clorofila de hoja, los efectos 

principales genotipo y tratamiento eran significativos mientras que el tipo de invernadero 

no resultó significativo (Tabla 22). Estas medidas se tomaron a los 35 DTS y 

corresponden aún a la 2ª fase donde no se alcanzan altas Ta. Efectivamente, los valores 

medios son similares en ambos invernaderos para las hojas del mutante desarrolladas a 

50 mM NaCl (Figura 67). 

Tabla 22. Análisis multivariante univariado para clorofila en hojas de WT y mutante sodgat1. 

 

Fuente Suma de 
cuadrados GI Media de 

cuadrados Ratio F P-valor 

Efectos 

principales 
Tratamiento 2770,902 1 2770,902 123,801 <0,001 
Genotipo 863,825 1 863,825 38,595 <0,001 
Invernadero 21,874 1 21,874 0,977 0,330 

Interacción 

Tratamiento * Genotipo 1194,624 1 1194,624 53,375 <0,001 
Tratamiento * Invernadero 223,221 1 223,221 9,973 0,003 
Genotipo * Invernadero 16,491 1 16,491 0,737 0,397 
Tratamiento * Genotipo * 

Invernadero 
46,675 1 46,675 2,085 0,158 

Error 738,603 33 22,382     
Total 85487,050 41       
Total corregido 6611,858 40       
a. R al cuadrado = 0,888 (R al cuadrado ajustada = 0,865) 

Plantas desarrolladas en control y 50 mM NaCl en invernadero de condiciones no-controladas y semi-

controladas durante primavera-verano de 2022. Datos tomados a los 35 días de tratamiento salino. 

 

Figura 67. El contenido de clorofila en WT y mutante sodgat1 es independiente de las condiciones de 

cultivo. Valores medios del porcentaje de abscisión de flores en plantas desarrolladas en control y 50 mM 

NaCl (35 DTS) en los invernaderos de condiciones no-controladas (NC) y semi-controladas (SC) durante 

primavera-verano de 2022. Valores medios ± EE. Diferentes letras indican diferencias significativas entre 

genotipos y tratamientos (Test de Tukey’s p ≤ 0.05). 
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También se llevó a cabo el análisis multivariante univariado para la abscisión de las flores 

(4 primeros racimos en conjunto) inducida por la salinidad en las plantas desarrolladas en 

condiciones NC y SC en control y 50 mM NaCl, pero en este caso después de 60 DTS, 

es decir en el periodo de mayor recogida de cosecha, donde se alcanzaban valores medios 

de Ta máximas muy superiores en el invernadero NC respecto al SC. El análisis estadístico 

mostró que los tres efectos principales, genotipo, tratamiento y tipo de invernadero eran 

significativos (Tabla 23). Como se esperaba, los valores medios de abscisión eran muy 

bajos en el WT (menores del 10%), tanto en control como en sal (Figura 68). También 

en el mutante se obtenían bajos porcentajes de abscisión en las plantas control de ambos 

invernaderos, lo que sugiere que la caída de las flores en el mutante no está provocada 

por el estrés por altas temperaturas. 

Tabla 23. Análisis multivariante univariado para la abscisión de flores de los cuatro primeros racimos 

de WT y mutante sodgat1. 

 

Fuente Suma de 
cuadrados GI Media de 

cuadrados Ratio F P-valor 

Efectos 

principales 
Tratamiento 2403,602 1 2403,602 41,114 <.001 
Genotipo 2314,894 1 2314,894 39,596 <.001 
Invernadero 554,924 1 554,924 9,492 0,004 

Interacción 

Tratamiento * Genotipo 1715,137 1 1715,137 29,337 <.001 
Tratamiento * Invernadero 861,099 1 861,099 14,729 <.001 
Genotipo * Invernadero 861,305 1 861,305 14,733 <.001 
Tratamiento * Genotipo * 

Invernadero 
0,000 0 . . . 

Error 1929,261 33 58,462     
Total 19603,406 40       
Total corregido 11678,055 39       
a. R al cuadrado = 0,835 (R al cuadrado ajustada = 0,805) 

Plantas desarrolladas en control y 50 mM NaCl en invernadero de condiciones no-controladas y semi-

controladas durante primavera-verano de 2022. Datos tomados a los 65 días de tratamiento salino. 

En sal (50 mM de NaCl), los porcentajes de abscisión de flores se incrementaban 

significativamente en las plantas del mutante desarrolladas tanto en el invernadero NC 

como en el SC, pero el porcentaje era del 22% en NC y 52% en SC, contrariamente a lo 

esperado si se tiene solo en cuenta los valores ambientales de Ta y H. Es interesante 

señalar que el porcentaje obtenido en el invernadero NC a 50 mM NaCl (Figura 68) es 

coherente con el de las plantas mutantes desarrolladas al nivel alto de sal (100 mM NaCl) 

(Figura 65), ya que en estas se alcanzaba un 55%, algo superior al doble del obtenido en 

el invernadero SC al nivel moderado de sal. Sin embargo, el que resultó ser 

extremadamente alto fue el valor obtenido en el mutante a 50 mM de NaCl bajo 

condiciones SC. La primera cuestión a resolver era si se había aplicado mayor nivel de 

sal del previsto. Para ello, se rehicieron los cálculos y se comprobó que la disolución de 

riego tenía el nivel correcto de NaCl.  
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Figura 68. Las condiciones de cultivo influyen en el porcentaje de abscisión de flores del mutante 

sodgat1 cuando las plantas se desarrollan en sal.  Valores medios del porcentaje de abscisión de flores 

en plantas desarrolladas en control y 50 mM NaCl (60 DTS) en los invernaderos de condiciones no-

controladas (NC) y semi-controladas (SC) durante primavera-verano de 2022. Valores medios ± EE. 

Diferentes letras indican diferencias significativas entre genotipos y tratamientos (Test de Tukey’s p ≤ 0.05). 

Una de las diferencias entre los cultivos de uno y otro invernadero era el tipo de recipiente, 

ya que en el invernadero SC se utilizan macetas de 17 L de volumen con una altura de 28 

cm para cada planta individual, mientras que en el invernadero NC se utilizan 

contenedores rectangulares para cada 3 plantas, de aproximadamente la mitad de altura 

que las macetas del invernadero SC. Los contenedores del invernadero NC tienen una 

capacidad aproximada de 49 L (105 cm de longitud x 33 cm de ancho), con un fondo 

irregular que presenta una profundidad media de 14,5 cm (11 cm en la zona central y 17,5 

cm a ambos lados de la anterior, longitudinalmente) (Figura 69a). Cuando se aplican 

tratamientos salinos, uno de los aspectos clave es evitar la salinización del sustrato, y para 

ello se controla el lixiviado a lo largo del cultivo con el fin de evitar que este supere dos 

unidades de la conductividad eléctrica de la solución de riego. Dados los diferentes 

volúmenes de sustrato, con importantes diferencias en la altura de los mismos, las dosis 

de riego fueron mayores en el invernadero SC para evitar la salinización del sustrato, 

como se representa en la Figura 69b. Así, la cantidad total de NaCl adicionada a las 

plantas cultivadas en el invernadero SC superaba en 400 mmol NaCl/planta a la 

suministrada en las plantas desarrolladas en el invernadero NC durante el periodo de 

control del porcentaje de abscisión de flores (Figura 69c). 

Precisamente, las cantidades de sal adicionadas a los cultivos de 2020 y 2022 en el 

invernadero NC a 100 mM NaCl, fueron similares como consecuencia del menor periodo 

de tratamiento (sobre 2500 mmol por planta durante los 50 DTS) y se obtuvieron 

porcentajes de abscisión del 55% en el mutante. Por tanto, el valor obtenido en las plantas 

del mutante desarrolladas en sal en el invernadero SC es coherente (52%) si se tiene en 

cuenta la cantidad total de sal adicionada durante el periodo de tratamiento. Este resultado 

es de gran interés ya que permite confirmar que la abscisión de flores en el mutante 

sodgat1 es provocada por la salinidad, siendo la primera vez que se propone este papel 

del gen SlRBOHG en la tolerancia a la salinidad. 
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Figura 69. Cantidad de sal (mmol NaCl/planta) adicionada a través de la disolución de riego en los 

invernaderos de condiciones semi-controladas (SC) y no-controladas (NC). a) Fotografías de los 

recipientes de cultivo en ambos invernaderos. El riego aplicado era 50 mM NaCl en ambos. b) mmol de 

NaCl recibidos por planta en los invernaderos NC y SC y c) incremento de NaCl (mmol) recibido por las 

plantas del invernadero SC con respecto a las plantas del invernadero NC durante el tratamiento salino (50 

mM de NaCl).  

En resumen, es el efecto de la sal lo que provoca mayor abscisión de flores y no las 

mayores temperaturas del invernadero NC, ya que en el invernadero SC, con menores 

temperaturas, pero más sal adicionada a lo largo del cultivo, el porcentaje de abscisión es 

significativamente mayor. 

3.3.4. Caracterización del mutante sodgat1 a largo plazo 

Tras comprobar los importantes efectos provocados por la disrupción del gen SlRBOHG 
en el desarrollo vegetativo y reproductivo a largo plazo, se consideró interesante 

profundizar en los cambios producidos a nivel morfológico, fisiológico, hormonal y 

metabólico y que podrían explicar, al menos parcialmente, las causas que provocan las 

alteraciones en el desarrollo.  
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A nivel fisiológico es conocido que los mecanismos responsables de la tolerancia a 

salinidad pueden variar con el nivel de estrés. Así, a niveles moderados de salinidad 

generalmente operan los mecanismos relacionados con la homeostasis osmótica, mientras 

que el mecanismo predominante a altos niveles de estrés es la homeostasis iónica. En este 

estudio, se han analizado los parámetros relacionados con ambos procesos, implicados 

tanto en la recuperación de la homeostasis osmótica como iónica, puesto que se ha 

utilizado un nivel moderado (50 mM NaCl) y alto (100 mM NaCl) de salinidad. 

El mutante sodgat1 altera la morfología de la hoja tanto en control como en estrés 

salino 

En la mayoría de los ensayos llevados a cabo en invernadero se observaban visualmente 

claras diferencias entre el fenotipo de las hojas de WT y mutante sodgat1, como muestran 

las fotografías de las hojas seleccionadas para analizar cuantitativamente las diferencias 

a nivel celular entre ambos (Figura 70a). Para ello, se realizaron semifinos de planos 

longitudinales de la hoja y se obtuvo el tamaño celular mediante la medida del diámetro 

medio de las células del mesófilo y la densidad celular (Figura 70b). El diámetro medio 

celular no varió en WT con los tratamientos salinos, mientras que en el mutante aumentó 

significativamente con el tratamiento salino, con células de mayor diámetro (más 

hinchadas), cuanto mayor era el nivel de salinidad. En cuanto a la densidad celular, se 

observó que era significativamente menor en el mutante que en WT en condiciones 

control, siendo el número de células por unidad de área un 38% menor en el mutante 

(Figura 70b). En salinidad ambos WT y mutante mostraron una respuesta similar, 

reduciéndose significativamente la densidad celular proporcionalmente al nivel salino, tal 

como se refleja en las imágenes obtenidas por microscopia (Figura 70c). Estos resultados 

demuestran que la disrupción del gen SlRBOHG aumenta el tamaño celular, lo que 

disminuye la densidad celular en las hojas de plantas adultas desarrolladas en invernadero 

bajo condiciones naturales.   

Alteraciones en la homeostasis osmótica inducidas por la mutación SlRBOHG 

El primer efecto inducido por la salinidad es similar al provocado por estrés hídrico dada 

la dificultad de la planta para absorber y transportar agua hasta las hojas. Para recuperar 

la homeostasis osmótica, las hojas utilizan principalmente dos estrategias, reducir su 

potencial osmótico (ψs) para continuar el transporte de agua en condiciones de estrés y 

evitar la pérdida de agua a través de las hojas.  

