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RESUMEN

RESUMEN

La disponibilidad de agua es una de las mayores limitaciones en la
productividad vegetal (Boyer, 1982) y es uno de los principales factores en la
distribucién de las especies vegetales. La tolerancia de un cultivo al estrés
hidrico esta esencialmente vinculada a su capacidad de acceder al agua del
suelo y utilizarla de manera mas eficiente. El cultivo del tomate destaca tanto
por su importancia econémica como por representar un elevado consumo de
recursos hidricos, de manera que cualquier mejora en el uso eficiente del agua
(WUE) tendria un gran impacto socioeconémico y medioambiental. Se estima
que un incremento de un 10% en el WUE en este cultivo podria suponer, en la
Region de Murcia, un ahorro de méas de 1.1 hm3 de agua de riego, cantidad

equivalente a los requerimientos anuales de una poblaciéon de 20.000 habitantes.

La seccién experimental del manuscrito se ha dividido en dos partes
diferenciadas. En primer lugar, con el objetivo de estudiar el papel de las
invertasas en la respuesta al estrés hidrico en tomate (Solanum lycopersicon L.),
se generaron plantas transgénicas que sobreexpresaban un gen de una invertasa
extracelular de Chenopodium rubrum (CINI) bajo el control de un promotor de
invertasa vacuolar de Solanum pimpinellifolium (InvLp6g). En segundo lugar, se
realiz6 una aproximacion genética con objeto de identificar y explotar caracteres
hidricos y hormonales implicados en la mejora del WUE en tomate mediante el
uso de lineas recombinantes (RILs) de tomate procedentes de un cruce entre S.

lycopersicum cv Moneymaker y S. pimpinellifollium acc. TO-937.

La sobreexpresiéon del gen CIN1 dio lugar a una disminucién de la
transpiracién acumulada y a un incremento de la tasa fotosintética, resultando,
por tanto, en un incremento del WUE en relacion a las plantas no
transformadas, al final del periodo de estrés hidrico (9 dias). Esto parece estar
relacionado con una mejor regulacion de las relaciones fuente-sumidero a
través del mantenimiento del flujo metabélico. Ademas, se observé una mejora

en los mecanismos antioxidativos de las plantas CIN1. Los cambios observados

11



RESUMEN

en el metabolismo primario se asociaron con cambios en el balance hormonal:
incremento de las concentraciones de la CK mas activa en tomate, trans-zeatina
(t-Z), y disminucioén en los niveles del precursor del etileno ACC. De este modo,
la invertasa extracelular actiia como punto integrador entre el metabolismo
primario y las fitohormonas en respuesta al estrés hidrico, postuldndose como
una nueva estrategia para superar los efectos adversos del estrés hidricos sobre

la fisiologia y la productividad final del cultivo.

Por otra parte, mediante una aproximacién genética se pudieron
identificar aquellas sefiales hidricas y hormonales implicadas en la regulacién
del WUE a través del control de la biomasa foliar y de la capacidad
fotosintética. La explotacion de dichos caracteres mediante la tecnologia del
injerto ha demostrado tener una utilidad directa sobre la mejora de la
productividad final de la planta a través de la comunicacion raiz-parte aérea. El
precursor del etileno ACC y el ABA parecen ser sefiales hormonales implicadas
en el crecimiento foliar principalmente al final del periodo de cultivo, cuando la
tasa de transpiracion era mas elevada. El ACC se asoci6 positivamente con el
WUEay (en base a produccién de fruto) y negativamente con el WUEav (en base
a biomasa vegetativa) a través de una regulaciéon negativa del area foliar. Otros
factores hormonales, como las CKs, SA, ACC y JA también parecen ser sefiales

(positivas) en la regulacién del crecimiento foliar y por tanto del WUEa.

Por tanto, mediante una aproximacién funcional, se ha puesto de
manifiesto el papel de las invertasas en la tolerancia al estrés hidrico a través de
una modificacion del balance hormonal. Por otro lado, mediante una
aproximacion genética usando lineas RIL se han identificado caracteres
hormonales (principalmente ACC y CKs), implicados en la regulaciéon del WUE
en tomate, y que han sido explotados para mejorar la productividad mediante

la tecnologia del injerto.
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OBJETIVOS

La hipotesis de partida se divide en dos partes:

1. Se ha demostrado que las invertasas juegan un papel importante en la
respuesta de la planta al estrés abiético influyendo en las relaciones
hidricas de la planta y retrasando la senescencia foliar. La
modulaciéon de la actividad invertasa, utilizando estrategias
biotecnolégicas, podria tener un efecto positivo en la tolerancia al

estrés hidrico incrementando el uso eficiente del agua.

2. La variabilidad genética presente en especies silvestres de tomate en
relacién a su mayor uso eficiente del agua podria ser transferida a
variedades comerciales de tomate wutilizando dichas especies

silvestres como portainjertos.
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Los objetivos concretos se pueden resumir en los siguientes puntos:

1.1.- Estudiar el papel de las invertasas en la respuesta al estrés hidrico

y su influencia en el uso eficiente del agua.

1.1.1.- Caracterizar la influencia de la sobreexpresion del gen CIN1 sobre
las relaciones hidricas de las plantas y sobre la mejora del uso eficiente del

agua.

1.1.2.- Identificar factores metabdlicos y hormonales implicados en la
tolerancia al estrés hidrico en plantas de tomate que sobreexpresan el gen de

una invertasa extracelular CIN1.

1.2.- Identificar la variabilidad natural para el uso eficiente del agua y
otros parametros fisiolégicos relacionados en una poblaciéon de lineas
recombinantes (RIL) de tomate procedentes de un cruce entre la especie
cultivada y una especie silvestre afin (Solanum lycopersicum cv Moneymaker

x S. pimpinellifollium acc. TO-937)

1.2.1.- Identificar variabilidad genética para el consumo de agua en la

poblacién RIL estudiada.

1.2.2.- Identificar factores nutricionales y hormonales relacionados con el

WLUE (del inglés, Water Use Efficiency).

1.2.3.- Selecciéon de lineas de interés con alto y bajo WUE, que se

corresponderan o no con alto y bajo vigor.

16



OBJETIVOS

1.3.- Identificar caracteres hidricos y hormonales relacionados con el uso
eficiente del agua discriminando entre los aportados por la raiz y los

aportados por la parte aérea.

1.3.1.- Identificar variabilidad genética en pardmetros relacionados con el

WUE tanto hidricos, como no hidricos.

1.3.2.- Identificar la influencia de la raiz y de la parte aérea sobre el WUE y
sus componentes, asi como de la importancia relativa de los parametros

implicados.

1.3.3.- Determinar el efecto que las hormonas procedentes de la raiz (ABA,
citoquininas y ACC) ejercen sobre pardmetros relacionados con el WUE en la

parte aérea.

1.4.- Determinar la potencial explotacion de los caracteres aportados por
la raiz en la mejora del WUE, seleccionando las lineas mas adecuadas para ser

utilizadas como portainjertos de variedades comerciales.

1.4.1.- Identificar lineas con determinados caracteres aportados por la raiz
que puedan ser utilizadas como portainjertos para aumentar significativamente

el WUE en el cultivo de tomate, susceptibles de ser explotados comercialmente.

1.4.2.- Identificar la relacién entre el aumento en el WUE aportado
especificamente por el sistema radicular y las particularidades hidricas,
nutricionales y hormonales que actten sobre el suministro de agua a la parte

aérea, la tasa de transpiracion, el tamafio foliar y la eficacia fotosintética.
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1.- EL PROBLEMA DEL ESTRES HIDRICO

Los organismos vivos tienen dos propiedades que los definen:
organizacion celular y requerimiento de agua liquida. Los organismos son
capaces de explotar cualquier nicho ecolégico, no importa como sea de extremo,
siempre que esté disponible el agua libre. Kramer and Boyer (1995) resumieron
las cuatro funciones del agua en las plantas. El agua es sin duda el componente
maés importante de una planta, alcanzando més del 90% del peso fresco en la
mayoria de las plantas herbaceas. El agua también es un solvente con
propiedades biofisicas tnicas, como una temperatura de vaporizacion,
constante dieléctrica y tensiéon superficial elevadas. Estas propiedades tnicas
permiten al agua permanecer liquida en un amplio rango de temperaturas y
disolver una extensa variedad de iones, minerales y moléculas. Ademaés de ser
un solvente, el agua acttia como reactivo en una serie de reacciones bioquimicas
fundamentales, incluyendo servir como donador de electrones primario en la
fotosintesis. Finalmente, desde una perspectiva fisiolégica, el agua es el

componente clave en el mantenimiento de la turgencia celular (Wood, 2005).

La disponibilidad de agua es una de las mayores limitaciones en la
productividad vegetal (Boyer, 1982), y es uno de los principales factores en la
distribucion de las especies vegetales. Més del 35% de la superficie terrestre esta
considerada arida o semidrida, experimentando precipitaciones insuficientes
para la mayoria de usos agricolas. Ademds, como consecuencia del cambio
climatico, algunas regiones que presentan precipitaciones adecuadas podrian
transformarse en ambientes con limitacion de agua. Predicciones a medio plazo

estiman que muchas regiones agricolas experimentardn una “estacion seca”
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predecible, mientras que en otras es impredecible. Las regiones agricolas
afectadas por la sequia soportan importantes pérdidas en el rendimiento. El
desarrollo de cultivos cada vez mas tolerantes que mantengan la productividad,
es un requisito fundamental para el sostenimiento de la agricultura y las

demandas alimenticias futuras (Munns et al., 2010).

La tolerancia de un cultivo al estrés hidrico esta esencialmente vinculada a
su capacidad de acceder al agua del suelo y utilizarla de manera maés eficiente
(Richards et al., 2010). Las plantas desarrollan una serie de estrategias para
tolerar condiciones de déficit hidrico que pueden ser muy diferentes entre
plantas anuales y perennes. Para cultivos anuales como el trigo y la cebada en
ambientes semidridos, una estrategia exitosa es un desarrollo acelerado y un
tiempo de floracién y maduracion corto, permitiendo que el agua disponible
pueda ser usada por la planta antes del periodo de fuerte evaporacién como
consecuencia del aumento de temperatura. Otra estrategia es elegir un cultivo
de desarrollo lento y siembra temprana (Passioura & Angus, 2010). Las especies
perennes pueden emplear una estrategia conservadora, minimizando el uso del
agua para evitar el riesgo de deshidratacion de la hoja, y reanudando un

crecimiento rapido cuando regresa la temporada de lluvias.
1.1. Ambientes limitados de agua: regiones dridas y semidridas del mundo

El agrupamiento de los elementos del clima en clases, se puede fundamentar
en gran numero de pardmetros; la dificultad reside en establecer criterios
generales partiendo de los componentes climaticos que consideramos
representativos. La primera y més generalizada regionalizaciéon se debe a los
griegos, y dividia la Tierra en tres grandes zonas climaticas, basandose en la
distribucion de las temperaturas: tropical, templada y polar. Desde entonces
pueden observarse dos tendencias principales en la clasificacion:

clasificaciones genéticas, basadas en los factores que generan la diversidad
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climética, y las llamadas empiricas, basadas en elementos del clima combinados

en indices (Cuadrat & Pita Lopez, 2006).

Las principales clasificaciones son las siguientes:
« Clasificacién genética de Flohn
+ Clasificaciéon de Budyko
« Sistema de Thornthwaite

+ Clasificaciéon de Képpen

Entre ellas, la altima constituye el mejor ejemplo de clasificacion empirica y
es uno de los esquemas mas conocidos y de mayor aplicacion por los gedgrafos.
Este sistema de clasificacion climatico reconoce cinto tipos -climaticos
principales (Fig. 1.1) (Koppen, 1936).

Climas humedos tropicales
b. Climas secos
c. Climas himedos de latitudes medias con inviernos suaves
d. Climas htimedos de latitudes medias con inviernos frios

e. Climas polares

World Map of Koppen—Geiger Climate Classification  Mainclimates  Precipitation  Temperature

updated with CRU TS 2.1 temperature and VASClimO v1.1 precipitation data 1951 to 2000 At equatorial Wi desert h: hot arid Fz polar frost
B: arid St steppe k: cold arid T polar tundra
[Tl covarm emperate: fully humid a2 hot summer

Af Am A Aw BWk BWh BSk BSh Cfa CM Cfe Csa Csh Cse Cwa D: snow
E: polar

bz warm summer
e cool summer

Cwb Cwe Dfa Db Dfe Dfd Dsa Dsb Dsc Dsd Dwa Dwh Dwe Dwd EF ET d: extremely continental

Resolution: 0.5 deg latllon

160 140 120 100 80 60 40 20 O 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Figura 1.1.- Mapa mundial de la Clasificacion Climatica de Képpen-Geiger para el periodo 1951-2000.
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Los climas secos se reconocen facilmente, pero es mas dificil de
clasificarlos con precision por zonas. Quizds el sistema mds sencillo y
ampliamente utilizado es el que desarrolld6 Meigs (1953), basado en la
precipitacion media (Fig. 1.2). Las tierras extremadamente dridas tienen al menos
12 meses consecutivos sin lluvias, las tierras dridas tienen menos de 250 mm3 de

precipitacion anual, y las semidridas una media anual de entre 250 y 500 mms3.

DISTRIBUTION OF
NON-POLAR ARID LAND
(after Meigs, 1953)
Extremely arid 300
=

Arid

Semiarid
o 1000 2000 MILES

O 1000 2000 KILOMETERS \‘\

PATAGONIAN

Figura 1.2.- Regiones aridas y semidridas del mundo. Basado en Meigs (1953) y obtenido a través del
“United States Geologic Survey” (USGS) (Walker, 1997).