En este estudio se analizó ψs, temperatura foliar medida por termografía infrarroja, tasa 

de transpiración (E) y conductancia estomática (gs) a los 45 DTS (Figura 71). Respecto 

a ψs, este se reduce con la salinidad en WT y mutante, pero los cambios son muy 

diferentes. La reducción de ψs es similar a 50 y 100 mM de NaCl en WT mientras que en 

el mutante es muy superior al nivel alto de salinidad. En ambos niveles, los mayores 

valores negativos se alcanzaron en el mutante. 
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Figura 70. El mutante sodgat1 altera la morfología de la hoja (aumenta el tamaño celular de la hoja 

y disminuye la densidad celular) tanto en control como en estrés salino. a) Imágenes representativas de 

hojas de plantas WT y sodgat1 a los 35 DTS en condiciones control y salinas (50 y 100 mM de NaCl). b) 

Tamaño de las células del mesófilo a través de la medida del diámetro celular y densidad celular. c) 

micrografías de las células del mesófilo. Valores medios ± EE de tres repeticiones. Diferentes letras indican 

diferencias significativas entre genotipos y tratamientos (Test de Tukey’s p ≤ 0.05).  
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La temperatura foliar (Tª) es una medida global de la estrategia de evitación de la pérdida 

de agua a través de la hoja. Los mayores valores se observaron en el mutante y además 

eran similares independientemente de que las plantas estuviesen en control o sal. Sin 

embargo, en WT la Tª aumentaba en las hojas desarrolladas al nivel alto de salinidad. 

Respecto a la tasa de transpiración (E), WT mostraba una tendencia a reducir E con la 

salinidad, pero las diferencias no llegaban a ser significativas respecto a control. Sin 

embargo, el mutante presentaba un valor similar al del WT en control pero reducía 

significativamente E con la salinidad, con valores similares para ambos niveles de estrés 

salino. La respuesta de la conductancia estomática (gs) es similar a la de E en el mutante, 

con importantes y similares reducciones para ambos niveles de sal. Las hojas de WT 

también muestran una tendencia similar para gs y E, aunque en este caso las diferencias 

de g
s
 entre el nivel alto de sal y control llegan a ser significativas.  

 

Figura 71.  El mutante sodgat1 reduce el potencial osmótico y la pérdida de agua por transpiración 

en condiciones salinas. Potencial osmótico, temperatura foliar medida por termografía infrarroja, tasa de 

transpiración (E) y conductancia estomática (gs) en las dos primeras hojas completamente desarrolladas de 

plantas WT y mutante sodgat1 cultivadas en invernadero a 0, 50 y 100 mM NaCl. a los 45 días (DTS). 

Valores medios ± EE de tres repeticiones. Diferentes letras indican diferencias significativas entre genotipos 

y tratamientos (Test de Tukey’s p ≤ 0.05).  

A continuación, se evaluó si la menor pérdida de agua por transpiración observada en el 

mutante se debía a cambios inducidos por el estrés salino en la apertura y densidad 

estomática (Figura 72). Para ello, se prepararon secciones de la cara abaxial de las hojas 

para su observación al microscopio electrónico de barrido de plantas WT y mutante en 

control y después de 35 DTS. Efectivamente, sodgat1 presentó estomas más cerrados y 

menor número de ellos que WT en control. Así, la reducción inducida en la densidad 
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estomática del mutante para ambos niveles de salinidad era del 40%, respecto al control, 

mientras que en WT solo se reducía un 20% en el nivel moderado de estrés (Figura 72). 

  

Figura 72. El mutante sodgat1 reduce la pérdida de agua foliar vía reducción de la apertura y 

densidad estomática. Apertura estomática, densidad estomática y micrografías electrónicas de barrido de 

la superficie abaxial de la 2ª hoja a los 35 DTS en plantas WT y mutante sodgat1 desarrolladas a 0, 50 y 

100 mM NaCl. Valores medios ± EE de tres repeticiones. Diferentes letras indican diferencias significativas 

entre genotipos y tratamientos (Test de Tukey’s p ≤ 0.05).  

Considerados en conjunto, tanto WT como el mutante recuperan la homeostasis osmótica 

a largo plazo, pero el mutante muestra mayor capacidad para seguir transportando agua 

hasta las hojas vía reducción de ψs, así como para evitar la pérdida de agua a través de las 

hojas vía reducción de transpiración. Este mecanismo está asociado a una menor apertura 

estomática y, principalmente, menor densidad estomática.  
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Alteraciones en la homeostasis iónica inducidas por la mutación SlRBOHG 

En base a los resultados obtenidos en plantas jóvenes al estudiar la respuesta a corto-

medio plazo, donde se observó un transporte masivo de Na+ desde la raíz a la parte aérea 

en los mutantes sodgat, se consideró interesante estudiar el patrón de distribución de Na+ 

en las plantas adultas con objeto de comprobar si la sensibilidad a la sal a largo plazo 

también está relacionada con el efecto tóxico provocado por la acumulación de Na+.  

A los 30 DTS, se analizaron las concentraciones de Na+ y K+ en distintos tejidos de las 

plantas, incluyendo el ápice, hoja adulta superior (2ª hoja adulta o desarrollada) y el 

peciolo correspondiente, hoja adulta media (entre 8-9 hoja adulta) y su peciolo, así como 

la raíz. Además, se analizaron los contenidos de agua en las mismas muestras, ya que otra 

de las características del mutante era la hiperhidratación de parte aérea (Figura 73). 

La acumulación de Na+ era mayor en el mutante que en WT en todas las partes de la 

planta analizadas, alcanzándose los mayores valores en la hoja media que superaba 

incluso a los del peciolo. Seguía la hoja adulta superior (2ª hoja) y era en el ápice donde 

se encontraba la menor acumulación de Na+. Esto responde al patrón normal de 

distribución de Na+ en tomate, es decir acumulación en las partes basales y más adultas 

para evitar el transporte hasta los órganos en desarrollo como el ápice. Por tanto, la 

disrupción del gen SlRBOHG no provoca alteraciones en el patrón de distribución de Na+, 

sino un transporte masivo desde raíz a parte aérea, lo que corrobora los resultados 

obtenidos a corto-medio plazo. Los cambios en la relación Na+/K+ son prácticamente 

idénticos a los observados para Na+ puesto que los contenidos de K+ son muy similares 

en WT y mutante (Figura 73). 

Respecto a los contenidos de agua, el mutante mantenía los tejidos de la parte aérea de 

las plantas hiperhidratados, ya que los contenidos de agua eran mayores en el mutante 

que en WT en todos los órganos analizados en parte aérea, con incrementos de 2 y 3 veces 

en el mutante respecto a WT. En resumen, los principales cambios fisiológicos del 

mutante observados a corto-medio plazo, que son el elevado transporte de agua y Na+ a 

la parte aérea, se mantienen a lo largo del ciclo vegetativo (Figura 73). 

Una cuestión interesante era comprobar si estos cambios se reflejaban también en los 

órganos reproductivos. Efectivamente, mientras que las flores de WT no acumulaban 

prácticamente Na+ con la salinidad, en las del mutante se producía una alta acumulación 

de Na+ desde el nivel moderado de sal, independientemente del estado de desarrollo de la 

flor (preantesis, antesis y post-antesis), siendo muy superior al nivel alto de sal a los 50 

DTS (Figura 74). Además del ion tóxico Na+, también incrementaban los contenidos de 

K+ y de agua en las flores del mutante.  

También se analizaron estos contenidos en la zona de abscisión (ZA) y pedúnculo de la 

flor, observando mayores acumulaciones de Na+ en ambas partes que las encontradas en 

flores (Figura 74). Los incrementos inducidos por la salinidad en los contenidos de agua 

de la ZA eran también muy importantes, y en el pedúnculo solo para el nivel alto de sal. 
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Sin embargo, los contenidos de K + no variaban en estas partes y, por tanto, los cambios 

en la relación Na+/K+ eran similares a los mostrados por Na+. 

 

Figura 73. La disrupción de SlRBOHG promueve un transporte masivo de Na+ y agua desde la raíz 

a la parte aérea en condiciones salinas.  Los contenidos de Na+ y K+ (mmol/kg Peso seco), la relación 

Na+/K+ y el contenido de agua (mg/g Peso seco) eran medidos en los distintos órganos vegetativos (ápice, 

2ª hoja adulta o desarrollada y el peciolo correspondiente, hoja adulta media (entre 9-10 hoja adulta) y su 

peciolo, y raíz) distribuidos a lo largo de las plantas WT y mutante sodgat1 desarrolladas a 0, 50 y 100 mM 

NaCl a los 30 DTS. Valores medios ± EE de tres repeticiones. Diferentes letras indican diferencias 

significativas entre genotipos y tratamientos (Test de Tukey’s p ≤ 0.05).  
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Figura 74. La disrupción del gen SlrbohG provoca un aumento del contenido de agua y Na+ en 

salinidad a nivel reproductivo. Contenidos de Na+, K+ (mmol/kg peso seco), relación Na+/K+ y contenidos 

de agua (mg/g peso seco) en distintos tejidos vegetales a nivel reproductivo (flor en preantesis, antesis y 

postantesis, zona de abscisión, pedúnculo y fruto verde) de plantas WT y sodgat1 a los 30 DTS en 

condiciones control y dos niveles de salinidad (50 y 100 mM de NaCl). Valores medios ± EE de tres 

repeticiones. Diferentes letras indican diferencias significativas entre genotipos y tratamientos (Test de 

Tukey’s p ≤ 0.05).  

Finalmente, se consideró interesante analizar el fruto verde para comprobar si el mayor 

transporte de Na+ del mutante llegaba incluso a reflejarse en el fruto, especialmente 

teniendo en cuenta que la acumulación de este ion en fruto de tomate es extremadamente 

baja comparada con la de hoja. Las diferencias entre WT y mutante son menores que en 

el resto de los órganos analizados; así, aunque los contenidos de Na+ eran bastante bajos 



 
 

232 

 

comparados con los del resto de órganos, se observaban incrementos significativos en los 

frutos WT y mutante, siendo ligeramente superiores en el mutante (Figura 74).  

En resumen, la alteración producida por la disrupción de SlRBOHG en la homeostasis de 

Na+ y agua no solo ocurre a nivel vegetativo sino también a nivel reproductivo y, 

especialmente, en la zona de abscisión de la flor. Esta alteración podría ser una de las 

causas que induce un alto porcentaje de abscisión de las flores del mutante. 

Cambios hormonales y metabólicos inducidos por la mutación SlRBOHG 

Dada la importancia de las hormonas en los procesos de fructificación y, especialmente, 

en la caída de la flor, se analizaron los contenidos de hormonas en hoja desarrollada y flor 

a los 30 TDS (100 mM NaCl). Respecto a auxina (AIA), los niveles se mantenían 

similares en WT y mutante en control, mientras que estos se reducían significativamente 

con la salinidad en el mutante respecto al control, tanto en hoja como en flor (Figura 75). 

La hormona que mostró una respuesta bastante similar a auxina fue ABA, aunque a nivel 

cuantitativo el efecto era muy superior. Así, la salinidad provocaba reducciones del 88 y 

76% en hoja y flor del mutante respecto a WT. En resumen, los cambios hormonales en 

los niveles de auxina y ABA pueden ser responsables, al menos parcialmente, de la mayor 

abscisión de las flores del mutante con la salinidad. 

 

Figura 75. La disrupción del gen SlrbohG provoca alteraciones en los contenidos de AIA y ABA en 

hoja y flor. Contenidos de hormonas (expresados en ng/g PF) en hoja y flor de plantas WT y sodgat1 

desarrolladas en condiciones control y 100 mM de NaCl WT. Valores medios ± EE de tres repeticiones. 

Diferentes letras indican diferencias significativas entre genotipos y tratamientos (Test de Tukey’s p ≤ 0.05).  
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Otra de las causas que puede provocar la caída de la flor es el bajo suministro de azúcares 

desde la hoja fuente (adulta o desarrollada) hacia la flor y fruto (sumideros), como la 

abscisión del fruto inducida por estrés de azúcares parece estar mediada por ROS. En este 

estudio, se midieron los contenidos de sacarosa (el principal fotoasimilado de la hoja que 

se transporta a los órganos reproductivos) así como de glucosa y fructosa en hoja 

desarrollada (fuente) y flor y fruto verde (sumideros) a los 30 DTS (100 mM NaCl). Es 

interesante destacar la diferente respuesta de WT y sodgat1 en medio salino, como los 

azúcares incrementaban muy significativamente en las hojas fuente del mutante con la 

salinidad, pero no en WT (Figura 76). Sin embargo, los mayores contenidos de azúcares 

en flor correspondían al WT. 

 

Figura 76. La disrupción del gen SlRBOHG provoca un aumento de azúcares en hoja y reducción en 

flor y fruto verde. Contenidos de azúcares (expresados en ng/g PF) de plantas WT y sodgat1 en 

condiciones control y 100 mM de NaCl en hoja y flor a los 30 DTS. Valores medios ± EE de tres 

repeticiones. Diferentes letras indican diferencias significativas entre genotipos y tratamientos (Test de 

Tukey’s p ≤ 0.05).  

Sorprendentemente, estos eran significativamente reducidos en el mutante respecto a WT 

tanto en control como en sal. La reducción del transporte de azúcares desde la hoja fuente 
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hasta los sumideros es incluso más evidente al analizar fruto verde, donde se alcanza una 

reducción superior al 70% en medio salino respecto a control. 

También se analizaron ácidos orgánicos y aminoácidos con el fin de comprobar si la 

anulación del gen SlRBOHG provocaba también alteraciones en el resto de metabolitos 

primarios. Los ácidos orgánicos citrato y malato detectados en los tres órganos, no 

mostraban mayor acumulación en la hoja fuente del mutante en medio salino, como se 

observaba en azúcares, pero la respuesta en fruto si era similar ya que ambos ácidos se 

reducían hasta un 75% con la salinidad (Figura 77).  

 

Figura 77. La disrupción del gen SlRBOHG provoca un aumento de ácidos orgánicos en hoja y 

reducción en flor y fruto verde. Contenidos de ácidos orgánicos (expresados en ng/g PF) de plantas WT 

y sodgat1 en condiciones control y 100 mM de NaCl en hoja y flor a los 30 DTS. Valores medios ± EE de 

tres repeticiones. Diferentes letras indican diferencias significativas entre genotipos y tratamientos (Test de 

Tukey’s p ≤ 0.05).  

Respecto a aminoácidos, son interesante los cambios encontrados en los aminoácidos 

mayoritarios de tomate, Glu, Glm, GABA y Pro. Así, nuevamente se observa el aumento 

inducido por la salinidad en hoja fuente del mutante, excepto en Glu, y la alta reducción 

en el fruto verde de todos los aminoácidos. Estos resultados muestran que la disrupción 

del gen SlRBOHG induce cambios en los diferentes metabolitos primarios, y en medio 

salino estos cambios parecen estar principalmente asociados a un menor transporte de 

azúcares desde la hoja fuente a los sumideros flor y fruto (Figura 78). 
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Figura 78. La disrupción del gen SlRBOHG provoca un aumento de aminoácidos en hoja y reducción 

en flor y fruto verde. Contenidos de aminoácidos (expresados en ng/g PF) de plantas WT y sodgat1 en 

condiciones control y 100 mM de NaCl en hoja y flor a los 30 DTS. Valores medios ± EE de tres 

repeticiones. Letras diferentes indican diferencias significativas entre genotipos y tratamientos (Test de 

Tukey’s p ≤ 0.05).  
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3.4. Estudio de la localización subcelular de AtRBOHG y SlRBOHG y las 

interacciones SlCBL-SlCIPK en la activación de SlRBOHG. 

Arabidopsis es la especie modelo en la que más se ha investigado acerca de la 

transducción de estrés por complejos CBLs-CIPKs, y las investigaciones llevadas a cabo 

en esta especie vegetal han revelado la presencia de 10 proteínas sensoras de calcio de 

tipo CBL que forman una red de interacción con 26 proteínas quinasas de tipo CIPK 

(Kolukisaoglu et al., 2004; Weinl y Kudla, 2009). En esta tesis doctoral se llevó a cabo 

un análisis filogenético a partir de las secuencias de ADNc de 3 de los genes CBLs de 

tomate (SlCBL1, SlCBL9, SlCBL10) y 6 de los genes de CIPKs (SlCIPK6, SlCIPK11, 

SlCIPK17, SlCIPK20, SlCIPK23 y SlCIPK24). Los números de accesión de las 

secuencias utilizadas se muestran en la Tabla 10.  

 

Figura 79. Genes ortólogos a SlCBL1, SlCBL9 y SlCBL10 en Arabidopsis. Relaciones filogenéticas 

atendiendo a la secuencia de ADNc de los genes CBLs de Arabidopsis thaliana y candidatos estudiados en 

Solanum lycopersicum basadas en el criterio de evolución mínima aplicando el método de unión de vecinos 

con 1000 veces de bootstrap. Los análisis de datos identifican a SlCBL1 y SlCBL9 como ortólogos de 

AtCBL1 y AtCBL9 (cuadrado rojo) y SlCBl10 como ortólgo de AtCBL10. At: Arabidopsis thaliana, Sl: 

Solanum lycopersicum. 

En cuanto a los genes CBLs analizados de tomate (Figura 79), se observa que SlCBL1 

(Solyc08g077770) y SlCBL9 (Solyc08g007160) están filogenéticamente relacionados 

con sus ortólogos en Arabidopsis AtCBL1 (AT4G17615.1) y AtCBL9 (AT5G47100.1) ya 

que se agrupan en el mismo clado. A su vez, SlCBL10 (Solyc08g065330) es ortólogo a 
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AtCBL10 (AT4G33000.2). Respecto a los genes CIPKs (Figura 80), el gen SlCIPK20 

(Solyc09g018280) aparece en el mismo clado que AtCIPK14, y a su vez está 

filogenéticamente cerca de AtCIPK11 (AT2G30360.1). No obstante, los genes SlCIPK11 

(JF831201.1) y SlCIPK17 (Solyc06g082440) se encuentran filogenéticamente más cerca 

de AtCIPK11 que SlCIPK20, tratándose posiblemente de dos genes de tomate con función 

redundante, ortólogos a AtCIPK11 de Arabidopsis. SlCIPK23 (Solyc11g062410) está 

filogenéticamente muy cerca de los genes AtCIPK3 (AT2G26980.1) y AtCIPK26 

(AT5G21326.1) de Arabidopsis, SlCIPK6 (Solyc12g010130) es ortólogo a AtCIPK6 

(AT4G30960.1); y SlCIPK24 (Solyc12g009570) es ortólogo a AtCIPK24 

(AT5G35410.1).  

 

Figura 80. Genes ortólogos a SlCIPK6, SlCIPK11, SlCIPK17, SlCIPK20, SlCIPK23 y SlCIPK24 en 

Arabidopsis. Relaciones filogenéticas ateniendo a la secuencia de ADNc de los genes CIPKs de 

Arabidopsis thaliana y candidatos estudiados en Solanum lycopersicum basadas en el criterio de evolución 

mínima aplicando el método de unión de vecinos con 1000 veces de bootstrap. Los análisis de datos 

identifican a SlCIPK20 como ortólogo de AtCIPK14; SLCIPK11 y SlCIPK17 como ortólogos de 

AtCIPK11; SlCIPK6 como ortólogo de AtCIPK6, SlCIPK23 muy relacionado con AtCIPK3 y AtCIPK26 

y SlCIPK24 como ortólogo de AtCIPK24. At: Arabidopsis thaliana, Sl: Solanum lycopersicum.  
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3.4.1. Complejos CBLs-CIPKs que median la activación de SLRBOHG dependiente 

de Ca2+ en células HEK293T 

Para estudiar la regulación de SlRBOHG por complejos CBLs-CIPKs, utilizamos un 

ensayo de producción de ROS reconstituyendo las rutas basadas en las relaciones 

quinasas/sustrato en un sistema celular de riñón de embrión humano (HEK293T). Este 

sistema celular presenta una actividad NADPH oxidasa endógena muy baja, tratándose 

de un sistema excelente para el estudio de la regulación y la actividad de las proteínas 

RBOHs (NADPH oxidasas) de plantas expresadas heterólogamente y se ha probado con 

éxito para la identificación de módulos funcionales AtCBL-AtCIPK, que activan a 

AtRBOHs en Arabidopsis (Kimura et al., 2013; Drerup et al., 2013; Zhang et al., 2018; 

Han et al., 2019). Previamente se comprobó que la expresión de RBOH solo (sin la 

transfección de CBLs ni CIPKs) resulta en una generación basal de ROS comparable con 

la generación de ROS producida por células transfectadas con un vector vacío como 

control (Han et al., 2019). Sin embargo, cuando se aplica el ionóforo de calcio 

(ionomicina), con Ca+2 y con la NADPH oxidasa, se detecta una pequeña inducción en la 

producción de ROS, debida muy probablemente a la unión de Ca+2 a las manos EF de la 

proteína NADPH oxidasa (Drerup et al., 2013). Por lo tanto, la coexpresión de 

combinaciones CBLs-CIPKs con RBOHs en el cultivo celular HEK293T es una buena 

forma de estudiar qué combinaciones pueden ser potenciales activadoras de la producción 

de ROS dependiente de Ca+2 en las células vegetales. Sin embargo, el cultivo celular 

presenta actividad quinasa y fosfatasa humana endógena, por lo que las proteínas 

expresadas en él también están sujetas a esta actividad interna. La aplicación del inhibidor 

de fosfatasa (caliculina A, CA) puede inducir cierta producción de ROS incluso en 

ausencia de ionomicina (Ogasawara et al., 2008; Takeda et al., 2008). De hecho, se ha 

comprobado que el pretratamiento con CA mejora la producción de ROS inducida por 

RBOHC, RBOHD y RBOHF, sugiriendo un posible mecanismo sinérgico de 

fosforilación y unión de Ca2+ en la activación de las proteínas RBOH vegetales (Kimura 

et al., 2012). 

En tomate no se ha identificado, hasta la fecha, ningún módulo funcional SlCBL-SlCIPK 

que active a las proteínas SlRBOHs, y con este objetivo realicé una estancia predoctoral 

en el laboratorio del Dr. Kudla de la Universidad de Münster, donde tienen a punto el 

sistema de células HEK293T y podía trabajar con proteínas de tomate. Para este ensayo 

seleccionamos tres proteínas SlCBL de tomate (SlCBL1, SlCBL9, SlCBL10) y 6 CIPK 

(SlCIPK6, SlCIPK11, SlCIPK17, SlCIPK20, SlCIPK23 y SlCIPK24) para formar 

diferentes combinaciones de módulos funcionales SlCBL-SlCIPK. Para ello en primer 

lugar, se llevó a cabo un análisis filogenético a partir de las secuencias de ADNc de los 3 

genes SlCBLs y de los de los 6 genes SlCIPKs junto con los 10 CBLs y 26 CIPKs de 

Arabidopsis thaliana y los números de accesión de las secuencias utilizadas se muestran 

en la Tabla 10. Los árboles filogenéticos obtenidos mostraron relaciones filogenéticas 

similares a las encontradas por Aljabari (2021). En cuanto a los genes CBLs analizados 

de tomate (Figura 79), se observa que SlCBL1 (Solyc08g077770) y SlCBL9 

(Solyc08g007160) están filogenéticamente relacionados con sus ortólogos en 
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Arabidopsis AtCBL1 (AT4G17615.1) y AtCBL9 (AT5G47100.1) ya que se agrupan en el 

mismo clado. A su vez, SlCBL10 (Solyc08g065330) es ortólogo a AtCBL10 

(AT4G33000.2). Respecto a los genes CIPKs (Figura 80), el gen SlCIPK20 

(Solyc09g018280) aparece en el mismo clado que AtCIPK14, y a su vez está 

filogenéticamente cerca de AtCIPK11 (AT2G30360.1). No obstante, los genes SlCIPK11 

(JF831201.1) y SlCIPK17 (Solyc06g082440) se encuentran filogenéticamente más cerca 

de AtCIPK11 que SlCIPK20, tratándose posiblemente de dos genes de tomate con función 

redundante, ortólogos a AtCIPK11 de Arabidopsis. SlCIPK23 (Solyc11g062410) está 

filogenéticamente muy cerca de los genes AtCIPK3 (AT2G26980.1) y AtCIPK26 

(AT5G21326.1) de Arabidopsis, SlCIPK6 (Solyc12g010130) es ortólogo a AtCIPK6 

(AT4G30960.1); y SlCIPK24 (Solyc12g009570) es ortólogo a AtCIPK24 

(AT5G35410.1).  