La mayoria de los desiertos se encuentran cerca del ecuador, entre el
Tropico de Cancer (30°N) y el Trépico de Capricornio (30°S), abarcando la
mayor parte de Africa, peninsula Arabiga, costa oeste de América del Sur y casi
toda Australia. Excepciones considerables son la Patagonia de América del Sur,
Sonoran, Mojave y la Gran Cuenca del oeste de EE.UU., y el Lut, Karakum y
Taklimakan de Asia central. El desierto de Atacama, a la sombra de la cordillera
de los Andes, es el desierto mas seco del mundo con precipitaciones una vez
cada diez anos (Walker, 1997). Por otra parte, aunque el problema de la
desertificacion y la sequia afecta en mayor medida al continente africano, el
problema no se localiza tnicamente en las tierras secas de ese continente, ya
que una tercera parte de la superficie terrestre se encuentra amenazada por

problemas de desertificacion, incluidos los paises del Mediterréaneo.
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Respecto a Europa, con el previsible aumento de las temperaturas en las
proximas dos décadas (alrededor de 0,2°C por década), se espera que las
precipitaciones sean mas fuertes en el norte de Europa y mas escasas en el sur.
De hecho, las sequias han tenido graves repercusiones econémicas en el pasado

en algunos de estos paises (CNULD, 2013).

En Espafia la situacion no es muy diferente al resto de los paises europeos.
La Agencia Europea del Medio Ambiente (AEMA) prevé reducciones en torno a
un 25% del agua disponible para el afio 2030. Esto implica que el 65% de la
poblacién espafiola sufrird las consecuencia de la escasez de recursos hidricos,
casi el doble que en la actualidad. A ello hay que unir el hecho de que amplias
zonas de nuestra geografia se encuentran potencialmente afectadas por el
proceso de desertificacion. De hecho, més de dos terceras partes del territorio
espafiol pertenecen a las categorias de areas aridas, semidridas y sub-htimedas
secas. En el mapa de aridez de Espafia (Fig. 1.3) se observa que toda la mitad
sur, a excepcion de las cadenas montafiosas més elevadas, junto a la meseta
norte, la cuenca del Ebro y la costa catalana entran dentro de alguna de estas

categorias y, por lo tanto, son susceptibles de sufrir procesos de desertificacion.

[;-‘3_-'=..-=-..._

Figura 1.3. Mapa de aridez en Espafia (Fuente: Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio
Ambiente) (Anuario de Estadistica Agraria, 2013).
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1.2. Impacto global del Estrés Hidrico

En la actualidad, la superficie cultivada a nivel mundial asciende a 1,5 x
102 hectéareas. De esta cifra, el 74% esta destinada a cultivos de secano y genera
el 60-65% del suministro mundial de alimentos (Doll & Siebert, 2002). Sin
embargo, durante los tltimos 50 afios, el 4rea de riego ha aumentado de forma
notable, especialmente en paises en vias de desarrollo, y actualmente supone un

87% del consumo de agua a nivel mundial (Shiklomanov, 1999).

Futuras asignaciones de agua de riego serdn objeto de una creciente
competencia entre las ciudades, las industrias manufactureras y las necesidades
del medio ambiente. Las dreas de secano suelen estar destinadas a cultivos de
grano para el consumo humano y materia prima, mientras que las areas de
regadio se destinan a cultivos de alto valor como hortalizas, aunque también a

determinados cultivos de grano (Passioura & Angus, 2010).

El agua es un bien escaso en muchas partes del mundo, y los cambios
climatolégicos previstos agravaran la situacion en un futuro. Ademas de la
disminucién en la cantidad y frecuencia de las precipitaciones, el aumento de la
temperatura global favorecera aun mas las pérdidas de agua por
evapotranspiraciéon (Intergovernmental Panel on Climate Change, 2007). La
sobreexplotacion de las aguas subterrdneas como consecuencia del incremento
en las necesidades de riego es otro factor que puede agravar mas el problema

(Konikow & Kendy, 2005; Oki & Kanae, 2006).

Contrario al crecimiento de la superficie irrigada a lo largo del tiempo, la
poblacién mundial contintia incrementando, siendo en el presente de 7 mil
millones de personas, pudiendo crecer a 8,3 en 2030 y cerca de 9 en 2050. Como
consecuencia del aumento de la poblaciéon y del cambio climatico, un

incremento en la demanda de riego en climas semidridos podria exacerbar el
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proceso de sequia. Aunque el incremento de las temperaturas beneficiaria
algunos cultivos en determinadas zonas, por el contrario afectaria a muchos
otros como consecuencia de un estrés térmico y/o un incremento en la

evapotranspiracion (Fig. 1.4).

Figura 1.4.- Incremento (areas verdes) y descenso (4reas marrones) en la productividad vegetal global
durante el periodo 1982-1999 (Earth Observatory, 2003).

A escala Europea, el 45% del total de la extracciéon de agua se usa para la
agricultura, el 40% para la industria y el proceso de generacion de energia de
las torres de refrigeracion y el 15% restante se destina al abastecimiento del
agua publica. Segin la Agencia Europea del Medio Ambiente, cerca del 8% del
sur, centro y este de Europa (o lo que es lo mismo, 14 millones de hectéareas)
presentan una vulnerabilidad alta o muy alta a la desertificacion (y esto excluye
a Chipre, Kosovo, Malta y Turquia) (Ambiente, 2012). En términos de
abastecimiento, se estima que 12 millones de hectdreas de tierra producen
alrededor de 20.000 toneladas de grano al afio. Si se incluyen las areas de
vulnerabilidad moderada, se puede concluir que 40 millones de hectareas de
suelo Europeo estan amenazadas, lo que equivale a la extension de Suecia. El
sur de Portugal, Espafia, Sicilia, el sureste de Grecia, Bulgaria y Rumania son las
zonas mas afectadas por la desertificacion en Europa, segtin una estimacion

basada en un indice compuesto que mide caracteristicas como las propiedades
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del suelo, el clima y la vegetacién y excluye las influencias socioeconémicas y

humanas (CNULD, 2013).

En términos globales, en Europa, ocho paises padecen actualmente estrés
hidrico: Alemania, Reino Unido, Italia, Malta, Bélgica, Espafia, Bulgaria y
Chipre, que, en conjunto, representan el 46% de la poblacién europea. Algunos
de los paises europeos con tierras secas, como Chipre, Bulgaria, Espafa, Italia y
Malta hacen uso en la actualidad de mas del 20% de sus suministros de agua a
largo plazo. Chipre, por ejemplo, que ha estado sufriendo severas sequias, ha

consumido més del 40% de sus suministros renovables (CNULD, 2013).

En Espafia hay una gran cantidad de suelos afectados por el proceso de
desertificacion, particularmente en el sur de la Comunidad Valenciana, Region
de Murcia y este de Andalucia, asociado a la expansion del riego. En la
actualidad la superficie nacional afectada asciende a 2,4 millones de hectareas

(FAO, 2013).

2.- INTERES DEL TOMATE COMO MATERIAL DE ESTUDIO
2.1.- Cultivo, importancia econémica y adaptacién a la investigacion.

El tomate pertenece a la familia de las Solanaceas (Solanaceae), subfamilia
Solanoideae y tribu Solaneae (Taylor & Van Staden, 1998). En la primera
clasificacion taxondmica, al tomate cultivado se le denominé Solanum
lycopersicum L. (Linnaeus, 1753). Por estar estrechamente relacionada con la
belladona y la mandragora (plantas del género Solanum) fue considerada una
planta venenosa. En 1754, Miller hace una distincién asignando al tomate
cultivado el género Lycopersicon y la especie esculentum (Miller, 1754), lo que

ayuda a aceptar a esta especie como una planta comestible. Las relaciones

28



ANTECEDENTES

tilogenéticas entre Solanum y Lycopersicon han sido el origen de largos debates
durante mucho tiempo. Asi pues, algunos investigadores reconocian
Lycopersicon como un género distinto mientras que otros sugerian que éste debia
estar unido al género Solanum. Recientemente y basdndose en datos
morfolégicos y moleculares, se ha vuelto a adoptar el nombre cientifico de
Solanum lycopersicum para el tomate cultivado mientras que las otras especies de

Lycopersicon han sido incorporadas al género Solanum (Foolad, 2007).

La familia de las Solanaceas incluye otros cultivos vegetales importantes
como el chili y el pimiento (Capsicum spp.), patata (Solanum tuberosum),
berenjena (Solanum melongena), tomatillo (Physalis ixocarpa) y tabaco (Nicotiana
tabacum). Es originario de la costa occidental de Sudamérica, entre Ecuador y
Chile, teniendo lugar su domesticaciéon en México (Bai & Lindhout, 2007; Sims,
1980). El tomate fue introducido en Europa a mediados del siglo XVI y es ahora
uno de los productos vegetales mas populares en el mundo junto a las bananas,
manzanas, naranjas y uvas (Wien, 1997). Es una planta perenne, de porte
arbustivo que se cultiva como anual. Puede desarrollarse de forma rastrera,
semirrecta o erecta. Existen variedades de crecimiento limitado (determinado) y
otras de crecimiento ilimitado (indeterminado). La temperatura 6éptima para su
cultivo es de 23°C durante el dia y 17°C durante la noche. Temperaturas
superiores a los 30-35°C tienen un impacto negativo sobre el desarrollo de los
6vulos fecundados y, por tanto, afectan al crecimiento de los frutos, y al
desarrollo general de la planta. Temperaturas inferiores a 10°C también tienen
un efecto negativo sobre el crecimiento y desarrollo de la planta. Durante el
periodo de floracién la temperatura es un factor critico, ya que por encima de
los 25°C o por debajo de los 12°C se inhibe la fecundacion. La temperatura
también tiene una influencia directa en el desarrollo de los frutos, acelerandose
la maduracion a medida que incrementa la temperatura. En cuanto a la

humedad relativa, el 6ptimo oscila entre el 60% y 80%. Cuando la humedad
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relativa incrementa por encima del 80% el riesgo de incidencia de enfermedades
en la parte aérea es mayor, y puede determinar, ademads, el agrietamiento de los
frutos y dificultades en la polinizacién, debido a que el polen se apelmaza. En el
otro extremo, una humedad relativa menor al 60% dificulta la fijacién de los
granos de polen al estigma, lo que dificulta la polinizacién. La intensidad
luminica es otro pardmetro ambiental muy importante ya que si las condiciones
luminicas son deficientes, los procesos de crecimiento, desarrollo, floracion,
polinizacién y maduracion de los frutos pueden verse negativamente afectados.
El tomate no es exigente en cuanto a las condiciones y caracteristicas del suelo,
excepto en lo que se refiere al drenaje, que debe ser bueno para facilitar la
aireacion y el acceso del oxigeno. El tomate se desarrolla mejor en suelos de
textura siliceo-arcillosa y ricos en materia organica. Sin embargo, se adapta
perfectamente al cultivo sin suelo. Por otra parte, a pesar de la importancia de
los cultivos sin suelo en el sureste peninsular, no se conoce con precision la
superficie ocupada por los mismos, de forma que existen estudios basados en
encuestas a agricultores que sefialan la existencia de casi 5.000 hectareas de
cultivo hidropénico sélo en la provincia de Almeria (Céspedes Lopez et al.,
2009), mientras que otras estimaciones asocian esa superficie a todo el sureste
peninsular (Urrestarazu Gavilan, 2004), siendo la perlita, la lana de roca, la

arena y la fibra de coco los sustratos mas utilizados.

La industria asociada al cultivo de tomate es una de las industrias
horticolas més avanzas y globalizadas. La mayoria de la produccién esta
localizada en zonas templadas con veranos calurosos y secos (Urrestarazu
Gavilan, 2004). Sin embargo, en las practicas de cultivo, la cantidad de
produccién destinada para procesado o consumo en fresco, asi como la
organizacion y estructura de la industria y mercados, varian mucho entre los

diferentes paises.
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Tabla 1.1.- Principales paises productores de tomate a nivel mundial (afio 2013)

Produccion (t) Porcentaje del total (%)
EE - - 702
Turquia 10052000 4,08
‘MuNDO sonon 100

(Fuente: FAOSTAT, FAO (2013))

La producciéon mundial de tomate (fresco y procesado) ha aumentado en
un 300% en las dltimas cuatro décadas. Segtun datos de la FAO del afio 2013 a
nivel mundial, Espafia, con un volumen de produccién de aproximadamente
4.312.700 t, representa poco mas de 1,7% del total, y ocupa el octavo lugar tras
China, Estados Unidos, India, Turquia, Egipto, Italia e Iran. (Tabla 1.1). En
Europa es la tercera nacién que mas superficie destina a este cultivo (58.300 ha)

detras de Italia (118.822 ha) y La Federaciéon de Rusia (115.200 ha); en cuanto a
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los rendimientos por hectarea ocupa el décimo quinto puesto con 739.743 kg ha-

1. (Tabla 1.2).

Tabla 1.2.- Produccion en los paises europeo (afio 2013)

Area cosechada (Ha)

118.822
115.200
58.300
49.755
28.000
20.181
16.000
14.487
8.360
7.365
6.161
5.978
5.977
5.665
3.573
2.924
2.703
1.874
1.700
972
946
500
433
410
389

322
213

180
175

Rendimiento (Hg/ Ha)

507.044
173.611
739.743
154.463
502.214
93.857
878.813
467.763
218.266
421.126
323.459
982.914
95.752
296.575
102.524
391.946
134.876
716.510
4.794.118
230.761
355.687
5.250.000
58.291
355.415
186.067
2.275.932
4.192.488
1.611.111
2.528.057
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‘MUNDO 478165 51.465.945

(Fuente: FAOSTAT,FAO (2013))

En cuanto a la produccién de tomate en Espafia por Comunidades
Auténomas en el afio 2011, el primer lugar corresponde a Extremadura y
Andalucia (1.275.368t y 1.553.966t, respectivamente), que en conjunto
representan poco mas del 75% de la cosecha nacional de este producto
horticola; le siguen la Region de Murcia con 311.065t, Navarra con 158.844t,
Canarias con 133.321t, Galicia con 116.492t y Castilla la Mancha con 97.372t. En
cuanto al tomate para procesado, es Extremadura la Comunidad Auténoma que
més produce (1.237.683t), concentrdndose la mayoria de la produccién
(1.080.585t) en la provincia de Badajoz, le sigue por importancia productiva
Andalucia con 396.607t, Navarra con 136.583t y Castilla la Mancha con 100.271t
(Anuario Estadistica Agraria, MARM, 2011).