Las proteínas CBLs y CIPKs se seleccionaron en función de estudios previos publicados 

o estudios preliminares del grupo de investigación en CEBAS y Alemania. Así, se 

utilizaron los candidatos SlCBL1 y SlCBL9 en combinación con varias SlCIPKs por ser 

ortólogos a AtCBL1 y AtCBL9, que son activadores junto con AtCIPK26 de AtRBOHF 

(proteína ortóloga a SlRBOHG) (Drerup et al., 2013). Se utilizó además SlCBL10 dada 

la importancia previamente desarrollada en el capítulo anterior, con el fin de avanzar en 

su implicación en la señalización del estrés. Entre las proteínas SlCIPKs seleccionamos 

para su ensayo, SlCIPK6, por haberse descrito que fosforila y activa a RBOHB formando 

módulo funcional con CBL10 en tomate (de la Torre et al., 2013); SlCIPK23, por haberse 

identificado su interacción con SlCBL9 y SlCBL1 en tomate (Aljabari et al., 2021), 

SlCIPK24 por haberse descrito la interacción de su homologo con CBL10 en Arabidopsis 

(Kim et al., 2007), así como en tomate en ensayos previos a esta tesis aún no publicados 

y finalmente SlCIPK17, SlCIPK20 por ser dos proteínas que estaban siendo utilizadas en 

la laboratorio del Dr. Kudla a mi llegada. Todas las proteínas (SlCBLs, SlCIPKs y 

SlRBOHG) se clonaron en plásmidos pEF1 (en el que la expresión está controlada por el 

promotor humano EF1α y la señal de poliadenilación de BGH), ya que previamente había 

resultado el más adecuado para la expresión simultánea de varias proteínas (Drerup et al., 

2013). La producción de ROS en las células HEK293T transfectadas se detectó mediante 

quimioluminiscencia amplificada con luminol. La coexpresión de proteínas en ausencia 

de CA nos permitió obtener solo algunos resultados, mientras que la aplicación de CA 

arrojó datos más claros relativos a todas las combinaciones probadas.  

Cuando se coexpresó SlCBL1 con SlCIPK23 en células HEK293T sin CA (Figura 81a), 

se observó un aumento repentino en la producción de ROS inducidos por ionomicina. En 

el caso de SlCBL1 con SlCIPK20 sin CA, también se observó una activación de 

SlRBOHG aunque en menor medida. La aplicación del inhibidor de fosfatasas CA 

(Figura 81b) confirmó la fuerte activación de SlRBOHG por el módulo funcional 

SlCBL1-SlCIPK23 y también una clara activación, aunque menor por la combinación 

SlCBL1-SlCIPK20. Los ensayos con CA mostraron también que la combinación 

SlCBL1-SlCIPK6 activa fuertemente a SlRBOHG, y que las proteínas SlCIPK11 y 

SlCIPK17 combinadas con SlCBL1 también eran capaces de producir un ligero aumento 



 
 

240 

 

de ROS en el sistema. No obstante, nuestros resultados indican que SlCBL1-SlCIPK24 

(SlSOS2) no activan la SlRBOHG, mostrando una producción de ROS basal similar a la 

producida cuando se coexpresaba SlRBOHG individualmente, o en combinación de la 

SlCBL1 pero sin ninguna SlCIPK. 

 

Figura 81. Coexpresión de CIPKs de tomate con SlCBL1. Se representa la producción de ROS por 

SlRBOHG en las células HEK293T transfectadas en una placa de 96 pocillos detectada mediante 

quimioluminiscencia amplificada con luminol y expresada en unidades relativas de luminiscencia (RLU/s) 

(a) en respuesta a la adición de ionomicina 1 μM en el momento indicado con la flecha y (b) tras la adición 

de Caliculina A. Cada valor es el promedio de RLU/s de cinco pocillos ± error estándar. En la leyenda 

(abajo a la izquierda) se indica el color asignado a cada combinación CBL-CIPK-SlRBOHG, mientras que 
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otras combinaciones duales probadas se indican en el interior del gráfico.  La tabla inferior a la derecha 

resume el grado de activación observado (verde oscuro: alto, verde claro: bajo, rojo: nulo). Asteriscos 

indican diferencias significativas respecto a la actividad de SlRBOHG independiente (Test t-Student) 

Los resultados fueron similares cuando se coexpresaron las SlCIPKs con SlCBL9 

(Figura 82), muy relacionada filogenéticamente con SlCBL1. En este caso, la aplicación 

de ionomicina sin CA mostró de nuevo la fuerte activación de SlRBOHG por SlCBL9-

SlCIPK23, con un aumento 10 veces superior de la luminiscencia relativa (RLU/s) en 

comparación con la producción de ROS resultante de la actividad de SlRBOHG sola, o 

la combinación dual de la SlRBOHG con la CBL o CIPK independientes (Figura 82a-

izqda). No obstante, SlCBL9-SlCIPK20 no mostró mayor producción de ROS que 

cuando se expresó SlRBOHG individualmente (Figura 82a-dcha). En cuanto a los 

resultados tras la aplicación de CA (Figura 82b), se confirmó nuevamente la fuerte 

activación de la SlRBOHG por el complejo SlCBL9-SlCIPK23, y se detectó que al igual 

que ocurría con SlCBL1, la coexpresión de SlCBL9-SlCIPK6 junto con SlRBOHG 

también presentaba un fuerte aumento en la producción de ROS en comparación con 

SlRBOHG sola. Por otro lado, tanto SlCIPK11 como SlCIPK17 en combinación con 

SlCBL9 activaban SlRBOHG en menor medida, y en este caso, nuestros resultados 

además muestran una ligera activación de SlRBOHG por SlCBL9-SlCIPK24, aunque con 

nivel de RLU/s notablemente más reducido que el resto de combinaciones.  

Finalmente, cuando se coexpresaron las distintas CIPKs probadas de tomate con 

SlCBL10 (Figura 83), sin la aplicación de CA se encontró que SlCBL10-SlCIPK23 

provocaba una fuerte activación de SlRBOHG, con un aumento de la luminscencia 

relativa 7 veces superior que cuando se expresaba SlRBOHG sola (Figura 83a-izqda). 

La aplicación de ionomicina también reveló que ni SlCBL10-SlCIPK24 ni SlCBL10-

SlCIPK6 eran combinaciones activadoras de la producción de ROS por SlRBOHG, 

mostrando un nivel de RLU/s similar al de SlRBOHG sola o coexpresada con SlCBL10 

sin ninguna CIPK (Figura 83a-dcha). Cuando se aplicó CA, además de corroborarse los 

resultados observados sin la aplicación del inhibidor, se observó una ligera activación de 

SlRBOHG por SlCBL10-SlCIP11 y SlCBL10-SlCIPK20, mientras que no se observó 

diferencia en la producción de ROS cuando se coexpresó SlCBL10-SlCIPK17 con la 

expresión de SlRBOHG sola.  

En conjunto, nuestros resultados preliminares indican que SlCBL1, SlCBL9 y SlCBL10 

activan a SlRBOHG en tomate, formando módulo funcional con SlCIPK23 y con 

SlCIPK6 en el caso de SlCBL1 y SlCBL9, pero no con SlCBL10, por lo que son 

candidatas potenciales para futuros estudios de señalización celular por ROS dependiente 

de calcio.  

 



 
 

242 

 

 

Figura 82. Coexpresión de CIPKs de tomate con SlCBL9. Se representa la producción de ROS por 

SlRBOHG en las células HEK293T transfectadas en una placa de 96 pocillos detectada mediante 

quimioluminiscencia amplificada con luminol y expresada en unidades relativas de luminiscencia (RLU/s) 

(a) en respuesta a la adición de ionomicina 1 μM en el momento indicado con la flecha y (b) tras la adición 

de Caliculina A. Cada valor es el promedio de RLU/s de cinco pocillos ± error estándar. En la leyenda 

(abajo a la izquierda) se indica el color asignado a cada combinación CBL-CIPK-SlRBOHG, mientras que 

otras combinaciones duales probadas se indican en el interior del gráfico.  La tabla inferior a la derecha 

resume el grado de activación observado (verde oscuro: alto, verde claro: bajo, rojo: nulo). Asteriscos 

indican diferencias significativas respecto a la actividad de SlRBOHG independiente (Test t-Student) 
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Figura 83. Coexpresión de CIPKs de tomate con SlCBL10. Se representa la producción de ROS por 

SlRBOHG en las células HEK293T transfectadas en una placa de 96 pocillos detectada mediante 

quimioluminiscencia amplificada con luminol y expresada en unidades relativas de luminiscencia (RLU/s) 

(a) en respuesta a la adición de ionomicina 1 μM en el momento indicado con la flecha y (b) tras la adición 

de Caliculina A. Cada valor es el promedio de RLU/s de cinco pocillos ± error estándar. En la leyenda 

(abajo a la izquierda) se indica el color asignado a cada combinación CBL-CIPK-SlRBOHG, mientras que 

otras combinaciones duales probadas se indican en el interior del gráfico.  La tabla inferior a la derecha 

resume el grado de activación observado (verde oscuro: alto, verde claro: bajo, rojo: nulo). Asteriscos 

indican diferencias significativas respecto a la actividad de SlRBOHG independiente (Test t-Student) 
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3.4.2. Localización subcelular de SlROBHG en hojas de Nicotiana benthamiana 

Para estudiar la localización de SlRBOHG en planta, analizamos mediante microscopía 

confocal la localización de GFP:SlRBOHG en hojas de Nicotiana benthamiana 

transformadas transitoriamente. Para ello, cepas de Agrobacterium tumefaciens fueron 

transformadas con plásmidos pGTVII que portaban en cada caso la proteína GFP (Green 

Fluorescent Protein) sola, junto a AtRBOHF, o bien junto a SlRBOHG. En cada caso, las 

construcciones en vector se llevaron a cabo utilizando promotores diferentes: sXVE 

(promotor artificial), o UBQ10 o 35S (promotores naturales), todos promotores fuertes 

pero el primero artificial e inducible únicamente por β-estradiol durante un día antes de 

la toma de imágenes (Schlücking et al., 2013), mientras que los otros son constitutivos de 

Arabidopsis e inducidos directamente tras la transfección en la planta (Norris et al., 1993; 

Grefen et al., 2010). Hojas de Nicotiana Benthamiana se co-infiltraron con las cepas de 

Agrobacterium anteriormente mencionadas, junto con P19 y la proteína PM-OFP 

(previamente publicada como CBL1n:OFP por  Batistič et al. (2008)), marcadora de 

membrana plasmática establecida que consta de 12 aminoácidos del extremo N de CBL1 

fusionados con una variante de mRFP designada como Orange Fluorescent Protein, en 

inglés “proteína fluorescente naranja” (Bloch et al., 2011; Held et al., 2011).  