Ademas de su importancia econémica, la planta de tomate se adapta muy
bien a la investigaciéon porque posee una serie de atributos que la hacen idénea
para la manipulacién genética y el desarrollo de estudios fisiolégicos,
bioquimicos, genéticos y moleculares (Rick, 1987). Se desarrolla bien en un
amplio rango de condiciones tanto in vivo como in vitro y es facil de reproducir.
Debido a su alta autogamia, las lineas puras se mantienen con facilidad.

Ademas, la existencia de una amplia variabilidad genética en especies silvestres

33



ANTECEDENTES

emparentadas, con las que, en la mayor parte de los casos, presenta una buena
cruzabilidad, facilita enormemente su inclusiébn en programas de mejora
vegetal (Cuartero et al., 1984; Rick, 1979). Es, por otro lado, una planta de facil
manipulacién mecénica y que se adapta perfectamente a la tecnologia del
injerto (Pardo et al., 1998; Zijlstra et al., 1994). Posee un alto potencial
reproductivo con abundante producciéon de semillas (de 5.000 a 25.000 por
planta en ciclo completo). Se ha usado como planta modelo para el estudio de
procesos fisiol6gicos y bioquimicos en el desarrollo de las semillas, germinacién
y dormancia (Suhartanto, 2002). Su citogenética es bastante conocida, y su
genoma, ubicado en 12 cromosomas basicos, ha sido completamente
secuenciado recientemente (Mueller et al, 2005). Por lo tanto el tomate

constituye un material vegetal excelente para el estudio de los cultivos

horticolas (Taylor & Van Staden, 1998).

En el contexto de la Regiéon de Murcia destacan las lineas de investigacion
llevadas a cabo por el Centro de Edafologia y Biologia Aplicada del Segura
(CEBAS), en cuyo Departamento de Nutricion Vegetal se han desarrollado
importantes investigaciones con el tomate como sujeto de estudio en areas
como la evaluacion fisiolégica y agronémica de variedades mejoradas
genéticamente (regulacién iénica y metabolismo del carbono y del nitrégeno),
cruces interespecificos con variedades silvestres, haloacondicionamiento, uso de
injertos y aplicacion de sustancias bioestimulantes. Todo lo anterior ha sido
planteado en pro del fomento de la tolerancia a condiciones ambientales
desencadenantes de estrés hidrico o salino en las plantas y del uso eficiente de

los recursos.
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3.- USO EFICIENTE DEL AGUA
3.1. Perspectiva historica

Rendimiento y uso del agua, son parametros estrechamente relacionados
con la fotosintesis y la transpiraciéon (Bacon, 2004). De acuerdo con Stanhill
(1986) la primera investigacion cientifica acerca del crecimiento y el
rendimiento vegetal en relacion con el uso del agua fue la llevada a cabo por
Woodward en la “Philosophical Transactions of the Royal Society”, donde se
describe un aumento en el crecimiento de la planta de menta en relacién con el
gasto de agua (Woodward, 1699). Lawes en 1850 llev6 a cabo la primera serie de
experimentos para evaluar el uso del agua en el cultivo, a través de mediciones
gravimétricas de la pérdida de agua de grandes recipientes sembrados con
cereales, leguminosas y trébol, y fue uno de los primeros en reconocer una clara

relacion entre la transpiracién y la produccién de biomasa (Stanhill, 1986).

Un hito en el estudio del uso eficiente del agua de las plantas, el también
llamado WUE (del inglés, Water Use Efficiency) llegé a principios del siglo XX
con el trabajo de Briggs y Shantz (1913) en Akron, Colorado. Ellos determinaron
la tasa de transpiracion (tasa de agua transpirada por peso seco producido - el
reciproco del uso eficiente de agua) de 62 especies diferentes de plantas (Briggs
& and Shantz, 1916). Mientras que la validez del enfoque de Briggs y Shantz fue
cuestionada, particularmente contra las nuevas técnicas meteorolégicas por
Penman (1948), el re-andlisis de la “Serie Akron” demostré que dicho andlisis
era valido y que es posible extrapolar los resultados de experimentos con
contenedores a los del campo (De Wit, 1958; Penman, 1948). Estos estudios
pusieron de manifiesto la estrecha relacion positiva entre la cantidad total de
agua transpirada por un cultivo y su rendimiento mediante la evaluacién del

rendimiento del cultivo y el uso del agua en respuesta a diferentes cantidades
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de agua (Day et al., 1987; Innes & Blackwell, 1981; Jones, 1992; Kramer & Boyer,
1995).

En la segunda mitad del Siglo XX, el descubrimiento de la capacidad de
fraccionamiento de los is6topos de carbono del proceso de fotosintesis, y la
proporcién resultante de isétopos estables de carbono dentro de los tejidos
vegetales, result6 ser una herramienta valida para evaluar tanto la medida
instantdnea como la integrada del WUE de la planta (Farquhar & Richards,
1984).

3.2. Definicion del uso eficiente del agua

A pesar de las multiples definiciones de este término en la literatura, es
importante comprender el significado fisiolégico y agronémico de este
parametro con el fin de saber sobre qué factores se puede actuar para su mejora

con un minimo impacto en la productividad de los cultivos.

En diversas areas de la ciencia relacionadas con la tolerancia de las plantas
a la sequia se han empleado una amplia gama de definiciones para el WUE,
como la definicion basica a escala de planta, que es la relacién entre la tasa de
producciéon de biomasa (YH) y la tasa de transpiracion (E). Esta relacion se
representa con el simbolo de WUE;, también conocida como la eficiencia de la
transpiraciéon. A escala de cultivo o vegetacién, el WUE puede ser expresado
como la relacion entre la produccién de biomasa total (B), biomasa aérea (S), o
productividad de cosecha (Y) respecto a la evapotranspiracion total (Eq) o la
transpiracion de la planta (Ey) (Loomis & Connor, 1992). Aunque habitualmente
la biomasa se expresa en términos de masa seca (d), también se puede expresar
en masa fresca (f) o en el equivalente en glucosa de dichas masas (g). La
utilizaciéon de equivalentes en glucosa es particularmente util para la

comparacion de cultivos con diferente composicion quimica. Los valores para
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los distintos cultivos dependen tanto de la especie como de la fuente de
nitrégeno utilizada. La relacién mas usada es la produccion de biomasa con la
transpiracién del cultivo, ya que el uso de la evapotranspiracion total puede dar
resultados erréneos cuando la evaporacién del suelo domina la pérdida de
agua, especialmente en los cultivos de cobertura completa y en situaciones de

estrés hidrico.

A escala de hoja WUE; se define como el cociente entre la tasa neta de
fotosintesis (A) y la transpiracion (E). El WUE basado en el intercambio gaseoso
puede ser convertido a WUE definido en términos de materia seca usando la

conversion: 0,61-0,68 kg de materia seca/kg COx.