Los resultados se muestran como proyecciones en 3D de la célula completa realizadas a 

partir de varios planos de células epidérmicas de N. benthamiana, que están coexpresando 

las proteínas indicadas con los promotores sXVE (Figura 84) o UBQ10 (Figura 85) en 

cada caso según se indica en las figuras. Ambas figuras presentan la misma estructura: las 

proteínas de fusión GFP en los paneles de la izquierda, el marcador de membrana en los 

centrales (control de expresión en membrana plasmática), y la superposición de ambas en 

los paneles de la derecha, y muestran la misma localización subcelular de las proteínas 

estudiadas con independencia del promotor utilizado en cada caso, aportando solidez a 

los resultados. En nuestros experimentos, observamos una distribución en forma de anillo 

de AtRBOHF:GFP y SlRBOHG:GFP en la membrana plasmática, ausente en citoplasma 

y núcleo, independientemente del promotor utilizado. En los paneles la derecha se 

observa en color blanco la superposición en la membrana plasmática de ambas proteínas 

de fusión.  
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Figura 84. Localización subcelular de la proteina RBOHG de Arabidopsis y tomate en hojas de 

Nicotiana benthamiana bajo control del promotor inducido por β-estradiol, sXVE. Proyecciones 3D 

de distintos planos de células epidérmicas de N. benthamiana observdas a microscopio confocal expresando 

las combinaciones de construcciones indicadas junto con la cepa P19 de Agrobacterium. Localización de 

las proteínas de fusión GFP:SlRBOHG y GFP:AtRBOHF. 
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Figura 85. Localización subcelular de la proteina SlRBOHG de Arabidopsis y tomate en hojas de 

Nicotiana benthamiana bajo control del promotor constitutivo UBQ10. Proyecciones 3D de distintos 

planos de células epidérmicas de N. benthamiana observdas a microscopio confocal expresando transitoria 

las combinaciones de construcciones indicadas junto con la cepa P19 de Agrobacterium. Localización de 

las proteínas de fusión GFP:SlRBOHG y GFP:AtRBOHF comparadas con GFP. 
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4. Discusión  

4.1. Papel del gen SlRBOHG en la tolerancia a corto-medio plazo 

4.1.1. El papel principal del gen SlRBOHG es la regulación del transporte de Na+ 

desde la raíz a la parte aérea  

La identificación y caracterización de los mutantes sodgat1-2 llevaba a la identificación 

del gen de tomate SlRBOHG, un gen clave en la tolerancia a la salinidad a corto-medio 

plazo implicado en la producción de ROS. La disrupción del gen provoca un alto grado 

de clorosis en la parte aérea desde el inicio del tratamiento salino, efecto que va 

generalmente asociado al efecto tóxico provocado por la acumulación de Na+ (Cuartero 

et al., 2010).  

La acumulación de Na+ en parte aérea de las plantas que crecen bajo estrés salino depende 

tanto de la tasa de transpiración como de la concentración de Na+ en la corriente de 

transpiración. Si el mayor transporte de Na+ provocado por la interrupción del gen 

SlRBOHG se hubiera debido a una mayor transpiración, los fenotipos mutantes sodgat1-

2 no se habrían identificado in vitro (condiciones sin transpiración), como se ha observado 

en otros genes involucrados en la transpiración. En este contexto, AtHKT1;1 de 

Arabidopsis exhibió diferentes respuestas cuando las plantas mutantes o sobreexpresadas 

se cultivaron en condiciones transpirantes y no transpirantes (Davenport et al., 2007). 

Nuestro grupo observó una respuesta similar en un mutante de tomate en el que se anuló 

un gen MYB de tipo R1 (Campos et al., 2016), y demostramos que el fenotipo sensible a 

la sal provocado por la interrupción de este gen era atribuible a un mayor transporte de 

Na+ de la raíz a parte aérea como resultado de una mayor conductancia estomática en 

condiciones de transpiración. En este estudio, se ha comprobado que ambos mutantes 

sodgat presentan mayor acumulación de Na+ en la parte aérea cuando son cultivados in 

vitro (Figura 41b). Por consiguiente, el hecho de identificar ambos mutantes in vitro 

indica que la función más importante del gen SlRBOHG está relacionada con el estrés 

iónico provocado por la toxicidad de Na+.  

En condiciones in vivo, el transporte de Na+ desde la raíz a parte aérea de ambos 

mutantes fue incluso mayor, afectando completamente la acumulación de Na+ (Figura 

46). Estos resultados corroboran que la sensibilidad a la sal inducida por la alteración de 

SlRBOHG se debe principalmente a una alteración de la homeostasis del Na+, como se 

observó previamente en tomate (Zhou et al., 2014; Yi et al., 2015). Sin embargo, la tasa 

de transpiración podría contribuir, aunque sea parcialmente a la mayor acumulación de 

Na+ en las hojas de ambos mutantes en condiciones in vivo (Figura 45b). Así, los valores 

de gs y E eran mayores en los mutantes que en WT entre 2 y 4 DST, pero no a mayor 

tiempo de tratamiento (7 DST). Una tendencia similar fue observada por Yi et al. (2015), 

y estos autores sugerían que la transpiración es una respuesta precoz y puede jugar un 

papel importante durante las primeras etapas del estrés salino, mientras que el transporte 

de Na+ es predominante a más largo plazo y, por consiguiente, el principal determinante 

de la respuesta a la salinidad. 
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4.1.2. ¿La disrupción del gen SlRBOHG provoca un cotransporte agua – Na+?  

Una característica fisiológica observada en ambos mutantes sodgat1-2 ha sido su mayor 

acumulación de agua inducida por la salinidad en parte aérea (Figuras 45a), tratándose 

de una nueva característica provocado por la mutación que no se había observado hasta 

ahora en los estudios dirigidos a estudiar el papel de este gen en tomate. Dado que las 

acuaporinas (AQPs) juegan un papel importante en la absorción de agua por la raíz, una 

cuestión a dilucidar era si el mayor transporte de agua en los mutantes estaba asociado 

con una mayor expresión génica de AQPs. Las funciones de las isoformas de acuaporinas 

individuales siguen siendo en gran parte desconocidas y especialmente bajo estrés 

ambiental (Kapilan et al., 2018). En primer lugar, analizamos los niveles de expresión de 

seis SlPIPs y dos SlTIPs en raíces y hojas de plantas control WT y sodgat1-2, ya que estas 

parecen ser diferentes en ambas partes de la planta y pueden variar dependiendo del 

genotipo (Reuscher et al., 2013; R. Li et al., 2016; Jia et al., 2020). En nuestro estudio, 

donde WT es el cv. Moneymaker, SlPIP1;3 fue la isoforma de membrana plasmática que 

mostró la mayor expresión seguida de SlPIP1;5, mientras que SlPIP1;7 y SlPIP2;12 

tenían la expresión más baja junto con los dos genes TIP analizados, SlTIP1;1 y SlTIP2;2 

(Figura 47). Comparando nuestros resultados del cv. Moneymaker (WT) con los de otro 

genotipo de tomate, cv. M82, las respuestas son bastante similares, puesto que la segunda 

isoforma de WT SlPIP1;5 fue la que exhibió la mayor expresión en raíces de cv. M82, y 

fue también elevada en hojas (Jia et al., 2020).  

En WT, es interesante señalar el importante incremento inducido por la salinidad en los 

niveles de expresión de las dos isoformas mayoritarias SlPIP1;3 y SlPIP1;5 en sus hojas 

(Figura 48a). Dada su alta expresión, estos resultados sugieren que ambos genes son 

importantes en la regulación del transporte de agua bajo estrés salino en tomate, al menos 

en el cv. Moneymaker utilizado en este estudio. Sin embargo, el mayor transporte de agua 

en los mutantes sodgat no está asociado a una mayor expresión génica de AQPs, ya que 

ambos mutantes no solo no aumentaron los genes AQPs con la salinidad, sino que algunos 

de ellos se redujeron con respecto a WT, como se observa para SlPIP1;3 y SlPIP1;5 en 

raíces de ambos mutantes (Figura 48b). 

La siguiente pregunta a dilucidar es si el alto transporte de Na+ desde la raíz a la parte 

aérea está asociado a un patrón de expresión alterado de los transportadores de iones en 

la raíz. La reducción de la expresión de SlSOS1 en las raíces de los mutantes sodgat 

(Figura 49) puede explicar parcialmente su alteración de la homeostasis de Na+, ya que 

SlSOS1 está involucrado en la extrusión de Na+ en la raíz (Olias et al., 2009). Sin embargo, 

los genes que juegan un papel importante en el transporte de Na+ desde la raíz hasta la 

parte aérea son los dos genes que codifican transportadores HKT1 en tomate, SlHKT1;1 

y SlHKT1;2 (Asins et al., 2013). Comparando ambos genes, Jaime-Pérez et al. (2017) 

mostraban que SlHKT1;2 es el más importante en el control de la homeostasis de Na+, 

mientras que los alelos SlHKT1;1 tuvieron poco efecto, lo que también se observó en 

otros estudios sobre los mecanismos de tolerancia a la sal en especies de tomate cultivado 

y silvestre (Almeida et al., 2014; García-Abellán et al., 2014; Albaladejo et al., 2017). En 

nuestro estudio, la expresión tanto de SlHKT1;1 como de SlHKT1;2 era 
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significativamente reducida en las raíces de los mutantes sodgat, tanto en condiciones 

control como de estrés salino (Figura 49). Además, es interesante señalar que el 

pretratamiento de WT con el inhibidor de RBOH (DPI) aumentó el transporte de Na+ a la 

parte aérea debido a la reducción de la expresión de SlHKT1;2 en raíz (Figura 50c).  

La capacidad de las especies de tomate cultivado y silvestre para secuestrar Na+ en las 

vacuolas de las células de las hojas se ha asociado con una mayor expresión de NHX3 y 

NHX4 (Gálvez et al., 2012; Albaladejo et al., 2017). En ambos mutantes se redujo la 

expresión en SlNHX3 tanto en el control como en la sal (Figura 49), lo que sugiere que 

además del mayor transporte de Na+ hasta las hojas, la capacidad de compartimentación 

en vacuolas también es menor en ambos mutantes. Respecto a la homeostasis de K+, el 

principal gen implicado en el transporte de K+ a la parte aérea es el canal SKOR (Nieves-

Cordones et al., 2014). Nosotros observamos que la expresión del canal SKOR también 

se redujo en las raíces de ambos mutantes con respecto a WT (Figura 49). En resumen, 

los elevados valores de la relación Na+/K+ en la parte aérea de los mutantes sodgat está 

relacionada con el alto grado de reducción de la expresión de HKT1;2, provocando alta 

acumulación de Na+ en la parte aérea de los mutantes, y también del canal SKOR en la 

raíz, involucrado en la carga de K+ en el xilema, alterando la homeostasis de K+. 

Teniendo en cuenta el alto transporte de Na+ de raíz a parte aérea inducido por la 

disrupción de SlRBOHG, una pregunta relevante y sin resolver es si un alto transporte de 

agua de raíz a parte aérea está asociado a un cotransporte de agua - Na+, puesto que no 

era debido a la regulación positiva de los genes AQPs. En este sentido, los conceptos de 

transporte de la membrana vegetal se han basado generalmente en la suposición de que el 

agua y los solutos se mueven a través de las membranas pero por rutas separadas. Sin 

embargo, además de su importante papel como transportadores específicos de iones, los 

transportadores de membrana también pueden comportarse como canales de agua, aunque 

existe un gran desconocimiento al respecto. Wegner et al. (2017) sugerían un co-

transporte de agua y solutos y, concretamente, con canales iónicos que proveen rutas para 

el transporte de iones y agua. Un claro ejemplo se observa en los canales maxi-K+ de 

Chara corallina. También se observó otra "función dual" para la acuaporina de 

Arabidopsis AtPIP2.1, que transloca agua y al mismo tiempo conduce cationes, 

preferentemente Na+ (Byrt et al., 2017). Recientemente, Handa et al. (2022) remarcaban 

que las AQPs tienen varios sustratos fisiológicos junto con el agua, y los metaloides han 

surgido como uno de sus sustratos importantes, y se ha demostrado que las AQPs tienen 

un papel sustancial en la regulación de la homeostasis de los metaloides de las plantas. 

Además de los canales iónicos y las AQPs, se han propuesto otros candidatos para el 

acoplamiento del flujo soluto-agua, como cotransportadores catión-cloruro del tipo CCC, 

y transportadores de azúcares y aminoácidos (Wegner et al., 2017), aunque serán 

necesarios futuros estudios para dilucidar el cotransporte ion – agua. 