En términos agronémicos es mds comudn describir el WUE como la relacion
entre la produccién de biomasa o rendimiento de cosecha y el agua total
aplicada (incluyendo la lluvia). Aunque existe un amplio rango de variantes,
especialmente en la literatura agronémica, los términos descritos anteriormente

son los mas utilizados.
3.2.1.- Uso eficiente del agua instantineo

El valor observado del WUE en cualquier situaciéon depende de las
condiciones ambientales como, por ejemplo, cambios en el déficit de humedad
de la atmosfera, que pueden alterar la tasa de evaporacion incluso cuando la
apertura de estomas y, por tanto, la tasa de asimilacién, no cambia. Es
particularmente interesante determinar cualquier diferencia intrinseca
subyacente en el WUE que pudiera existir con independencia de las condiciones
medioambientales especificas. Tal medida es concretamente ttil para aquellas
situaciones en las que estamos interesados en la mejora del WUE, por ejemplo a
través de la mejora vegetal. Aunque es posible normalizar la medida de WUE

en base a la demanda evaporativa, segin lo sugerido por Wil (1958), tal vez el
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enfoque mas ttil en general es definir de una manera sencilla, fisiol6gicamente,
el WUE como una medida instantanea de la relacién entre la asimilacién neta de
carbono en el proceso fotosintético y la pérdida de agua por transpiraciéon (De
Wit, 1958). Por tanto el “uso eficiente del agua instantaneo” (WUE;) se calcula

mediante la siguiente férmula (Farquhar et al., 1986):
WUE,; = A/E 0 A/gs

donde A es la tasa de fotosintesis, E corresponde a la tasa de transpiracién y gs

la conductancia estoméatica.

Esta variable da una medida directa de la actividad subyacente del
sistema fotosintético normalizado a la constante conductividad estomatica. Una
ventaja adicional de WUE; es que la relacién de A/gs se mantiene practicamente
constante en un rango amplio de conductancia estomatica, con lo que la
relaciéon es bastante lineal, excepto con los estomas muy abiertos, donde la
limitacién estomaética de la fotosintesis disminuye (Farquhar et al., 1986). El uso
de la discriminacién isotdpica de carbono también da una medida del uso
eficiente del agua instantaneo, ya que principalmente mide la relaciéon A/g,

donde g es la conductancia en fase gaseosa total del COx.
3.2.2.- Uso eficiente del agua agronémico

Como hemos comentado anteriormente, desde un punto de vista
agronémico, la medida del WUE incluye la planta entera y se define como la
integral en el tiempo de dicha relacién, expresada como la cantidad de biomasa
cosechable producida por volumen de agua consumido (Jones, 2004; Martin et

al., 1989; Reina-Sanchez et al., 2005).

WUEa = Biomasa/volumen de agua consumido
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La importancia del WUE fisiol6gico queda resaltada en el algoritmo [GY =
W x WUE x HI], donde GY es la biomasa cosechable, IV es la cantidad de agua
consumida por el cultivo y HI es el indice de cosecha calculado como la relacién
entre el GY y la biomasa total producida (Passioura, 1977). Por consiguiente,
aumentar el WUE agrondémico, esto es, aumentar o mantener el rendimiento
agronémico (GY), manteniendo o disminuyendo el consumo de agua (W), se
podria conseguir aumentando el WUE fisiolégico y/o aumentando el indice de
cosecha (HI) reduciendo la proporciéon de biomasa vegetativa respecto de la

biomasa cosechable.
3.2.3.- Uso eficiente del agua instantdneo frente a integral

Los estudios de intercambio de gases generalmente dan una estimacion
del WUE;, mientras que los analisis de cosecha o métodos de discriminacién
isotopica medidos en los tejidos vegetales acumulados representan una medida
integral. Sin embargo, es bastante dificil integrar las medidas instantaneas
durante periodos mds largos, como los cambios diurnos de la conductancia
estomatica y las condiciones ambientales, lo que implica que el WUE promedio
de un largo plazo so6lo puede estar relacionado vagamente con cualquier valor
de mediciéon instantdnea. Se pueden lograr mejoras significativas en el WUE
mediante el cierre de los estomas al mediodia (Tenhunen et al.,, 1982) y su
apertura s6lo por la mafiana. El WUE integral depende del valor dado cuando

los estomas estan mas abiertos.
3.3. Uso eficiente del agua y productividad

En los primeros estudios de las relaciones de la transpiracién se observé
que “cuanto mas transpira una planta por unidad de materia seca producida,
mas transpira por unidad de superficie de hoja” (Maximov, 1929). En otras

palabras, WUE disminuye a medida que aumenta la tasa de transpiracién vy,
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debido a la estrecha asociacion entre la tasa de transpiraciéon y la tasa de
asimilacion, hay una tendencia de WUE a disminuir con el incremento de la
productividad. Esta observacion inicial, sin embargo, fue empafada en parte
por la introduccion de especies C3 y Cis en muchos estudios posteriores
(Maximov, 1929) y fue s6lo redescubierto recientemente. La importancia de esta
observacion reside en que la seleccién de un alto WUE en cualquier programa
de mejora de cultivos puede ser perjudicial para la productividad en general
siempre que el agua no sea limitante. De hecho, existe la idea generalizada de
que la mejora del WUE es todo lo que se requiere para mejorar el rendimiento
en condiciones de sequia (Udayakumar et al., 1998). Dado que en la mayoria de
las situaciones la productividad disminuye a medida que aumenta el WUE, se
deduce que maximizar simplemente el WUE no conduce necesariamente a la

produccién méxima.

En consecuencia, el concepto de WUE es de aplicabilidad limitada dentro
de un contexto de adaptacion de las planta a condiciones de baja disponibilidad
de recursos hidricos. Esto es especialmente cierto para los ecosistemas
naturales, donde los factores dominantes en relacién con la supervivencia o la
competitividad incluyen procesos tales como la efectividad de mecanismos
como el cierre estomatico o el desarrollo radicular, que impiden que ocurran
dafios en la planta ante el déficit de agua. Mejoras en el WUE per se es
probablemente un parametro donde hay poca competencia. No sirve de mucho
para una planta que tenga un WUE alto, si las plantas de alrededor utilizan toda
el agua disponible en primer lugar. Incluso en un contexto agricola u horticola,
sigue pareciendo mds importante el uso eficiente del agua disponible en el

suelo en lugar del uso eficiente del agua per se (Jones, 1981).
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3.4. Importancia de la mejora del uso eficiente del agua

Aunque la escasez de recursos hidricos no es un problema nuevo, el
incremento de las zonas aridas y de la incidencia de los periodos de sequia
asociados al cambio climético, junto a una creciente poblacion mundial,
suponen un impacto ain mds negativo sobre la disponibilidad de dichos
recursos. Estos hechos enfatizan la necesidad de desarrollar estrategias para
adaptar la agricultura al cambiante panorama medioambiental. Ademés de
cambios en las practicas agronémicas, la mejora convencional o biotecnolégica
de los cultivos mediante seleccion de caracteres relacionados con la tolerancia a

la sequia y al WUE, va a ser cada vez més necesaria.