4.1.3. La producción de H2O2 es crítica para la tolerancia al estrés salino  

El H2O2 actúa como molécula señalizadora, participando en una serie de procesos 

fisiológicos y bioquímicos (Baxter et al., 2014), estando las RBOH involucradas en la 
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generación de H2O2 como se ha observado previamente en tomate (Zhou et al., 2014; Yi 

et al., 2015). Nuestros resultados muestran que la expresión de SlRBOHG inducida por 

estrés salino está asociada con mayor producción de H2O2 solo en WT pero no en los 

mutantes sodgat, en ninguna de las condiciones de cultivo, in vitro e in vivo (Figura 50a, 

b). Interesantemente, cuando se estudiaron los efectos del inhibidor DPI en plantas WT 

tratadas con sal, se observó que la reducción de H2O2 se asociaba con un aumento de la 

acumulación de Na+ en parte aérea y una disminución en las raíces, lo que era debido a la 

reducción de la expresión de SlHKT1;2 (Figura 50c). Estos resultados muestran que la 

inhibición de NADPH oxidasas en plantas WT tratadas con sal tiene un efecto similar a 

la interrupción del gen SlRBOHG en mutantes sodgat1-2. Ello está de acuerdo con 

diferentes autores que sugieren que el H2O2 es una molécula de señalización clave 

involucrada en la regulación del transporte de Na+ bajo estrés salino (Niu et al., 2018). 

Además, se ha propuesto un aumento en la producción de H2O2 dependiente de Rboh 

como un mecanismo para aumentar la descarga de Na+ mediada por HKT desde la savia 

del xilema (Jiang et al., 2012). 

El H2O2 también sirve como señal para controlar la absorción de agua bajo estrés abiótico 

(Aroca et al., 2012), ya que tiene propiedades moleculares similares a las del H2O y se 

mueve a través de la membrana plasmática vía acuaporinas (Castro et al., 2021). Sin 

embargo, las funciones del H2O2 en la absorción de agua son bastante confusas, ya que la 

aplicación exógena de H2O2 tendía, por un lado, a disminuir el transporte de agua (Lee et 

al., 2004; Aroca et al., 2005), y por otro aumentaban las PIP en Phaseolus vulgaris 

(Benabdellah et al., 2009). En nuestro estudio, parece existir una relación inversa entre la 

producción de H2O2 y la acumulación de agua bajo estrés salino, ya que el H2O2 aumentó 

con el estrés salino en WT pero no en los mutantes sodgat mientras que el contenido de 

agua incrementaba en los mutantes con respecto a WT, es decir la hiperhidratación no se 

asociaba con la producción de H2O2. La cuestión a resolver en futuros estudios será 

dilucidar cómo el H2O2 está participando en los procesos fisiológicos alterados por la 

disrupción de SlRBOHG. El conocimiento actual de cómo los tejidos vegetales detectan 

el estrés salino es bastante limitado hasta la fecha (Kudla et al., 2018), y sería muy 

interesante dilucidar si este gen actúa como un sensor de Na+.  

4.2. Papel del gen SlRBOHG en la tolerancia a largo plazo 

4.2.1. El gen SlRBOHG es clave en la tolerancia a la salinidad a lo largo del ciclo 

vegetativo de tomate. 

La tolerancia a la salinidad puede variar con el estado de desarrollo de la planta, de modo 

que el grado de sensibilidad/tolerancia a corto/medio plazo puede ser diferente al 

mostrado a largo plazo. En definitiva, la biomasa de la planta, tanto vegetativa como 

reproductiva, depende de la disponibilidad de los recursos esenciales como luz, agua y 

nutrientes. En condiciones de estrés abiótico como salinidad, el metabolismo de la planta 

se modifica para producir compuestos necesarios para enfrentarse al estrés y, por 

consiguiente, las plantas deben distribuir los recursos que genera entre diferentes 

funciones. Las diferencias encontradas en el grado de tolerancia de un genotipo a nivel 
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vegetativo o reproductivo están principalmente asociadas al coste energético provocado 

por el uso parcial de metabolitos y nutrientes para la recuperación de la homeostasis en 

vez de ser utilizados para el desarrollo (Munns et al., 2019). Este uso múltiple de recursos 

crea una alteración en el balance desarrollo – tolerancia, lo que provoca que la tolerancia 

del genotipo puede ser diferente si se considera la biomasa vegetativa más bien que la 

reproductiva o viceversa. En orden a evitar o reducir pérdidas de producción en 

condiciones de estrés abiótico, la identificación de genes clave involucrados en la 

tolerancia a largo plazo es una prioridad, es decir genes que determinen cambios 

significativos no solo a nivel vegetativo sino también reproductivo. En una reciente 

revisión de nuestro grupo (Egea et al., 2022), destacábamos el escaso número de genes 

identificados hasta ahora en tomate y que están involucrados en la tolerancia a largo plazo, 

mientras que son muy numerosos los descritos en la bibliografía como genes de 

tolerancia. En este sentido, Kotula et al. (2020) señalaba que, a pesar del importante 

número de genes utilizados para transformar plantas tolerantes a estrés abiótico, este reto 

no ha sido tan exitoso como se esperaba, siendo precisamente uno de los mayores 

problemas la falta de estudios dirigidos a comprobar el papel de los genes a lo largo del 

ciclo vegetativo de la planta.  

Cuando se estudiaron los efectos en el desarrollo vegetativo inducidos por la anulación 

del gen SlRBOHG, observamos que la sensibilidad a la sal se mantiene a largo plazo 

(Figuras 51, 54, 55), puesto que las plantas del mutante sodgat1 seguían presentando el 

mismo fenotipo característico observado a corto-medio plazo (Figura 43). Así, la 

salinidad inducía una clorosis generalizada en todos los tejidos fotosintéticos del mutante, 

y esta clorosis se reflejaba en menores niveles de clorofila y fluorescencia del fotosistema 

II en las hojas del mutante (Figura 54). Es interesante resaltar que este efecto era evidente 

desde los primeros días de aplicación del estrés, a pesar de que el tratamiento se iniciaba 

en plantas adultas (8 hojas verdaderas). 

Sin embargo, sí se ha observado en el mutante una diferencia fenotípica cuando las plantas 

se cultivan en invernadero bajo condiciones naturales: el mutante tiene mayor altura que 

WT independientemente del tratamiento y este efecto es debido a la mayor distancia entre 

nudos y no al mayor nº de hojas (Figuras 51, 55). Hasta ahora no se había observado esta 

característica en ninguno de los experimentos que se habían realizado previamente en 

condiciones controladas. Aunque no podemos precisar a qué se debe este efecto positivo 

sobre la altura del mutante cuando las plantas se desarrollan en condiciones naturales en 

el invernadero, podría estar relacionado con el mayor contenido de agua de la parte aérea 

del mutante (Figuras 73 y 74) que produce una mayor expansión celular. Así, el mutante 

sodgat1 altera la morfología de la hoja tanto en control como en estrés salino (Figura 

70), aumentando el tamaño celular y disminuyendo la densidad celular de las hojas 

procedentes de plantas adultas desarrolladas en invernadero bajo condiciones naturales. 

En este sentido, se ha puesto de manifiesto la importancia de las adaptaciones anatómicas 

cuando las plantas se cultivan en condiciones de estrés abiótico (Galmes et al., 2013; 

Albaladejo et al., 2017).  
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En resumen, la anulación del gen SlRBOHG en tomate induce un incremento en la altura 

de las plantas cuando se cultivan en invernadero bajo condiciones naturales, característica 

que hasta ahora no se había detectado en ninguno de los estudios anteriores dirigidos a 

dilucidar el papel de este gen en tomate. Desde el punto de vista del papel del gen en la 

tolerancia a la salinidad, el resultado más interesante es que el mutante mantiene la alta 

sensibilidad a la sal a largo plazo, es decir se puede concluir que SlRBOHG es un gen 

clave en la tolerancia del tomate a la salinidad a lo largo del ciclo de la planta y, por tanto, 

su anulación debe provocar importantes efectos en el desarrollo reproductivo. 

4.2.2. El principal efecto provocado por la disrupción del gen SlRBOHG a nivel 

reproductivo es el alto porcentaje de abscisión de flores inducido por la salinidad 

Hasta ahora no se había estudiado el papel del gen en el desarrollo reproductivo en medio 

salino y, por tanto, estos son los primeros resultados que demuestran que el gen SlRBOHG 
tiene un papel clave en el desarrollo reproductivo en condiciones de salinidad. El primer 

efecto observado era la alteración de la morfología de las flores del mutante por la 

salinidad, con mayor grado de clorosis en sépalos y pedicelos (órganos verdes de la flor), 

y necrosis en la parte superior de los estambres (Figura 56).  

Pero sin duda, los mayores cambios tienen lugar en la zona de abscisión (ZA) del 

pedicelo, donde la parte proximal de la flor del mutante se atrofia y la abscisión se produce 

muy fácilmente, siendo estos cambios en la ZA del mutante debidos a una degradación 

celular inducida por la salinidad (Figuras 57, 58). Este efecto es muy evidente, los 

porcentajes de abscisión de flores son prácticamente nulos en WT tanto en control como 

en los dos tratamientos salinos (50 y 100 mM NaCl), y en el mutante sodgat1 en control, 

mientras que alcanza el 60% en las plantas del mutante desarrolladas a 100 mM NaCl 

(Figura 59). El efecto es bastante inferior al nivel moderado de sal (50 mM NaCl) donde 

el porcentaje no llegó al 20%, lo que sugiere que el efecto no es proporcional al nivel de 

estrés.  

La abscisión es un proceso normal durante el desarrollo del fruto debido a los mecanismos 

auto-reguladores de la planta para reducir la carga del fruto, pero en condiciones de estrés 

abiótico este mecanismo puede causar problemas importantes, siendo la tasa de abscisión 

floral un carácter agronómico de gran relevancia frente al cambio climático. Así, la 

abscisión prematura de órganos reproductivos reducirá significativamente el cuajado del 

fruto y la producción. Por tanto, un mejor entendimiento de los mecanismos implicados 

en la abscisión es de gran importancia para mantener la producción frente a las 

condiciones de estrés abiótico. Diferentes autores sugieren que los ROS juegan un papel 

crítico en la regulación de la abscisión (Li et al., 2020; Lee et al., 2022). Los procesos de 

abscisión se inician por señales de desarrollo y estímulos ambientales.  

Entre los mecanismos involucrados en la abscisión floral en tomate, los mayores avances 

se han conseguido mediante la interacción entre hormonas y metabolismo de 

carbohidratos (Dong et al., 2021; Li et al., 2022). Para prevenir la abscisión en tomate se 

requiere un continuo y constante transporte polar basipétalo de auxina desde el órgano 
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distal (flor o fruto) a la ZA (Meir et al., 2010). El ácido indolacético (AIA) es la auxina 

más común y entre sus funciones, estimula el desarrollo del fruto. Así, la eliminación de 

la flor, el mayor sitio de biosíntesis de auxina (Aux), o la aplicación de un inhibidor del 

transporte polar de Aux, induce abscisión del pedicelo de la flor debido a la reducción del 

transporte de Aux a la ZA (Ma et al., 2021). Entre los pocos genes identificados hasta 

ahora, Sundaresan et al. (2021) indicaban que el gen KNOTTED1-LIKE HOMEOBOX 

PROTEIN1 (KD1) regula la abscisión de la flor vía alteración del gradiente de Aux en la 

ZA del pedicelo de tomate. En nuestro estudio, los niveles de AIA se reducían 

significativamente a 100 mM NaCl en el mutante respecto al control, tanto en hoja como 

en flor (Figura 73), por lo que la abscisión del mutante podría ser debida, al menos 

parcialmente, al transporte reducido de auxina hacia la hoja y flor. Otra hormona que 

mostró cambios similares a auxina en el mutante fue ABA, pues la salinidad provocaba 

reducciones del 88 y 76% en hoja y flor del mutante respecto a WT, por lo que podría 

estar también involucrada en el proceso de abscisión. En este sentido, Li et al. (2022) 

sugerían que existe una interacción entre AIA, ABA y etileno para regular la abscisión de 

la flor en tomate. Sin embargo, resultados contrarios eran encontrados por Reichardt et 

al. (2020), que demostraban que la abscisión de la flor en el pedicelo de tomate es regulada 

por fitosulfokina (PSK) en una manera independiente de auxina y etileno. 