En nuestro pais, el cultivo del tomate destaca tanto por su importancia
econdmica como por representar un elevado consumo de recursos hidricos, de
manera que cualquier mejora en el WUE tendria un gran impacto
socioecondémico y medioambiental. Aunque el cultivo de tomate en invernadero
reduce en un 70% el consumo de agua con respecto al cultivo al aire libre, las
pérdidas de agua por transpiracion siguen siendo muy elevadas en relaciéon a la
cantidad de biomasa producida, de manera que en el mejor de los casos tan s6lo
se producen unos 25 g de fruto por litro de agua consumido (Reina-Sanchez et
al., 2005; Soria & Cuartero, 1997). Por tanto, mejorar el uso eficiente del agua
requiere un mayor control de las pérdidas de agua por transpiracién o una
mayor eficiencia transpiratoria. Se estima que un incremento de un 10% en el
WUE en este cultivo podria suponer, en la Regiéon de Murcia, un ahorro de mas

de 1.1 hm3 de agua de riego, cantidad equivalente a los requerimientos anuales

de una poblacién de 20.000 habitantes (WWF-ADENA, 2005).
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3.5. Manipulacién del uso eficiente del agua

Tanto factores externos (edéficos y climaticos) como factores enddégenos a
la planta, y sus interacciones, pueden influir en el WUE a través de sus efectos
sobre la absorcion de agua por las raices y su difusion por transpiracion a través
de superficie foliar. Diversos estudios han permitido aumentar el WUE en el
cultivo de tomate, controlando el déficit hidrico ambiental para reducir las tasas

de transpiracion (Romero-Aranda & Longuenesse, 1995; Romero-Aranda et al.,

2002).

Sin embargo, son pocos los intentos que se han hecho para mejorar el
WLUE en el cultivo del tomate, estando adn sin explotar la elevada variabilidad
que existe entre las especies silvestres (Foolad, 2007). En este sentido, los tinicos
trabajos desarrollados (Martin et al., 1988; Martin et al., 1989; Martin et al,,
1999), han permitido identificar algunos marcadores moleculares tipo RFLP
asociados al WUE, pero la complejidad de este cardcter ha puesto de manifiesto
la dificultad a la hora de seleccionar lineas de uso comercial (Foolad et al., 2007).
De ahi el interés en seguir profundizando en los mecanismos fisioldgicos
implicados, tanto en la raiz como en la parte aérea, asi como en la basqueda de
alternativas mads directas e inmediatas, como puede ser el uso de los

portainjertos, para mejorar el WUE de variedades comerciales.
3.6. Comunicacion raiz-parte aérea, dcido abscisico y uso eficiente del agua

Durante los ultimos 20 anos, numerosos estudios han demostrado la
importancia de la comunicacién raiz-parte aérea en el desarrollo de respuestas
de adaptacion de la planta frente a situaciones de estrés hidrico tanto en el
sustrato como en el ambiente aéreo, destacando la particular relevancia de las

hormonas vegetales en esta comunicaciéon (Davies & Zhang, 1991). Quizas la
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mejor evidencia de la comunicacion raiz-parte aérea sea la relacionada con el

control del cierre estomatico.

Los estomas son capaces de responder a numerosas hormonas vegetales
entre las que destaca el 4cido abscisico (ABA) (Dodd, 2003; Dodd, 2005). Esta
hormona puede iniciar el cierre estomatico e inhibir la apertura estomaética, y
por tanto limitar la pérdida de agua. Puesto que la repercusion del incremento
de ABA en el xilema suele ser mayor sobre la reducciéon de la conductancia
estomatica que sobre la reduccién de la fotosintesis, el incremento de ABA en
xilema produce un incremento significativo en el WUE (Socias et al., 1997) y
parece estar en la base del éxito comercial para determinados cultivos del
sistema de riego conocido como PRD o “partial root drying” (Davies et al., 2002;
Loveys et al., 2004). El efecto que el ABA procedente de la raiz ejerce sobre el
cierre estomdtico estd avalado por una amplia informacién generada por
aproximaciones clasicas (Dodd, 2005), y por experimentos recientes que
utilizando un sistema genético transmisor e inductor de la sintesis de ABA,
revelan que una situacion de estrés hidrico en el medio que rodea a las raices
promueve la expresion de este transmisor en la parte aérea (Christmann et al.,
2005). Por otra parte, estudios recientes parecen indicar que el suministro de
ABA sintetizado en raiz puede afectar la expansion foliar en plantas sometidas
a un adecuado suministro de riego (Dodd et al., 2009). Lo que estaria en contra
de trabajos realizados recientemente con plantas de tomate manipuladas
genéticamente para aumentar los niveles de ABA, que sugieren que esta
hormona aumenta el WUE sin reducir la expansion foliar (Thompson et al.,
2007). Y lo que es mas llamativo, que este efecto es mas evidente en condiciones
normales de riego, lo cual abre nuevas expectativas al estudio de esta hormona
en ausencia de estrés (variabilidad genética). Por lo tanto, que a pesar de las
evidencias sobre el papel del ABA sintetizado en raiz como sefial inductora del

cierre estomatico y por consiguiente sobre su contribucién en la mejora del
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WUE, la variacién genética en la sintesis de esta hormona adn no ha sido

suficientemente explotada (Soar et al., 2006).

3.7. Otros factores hormonales susceptibles de ser explorados y explotados para

mejorar el WUE

El aporte més significativo hasta ahora para incrementar el WUE de los
cultivos, esta relacionado con mutaciones en genes que reducen el crecimiento
vegetativo debido a una baja sensibilidad a giberelinas, aumentando asi el

indice de cosecha (Peng et al., 1999).

Las citoquininas son un tipo de hormonas que se cree se sintetizan
mayoritariamente en la raiz e intervienen en el desarrollo de hojas y raices,
ademas de tener un notable y demostrado efecto en el retraso de la senescencia.
También parecen tener un papel sobre la regulaciéon estomética por interacciéon
con ABA, aunque no existen evidencias directas (Dodd, 2005). En relacién con
esto, Rivero et al. (2007) han obtenido plantas de tabaco transformadas con el
gen IPT (isopenteniltransferasa, clave para la sintesis de citoquininas) que
presentan un WUE 2-3 veces superior al genotipo silvestre, lo que se ha

relacionado con mayor contenido en agua y una mayor actividad fotosintética.

El etileno y su precursor ACC procedentes de la raiz han sido
considerados como importantes reguladores del WUE en condiciones de estrés,
al actuar sobre procesos tan importantes como la induccién de la senescencia,
epinastia, abscision y también como inhibidor del crecimiento foliar (Wilkinson,
2004). Se ha propuesto que el papel promotor del ABA sobre el crecimiento
foliar se debe a su control inhibidor sobre la sintesis de etileno (Sharp &

Lenoble, 2002; Spollen et al., 2000).