Otro proceso clave en la abscisión es la disponibilidad de carbohidratos. Así, la abscisión 

de la flor en tomate ocurre con mayor frecuencia cuando las plantas se cultivan en la 

época de otoño-invierno debido a que los niveles bajos de luz conducen a reducción de la 

tasa fotosintética y, por tanto, menor suministro de carbohidratos (Li et al., 2022). En este 

sentido, diferentes autores asocian el menor transporte de azúcares desde las hojas fuente 

a las inflorescencias con la abscisión de la flor de tomate (Chai et al., 2021; Li et al., 2022) 

y, precisamente, uno de los primeros procesos alterados por la salinidad en el mutante 

sodgat1 es la distribución de azúcares entre hojas fuente y los órganos reproductivos que 

actúan como sumideros (flor y fruto verde). Así, los contenidos de hexosas y sacarosa (el 

principal fotoasimilado de la hoja que se transporta a los órganos reproductivos) 

incrementaban muy significativamente en las hojas fuente de las plantas mutantes 

desarrolladas a 100 mM NaCl mientras que se reducían los contenidos en flor y fruto 

verde, contrariamente a la respuesta de WT (Figura 76). Estos resultados sugieren que la 

alta abscisión en el mutante a alta salinidad está relacionada, al menos parcialmente, con 

su incapacidad de mantener el transporte de sacarosa vía floema a los tejidos sumideros 

flor y fruto. Sin embargo, este no parece ser el principal proceso responsable de la 

abscisión, puesto que los niveles de azúcares también se reducían muy significativamente 

en las flores control del mutante a pesar de que la abscisión era muy baja (Figura 57). 

Metabolitos intermedios del ciclo TCA como citrato y malato así como aminoácidos 

mayoritarios como Glu, Glm, GABA y Pro eran también diferencialmente regulados en 

el mutante sodgat1 respecto a WT (Figuras 77, 78), lo que sugiere que la disrupción de 

SlRBOHG afecta la regulación de metabolitos primarios. Estos resultados pueden ser una 

consecuencia del menor transporte de azúcares desde la hoja fuente a los sumideros flor 

y fruto en el mutante sodgat1 cuando las plantas se desarrollan en condiciones de alta 

salinidad, ya que los procesos del metabolismo celular están interconectados y, por tanto, 
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la reducción de azúcares contribuirá a los cambios observados en las rutas del TCA y 

aminoácidos. 

Teniendo en cuenta el dramático efecto que provoca la anulación del gen sobre la 

abscisión del fruto a alta salinidad y, por consiguiente, sobre el rendimiento en fruto, otros 

de los múltiples y complejos procesos que regulan la fructificación podrían estar también 

afectados en el mutante (Dong et al 2021; X. Wang et al. 2021). En futuros estudios se 

abordarán otros aspectos como cantidad y calidad de polen, con el fin de ampliar los 

conocimientos sobre el papel de este gen clave en el rendimiento en fruto de tomate. Pero 

independientemente del proceso responsable de la alta abscisión provocada por la 

salinidad en el mutante, es interesante señalar que se ha demostrado por primera vez el 

papel del gen SlRBOHG en el desarrollo reproductivo y, especialmente, en la abscisión 

de flores cuando las plantas se desarrollan en condiciones de estrés salino. Puesto que los 

experimentos se llevaron a cabo en condiciones naturales, esta afirmación está basada en 

los resultados obtenidos al estudiar la influencia de las condiciones ambientales, donde 

se ha demostrado que el año de cultivo no ha influido sobre los efectos de la mutación del 

gen en salinidad, ni en el desarrollo vegetativo ni reproductivo y, por tanto, la abscisión 

de flores en el mutante sodgat1 es independiente del año de cultivo (Figura 65). En 

definitiva, la anulación de SlRBOHG provoca una alta tasa de abscisión floral, carácter 

agronómico de gran relevancia. 

4.2.3. El alto porcentaje de abscisión de flores inducido por la salinidad en el mutante 

está asociado a alta acumulación de Na+ y agua en la zona de abscisión 

Hasta ahora se conoce que los ROS juegan un papel importante en la abscisión (Bar-Dror 

et al., 2011), pero los mecanismos por los que se produce son aún bastante desconocidos 

(Yang et al., 2015; Tranbarger et al., 2017; Ma et al., 2021).  

Al analizar los contenidos de Na+ en los órganos reproductivos, se observó que la 

salinidad inducía una alta acumulación de Na+ en las flores del mutante, 

independientemente del estado de desarrollo de la flor (preantesis, antesis y post-antesis), 

pero no en las del WT (Figura 74). En este sentido, diferentes estudios demuestran que 

las reducciones de rendimiento inducidas por la salinidad están relacionadas con 

acumulación de Na+ y altos valores de la relación Na+/K+ en órganos reproductivos 

(Samineni et al., 2011; Kobayashi et al., 2017). En Arabidopsis, An et al. (2017) indicaban 

que los niveles de Na+ en flores, pero no en hojas, están positivamente relacionados con 

la tolerancia a salinidad, sugiriendo que el contenido de Na+ floral es más interesante para 

establecer la tolerancia a salinidad que el contenido en hojas o parte aérea. Por otra parte, 

Monihan et al. (2016) indicaban que la anulación del gen SlCBL10 inducía mayores 

niveles de Na+ y de la relación Na+/K+ en flores cuando las plantas se desarrollaban en 

medio salino, provocando múltiples defectos en la función de la flor y una fertilidad 

reducida en respuesta a la salinidad. 

En tomate, Romero-Aranda et al. (2020) investigaban el papel de dos alelos HKT1;2, en 

la tolerancia a la sal, usando dos líneas NILs homocigotas para uno u otro alelo, S. 
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lycopersicum o S. cheesmaniae y sus respectivas líneas de silenciamiento (RNAi-

Sl/ScHKT1;2). Ellos observaron importantes reducciones de rendimiento en fruto con la 

salinidad en ambas líneas RNAi, las cuales estaban asociadas a alta acumulación de Na+ 

en flores y alterada relación Na+/ K+. Además, la alterada relación Na+/ K+ estaba asociada 

con flores mostrando áreas necróticas en sépalos y pétalos e incluso pérdida de órganos 

reproductivos, permaneciendo solo los receptáculos unidos a los pedicelos remanentes. 

Es interesante resaltar que según Romero-Aranda et al. (2020) el transportador SlHKT1;2 

protege la flor frente a la toxicidad de Na+ y mitiga la reducción de rendimiento en fruto 

de tomate bajo condiciones salinas. Precisamente, cuando se estudió la respuesta a la 

salinidad a corto-medio plazo, observamos que la expresión de SlHKT1;2 era 

significativamente reducida en las raíces de los mutantes sodgat, pero estas reducciones 

tenían lugar tanto en condiciones control como en estrés salino (Figura 46). Por tanto, 

aunque pueda estar relacionada la abscisión de la flor provocada por la disrupción de 

SlRBOHG con las alteraciones del patrón de expresión de SlHKT1;2, no se puede concluir 

que este sea el principal proceso responsable de la abscisión. Además, Romero-Aranda et 

al. (2020) no observaron realmente abscisión de la flor en las líneas RNAi- Sl/ScHKT1;2 

sino alteraciones fenotípicas donde la flor no llegaba a escindirse. 

Interesantemente, nosotros observábamos que la acumulación de Na+ y la relación Na+/K+ 

eran incluso mayores en la zona de abscisión (ZA) del mutante que los valores 

encontrados en flores (Figura 74), lo que sugiere que la abscisión podría estar relacionada 

con el alto transporte de Na+ a la ZA del mutante y/o los altos valores de la relación 

Na+/K+. Pero además se observa que los incrementos inducidos por la salinidad en los 

contenidos de agua de la ZA eran también muy importantes (Figura 74) y, por tanto, 

podrían actuar conjuntamente en el proceso de abscisión inducido por la disrupción de 

SlRBOHG cuando las plantas se cultivan en medio salino. 

Al estudiar la respuesta a corto-medio plazo, también se observó mayor acumulación de 

agua inducida por la salinidad en la parte aérea de ambos mutantes (Figuras 45). Pero al 

analizar los niveles de expresión de diferentes AQPs en raíz comprobamos que el mayor 

transporte de agua en los mutantes sodgat no estaba asociado a una mayor expresión 

génica de AQPs, ya que ambos mutantes no solo no aumentaron los genes AQPs con la 

salinidad, sino que algunos de ellos se redujeron con respecto a WT (Figura 48). Sin 

embargo, estos resultados no excluyen que el mayor contenido de agua en la ZA del 

mutante favorezca la abscisión de la flor al llegar a ella altos niveles de Na+. ¿Por qué 

pueden estar ambos interrelacionados? Es conocido que la expansión celular requiere 

influjo de agua (Braidwood et al., 2013). Así, el estrés por inundación incrementaba la 

abscisión de la flor y del fruto joven en algodón (Najeed et al., 2015) y diferentes autores 

sugieren que el influjo de agua en las células en expansión de la ZA es un fenómeno 

común durante la abscisión (Kumpk et al., 2013; Tranbarger et al., 2017). Cuando 

estudiábamos los cambios a nivel celular en la ZA, precisamente observábamos que la 

salinidad inducía un hinchamiento y degradación de la estructura celular (Figura 58).  
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Según R. Wang et al., (2021) el transporte de H2O2 y de agua mediado por acuaporinas es 

importante para la abscisión del pedicelo de la flor de tomate. Concretamente, estos 

autores observaron que la anulación de la expresión del gen SlTIP1;1 resultaba en 

abscisión demorada mientras que la sobreexpresión aceleraba la abscisión. El modelo 

propuesto es que la eliminación de la flor o bien el estrés osmótico ensalza el nivel de 

H202 apoplástico en la ZA del pedicelo, el cual es luego transportado al citoplasma vía 

SlTIP1;1. A su vez, el elevado H2O2 citoplásmico suprime la señal de auxina al inicio del 

proceso de abscisión y luego ensalza la producción de etileno, activando la expresión de 

SlTIP1;1 inducida por SlERF52. Sin embargo, en nuestro estudio la disrupción del gen 

SlRBOHG no provoca realmente abscisión en condiciones no salinas a pesar de que el 

contenido de agua del mutante aumenta respecto a WT (4,8 y 6,4 ml/g PS en la ZA de 

WT y mutante, respectivamente (Figura 74). Por tanto, no podemos atribuir la alta 

abscisión inducida por la salinidad en el mutante, especialmente en el nivel alto de estrés, 

solo al mayor contenido de agua sino a la interacción entre la acumulación de Na+ y agua 

en la ZA del pedicelo. 

4.3. Los genes SlCBL10 y SlRBOHG podrían jugar un papel clave en el diálogo 

cruzado Ca+2-ROS con función de señalización de estrés. 

Numerosos estudios en Arabidopsis y otras especies en los últimos años han puesto de 

manifiesto una compleja regulación de la actividad de las NOX/RBOHs por unión del 

Ca2+ a los motivos EF-hand, por interacción proteína – proteína (pequeñas RAc GTPasas) 

y por modificaciones postranscripcionales (nitrosilación), entre las cuales la fosforialzión 

está emergiendo como un jugador clave para la regulación de las RBOHs en plantas (Han 

et al., 2019). En concreto en RBOHF de Arabidopsis, homóloga a SlRBOHG en tomate, 

se han inidentificado varios sitios de fosforilación en el extremo N-terminal de la proteína 

que pueden contribuir individualmente a su regulación (Han et al., 2019). Algunas de las 

proteínas kinasa que se ha demostrado que pueden fosforilar y regular la actividad de la 

proteína RBOHF en Arabidopss son la kinasa Open stomata 1 (OST1) que interacciona y 

fosforila a RBOHF produciendo una elevación de H2O2 que induce la expresión del gen 

Slow Anion Channel-Associated 1 (SLAC1) y con ello al cierre estomático (Shi et al., 

2015). Otras proteínas kinasas que se han identificado como reguladoras de la actividad 

de RBOHF son las proteínas MAPKs, las CDPKs, capaces de interaccionar directamente 

con esta proteína en respuesta a patógenos y estrés oxidativo entre otras (Kovtun et al., 

2000; Rentel et al., 2004). Más recientemente los complejos CBL-CIPKs también se han 

relacionado con la regulación de la actividad de las RBOHF en Arabidopsis. Así, estudios 

llevados a cabo por el grupo del Dr. Kudla (donde realicé mi estancia predocotoral) han 

podido demostrar la interacción y activación de RBOHF por los complejos formados por 

CIPK26 con CBL1 y CBL9 (Drerup et al., 2013). Este grupo además, también ha sido 

capaz de demostrar que la fosforilación mediada por CBL1-CIPK26 mejora la actividad 

de otra proteína de la familia de las NADPH oxidasa, la proteína RBOHC, lo cual además, 

es imprescindible para el crecimiento de los pelos radiculares (Zhang et al., 2018). Más 

recientemente también han demostrado la interacción y activación alternativa por otra 

CIPK, la CIPK11 junto con CBL1, así como que la fosforilación conjunta, pero en sitios 

diferentes, de RBOHF por CIPK26 y OST1 genera una activación adicional de la 

proteína, mientras que la fosfatasa ABI1 contrarresta esta activación por desfosforilazión 
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(Han et al., 2019). Concluyendo tras todos estos estudios que la fosforilación por 

diferentes módulos CBL-CIPK, así como por otras proteínas kinasas, permitiría el ajuste 

fino en Arabidopsis de la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) por RBOHs 

en respuesta a diferentes estímulos y en diversos procesos fisiológicos. 

En cuanto a la regulación de la actividad de las proteínas RBOHs en tomate por módulos 

funcionales CBL-CIPK, hasta donde llega nuestro conocimiento la única publicación 

hasta la fecha es un estudio publicado en 2013 (de la Torre et al., 2013) en el que se 

demostró que RBOHB era activada por fosforilación por un módulo funcional formado 

por CBL10-CIPK6 en repuesta a estrés biótico. Hasta la fecha, no hemos encontrado 

ninguna publicación referente a la identifcación de módulos funcionales CBL-CIPK 

implicados en la fosforilación y activación de la SlROHG de tomate. Los únicos 

resultados sobre los que tenemos conocimiento son lo recogidos en la tesis de la Dra. 

Aljabari defendida recientemente (2021) y dirigida por el Dr. Kudla. En este caso 

SlRBOHG es nombrada como SlRBOHF, y en sus resultados se proporcionan la primera 

evidencia de la implicación de un módulo funcional CBL-CIPK, el formado por CBL1-

CIPK23, en la regulación positiva de la actividad de SlRBOHF a través de la interacción 

y la fosforilación de la misma por SlCIPK23, localizándose esta interacción en la 

membrana plasmática por la técnica BiFC.  

En nuestro estudio nosotros hemos podido corroborar estos resultados previos, 

confirmando que el tándem formado por SlCBL1-SlCIPK23 es capaz de activar por 

fosforilación a SlRBOHG en presencia de Ca2+ (Figura 81). Además, hemos avanzado 

en el conocimiento de la regulación de esta NADPH-oxidasa de tomate por complejos 

CBLs-CIPKs, aportando claras evidencias de que la actividad de SlRBOHG puede ser 

también regulada positivamente por los módulos funcionales formados por SlCBL9 y 

SlCBL10 con SlCIPK23 y SlCBL1 y SlCBL9 con SlCIPK6, aumentando notablemente 

la coexpresión de estas proteínas en las células HEK la producción de ROS en presencia 

de Ca2+ (Figuras 82 y 83). Por el contrario, la combinación de cualquiera de estas tres 

CBLs con SlCIPK24 no fue capaz de activar a SlRBOHG, no detectándose ningún 

aumento de la producción de ROS, mientras que la combinación de las mismas con 

SlCIPK11 y SlCIPK17, solo orginó un ligero aumento de ROS y casi siempre en presencia 

de CA (Figuras 81, 82 y 83). Por otro lado, cabe esperar que la interacción de los módulos 

funcionales CBL-CIPK, identificados en esta tesis como activadores de SlRBOHG, se 

produzca en la membrana plasmática, ya que es donde se ha localizado in vivo la proteína 

SlRBO mediante la expresión transitoria en Nicotiana benthamiana (Figuras 84 y 85). 

En cuanto a los módulos funcionales formados por SlCBL1 y SlCBL9 con SlCIPK23, 

estudios previos han demostrado que en tomate están implicados en la activación por 

fosforilación del canal de potasio LKT1 en raíz, regulando la entrada de K+ a la planta, 

tanto en condiciones de deficiencia de K+ como en condiciones de estrés salino (Amo et 

al., 2021). Por otro lado, en esta tesis también se ha comprobado que la ausencia de 

función del gen SlRBOHG en los mutantes sodgat provoca una disminución del contenido 

de K+ en la toda la planta, lo que sugiere que la activación de los SlRBOHG por los 

módulos funcionales formados por SlCBL1 y SlCBL9 con SlCIPK23, podrían también 

estar implicados en la señalización de respuesta al déficit de K+ en la planta por estrés 

salino. 
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En cuanto a SlCBL10, nuestros estudios preliminares demostraron que SlCBL10 juega un 

papel clave en la regulación de los flujos vacuolares de Ca2+ en respuesta al estrés salino. 

También en esta tesis se ha evidenciado el importante papel de SlRBOHG en la 

señalización y activación de mecanismos de respuesta en estrés salino por lo que esta 

nueva función otorgada a SlCBL10 en la regulación de la actividad de SlRBOHG, 

posiciona a estos dos genes objeto de estudio en esta tesis, como potenciales jugadores 

clave en el diálogo cruzado entre Ca2+ y ROS para la transmisión a larga distancia de la 

señalización del estrés salino en tomate. Así, recientemente se ha postulado la aparición 

de ondas de Ca2+ y ROS en movimiento célula a célula para la transmisión de la señal de 

un estímulo o estrés a larga distancia en la planta (revisado en Choi et al., 2017), 

tratándose de un tema de gran interés actualmente por su relevancia en la adaptación de 

la planta al estrés. No obstante, para poder afirmar la implicación de estos genes en el 

dialogo cruzado Ca2+-ROS para la transmisión a larga distancia de señal, así como 

conocer qué respuestas a estímulos o estreses específicos son señalizados por cada 

módulo CBL-CIPK a través de la activación de SlRBOHG se requieren estudios 

posteriores en mayor profundidad.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

259 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

260 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

261 

 

VI. CONCLUSIONES 

1. FUNCTIONAL ANALYSIS OF THE TOMATO CALCINEURIN B-LIKE 

PROTEIN 10 (SLCBL10) GENE 

1.1. The SLCBL10 gene has a very important role in tomato reproductive development, 

since knockout of the gene significantly reduces fruit yield when the plant is grown under 

optimal conditions. This gene is also involved in incidence of Blossom End Rot (BER), 

a physiopathy related to alteration of Ca2+ homeostasis, with symptoms of Ca2+ deficiency 

being visible at the vegetative and reproductive level in plants that have cancelled or 

reduced expression of SICBL10 

1.2. It has been verified that the effects of silencing SlCBL10 gene on the incidence of 

BER are related to alterations in Ca2+ homeostasis, since Ca2+ levels significantly increase 

in source leaves and significantly reduce in sink organs, such as young leaves and flowers, 

as a reduction in the Ca2+ transport towards these organs has been detected. 

1.3. Overexpression (OE) of SlCBL10 gene induces tolerance to salinity based on fruit 

yield, in particular in number of fruits, a result of great agronomic importance because 

the number of fruits is the yield component mainly affected at high levels of such stress. 

1.4. When analysing the physiological changes induced by overexpression of SlCBL10, 

it is observed that salinity tolerance is associated with the ability of accumulating high 

Na+ in the root and maintaining the pattern of Na+ distribution in the shoot, with the lowest 

levels in developing organs of the shoot. 

1.5. SlCBL10 gene has opposite roles in shoot and root regarding salt tolerance. While it 

is a positive regulator of tolerance in shoot, it is a negative regulator of such tolerance in 

root, since loss-of-function of the gene confers salt tolerance when used as rootstock. 

1.6. Rootstocks carrying the silenced-SlCBL10 gene are capable of increasing fruit yield 

of untransformed plant (WT) used as scion when culture is performed under saline 

conditions. The tolerance to salinity induced by rootstocks with silenced-SlCBL10 is 

related to changes at the physiological and molecular levels, especially in the Na+ and K+ 

contents and in the expression of main genes involved in the transport of both key ions. 

1.7. The first results on the role of SlCBL10 in tomato tolerance to other abiotic stresses 

are presented, such as drought and temperature stress. These show that SlCBL10 

overexpression induces sensitivity to heat stress, contrary to the response observed for 

salt stress. These results are of great interest to advance in the knowledge about the 

predominant mechanisms triggered in the plant response to a combination of abiotic 

stresses, which is a key point given the multiple abiotic stresses that affect plant growth 

and development in Mediterranean environmental conditions. 

2. ROLE OF THE RESPIRATORY BURST OXIDASE G (SlRBOHG) GENE 

IN SALINITY TOLERANCE OF TOMATO 

2.1. The characterization of two SlRBOHG gene knockout mutants, denominated sodgat1 

and sodgat2 (from sodium gatherer), featured by a massive transport of Na+ from the root 
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to the aerial part, has allowed the determination of the key importance in salinity tolerance 

of this gene involved in ROS production. 

2.2. Disruption of the SlRBOHG gene causes a high transport of water and Na+ from the 

root to the aerial part, a response observed both in non-transpiration (in vitro) and 

transpiration (in vivo) growth conditions. This physiological alteration is mainly 

associated with changes in the expression of the ions transporters in the roots of the 

knockout mutants especially with the reduction of the expression of SlHKT1;2, the most 

important gene involved in the control of Na+ homeostasis in tomato. 

2.3. H2O2 production under saline conditions is impaired in SlRBOHG knockout mutants. 

Thus, the mutants do not accumulate H2O2 with salinity, contrary to the higher H2O2 

production in untransformed (WT) plants. 

2.4. Long-term phenotypic and agronomic characterization under different growth 

conditions has shown the critical role of SlRBOHG gene in tolerance to salinity throughout 

the crop cycle, being a key gene in vegetative development and, especially, reproductive 

development, where its loss-of-function causes significant production losses. 

2.5. The main effect caused by disruption of SlRBOHG gene at the reproductive level is 

a high degree of flower abscission induced by salinity, where important changes are 

produced in the abscission zone of the flower pedicel. This effect is mainly observed at 

100 mM NaCl salt treatment, where the predominant effect induced by salinity is the ionic 

stress caused by the high accumulation of the toxic Na+ ion. 

2.6. The hormonal alterations induced by disruption of SlRBOHG gene can influence the 

abscission of flowers, as the levels of auxin and ABA were reduced with salinity in leaves 

and flowers of the knockout mutant. Another of the processes that seems to be involved 

in flower abscission is primary metabolism and, especially, sugars, due to the significant 

reduction in the transport of these from the source leaf to the sink flower and fruit in the 

mutant.  

2.7. When analysing Na+ contents in reproductive organs, it was observed that salinity 

induced a high accumulation of this cation in the mutant flowers, regardless of the stage 

of flower development (pre-anthesis, anthesis and post-anthesis), but not in the WT 

flowers. In addition, accumulation of Na+ was even higher in the abscission zone (AZ) 

than in flowers in the knockout mutants, which suggests that abscission is mainly linked 

to high transport of Na+ to the AZ, a transport that is also associated with a high 

accumulation of water. 

2.8. This research work will make it possible to advance in the identification of processes 

involved in the premature abscission of reproductive organs, where ROS seem to play a 

critical role in regulating abscission, since abscission is an agronomic trait of critical 

importance to maintain crop production in climate change conditions. 

2.9. A key aspect in tolerance to abiotic stress is to go further in the knowledge of the 

signalling mechanisms of the plant when reacting to such stress. In this regard, the results 

presented in this research work suggest that SlCBL10 and SlRBOHG could be key players 

in the crosstalk between Ca2+ and ROS with signalling functions in tomato. 
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