Aunque las auxinas han sido muy poco estudiadas en relacién con los

estreses abidticos y practicamente nada en relacion con el WUE, su estudio
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resulta de gran interés a este respecto ya que se cree que intervienen de forma
significativa en la coordinaciéon del crecimiento de la raiz y la parte aérea.
Ademas, intervienen en el desarrollo del xilema, afectando asi al flujo de agua.
De hecho, los pocos trabajos existentes sobre este tema indican un incremento
en la tolerancia al estrés hidrico y salino en plantas con mayor actividad
auxinica, ya sea de origen natural o transgénico, y lo hacen a través de un

mayor desarrollo de la raiz y de los vasos del xilema (Junghans et al., 2006; Park

et al., 2005).

3.8. Caracteres no hormonales susceptibles de ser explotados para mejorar el

WUE

Existen caracteres relacionados directamente con el estado hidrico de la
parte aérea de la planta, susceptibles de influir en el WUE a través de sus
interacciones con sefiales hormonales e hidraulicas procedentes de la raiz, como
son los parametros de intercambio gaseoso (conductancia estomatica,

fotosintesis neta y transpiracion) y el potencial hidrico foliar.

También intervienen caracteres asociados al flujo del agua en la raiz como
la conductividad hidrdulica. En este sentido, aunque no existe mucha
informacion disponible sobre el control genético de caracteres de raiz que sean
relevantes para el WUE, estd ampliamente reconocido que el desarrollo del
sistema radicular juega un papel importante (Sanguineti et al., 2007). La
mayoria de los estudios orientados a mejorar el WUE se han desarrollado en
cereales y son préacticamente inexistentes en cultivos horticolas. En cereales, se
ha observado una gran variacién fenotipica de caracteres de desarrollo de raiz,
condicionada por el ambiente y por interacciones de tipo epistitico y
pleiotrépico. Esto determina una gran plasticidad, de manera que caracteres
morfolégicos de raiz medidos en un estadio inicial de desarrollo no tienen

relevancia en planta adulta (de Dorlodot et al., 2007). La especial propiedad de
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adhesién/cohesién de la molécula de agua permite que la tension creada por el
flujo transpiratorio se transmita a lo largo de toda la columna de agua desde las
hojas hasta las raices (Steudle & Henzler, 1995). Esto abre la posibilidad de que
las raices puedan responder a mensajes hidraulicos procedentes de la parte
aérea para mantener la homeostasis hidrica y prevenir posibles situaciones de

deshidratacion (Franks et al., 2007; Levin et al., 2007).

4.- INJERTO DE TOMATE
4.1. Lineas recombinantes

Las lineas recombinantes, también llamadas RILs (del inglés, Recombinant
Inbred Lines) pueden servir como una herramienta poderosa para la
elaboracion de mapas genéticos. Una linea RIL esta formada por el cruce de dos
cepas puras seguido por repetidas secuencias de autofecundacion o de
apareamientos entre hermanos, para crear una nueva linea consanguinea cuyo
genoma es un mosaico de los genomas de las cepas iniciales (Fig. 1.5A,B)
(Broman, 2005). Dado que cada RIL es una cepa pura, y puede propagarse de
forma continua, existen una serie de ventajas en el uso de lineas RIL para el
mapeo genético: (1) tnicamente es necesario genotipar cada cepa una sola vez;
(2) se pueden fenotipar varios individuos de cada cepa para reducir la
variabilidad individual, ambiental y de medida; (3) se pueden obtener
multiples fenotipos invasivos dentro del mismo grupo de genomas; y (4) dado
que las RILs presentan un nimero mayor de puntos de ruptura que una meiosis

normal, se puede obtener una mayor resolucion en los mapeos genéticos.
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A Autofecundacion B Apareamiento entre hermanos
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Figura 1.5.- Generacién de lineas RIL mediante Autofecundacién (a) y Apareamiento entre hermanos (b)
(Broman, 2005).

Los paneles RILs pueden estar formados por 2 RILs (two-way RIL) (Fig.
1.6A), 4 RILs (four-way RIL) (Fig. 1.6B) y hasta incluso 8 RILs (eight-way RIL)
(Fig. 1.6C) (Broman, 2012). Un panel de 8 RILs esta formado por
entrecruzamiento de las 8 cepas puras parentales, seguido por repetidos
apareamientos entre hermanos para producir una nueva
linea consanguinea cuyo genoma es un mosaico de las ocho cepas parentales.
Este complejo panel sirve como un valioso recurso para el mapeo de los loci que
contribuyen el fenotipo. El uso de dicho panel requiere una comprensién
detallada de la relacion entre los alelos en los loci ligados en un cromosoma de
la linea endogamica, principalmente para la reconstruccién del ADN original
del parental (el haplotipo) en base a marcadores genéticos como por ejemplo

SNPs (del inglés, Single Nucleotide Polymorphisms).
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Figura 1.6.- Generacién de two-way RIL (a), four-way RIL (b) y eight-way RIL (c) mediante Apareamiento
entre hermanos (Broman, 2012).

4.2. Uso de portainjertos como medio para alterar la comunicacion raiz-parte

aérea

El injerto es un método de propagacion vegetativa artificial de los

vegetales en el que una porcion de tejido procedente de una planta (la variedad

o injerto propiamente dicho) se une sobre otra ya asentada (el patrén,

portainjerto o pie), de tal modo que el conjunto de ambos crezca como un solo

organismo (Hartmann & Kester, 1991).
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Las finalidades del injerto pueden ser muy diversas (Hartmann & Kester,

1991):

* Perpetuar clones que no pueden mantenerse con facilidad con
otros procedimientos de multiplicacion

* Cambiar los cultivares de plantas ya establecidas

» Acelerar la madurez reproductora de selecciones de plantulas
obtenidas en programas de hibridacion

* Obtener formas especiales de crecimiento de las plantas

» Estudiar enfermedades virales

* Obtener beneficios de ciertos patrones

En Europa el injerto de hortalizas se utiliza desde 1947 entre los
horticultores holandeses, aunque fue Daskaloff, en 1950, quien recomend¢ este
procedimiento para las cucurbitdceas y solanaceas. Las investigaciones de
Bravenboer (1962) fueron el origen del injerto de solanaceas (Louvet, 1974).
Respecto a la técnica, el injerto de aproximacioén se introdujo en Japén en 1950

procedente de Europa (Suzuki, 1972).

Para que el injerto tenga éxito ha de haber una coincidencia de los tejidos
proximos a la capa del cambium que produce callo. El injerto estd limitado, en
las angiospermas, a las dicotiledoneas y, en las gimnospermas, a las coniferas.
Ambas tienen una capa de cambium vascular que se extiende entre el xilema y el

floema (Hartmann & Kester, 1991).

No hay ningtn método para predecir el resultado de un injerto, pero en
términos generales se puede decir que cuanta més afinidad botanica haya entre

las especies, mayores son las probabilidades de éxito del injerto.
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1) Afinidad morfolégica, anatémica, de constitucion de sus tejidos, lo que
quiere decir que los haces conductores de las dos plantas que se unen tengan

didametros semejantes y estén en igual nimero aproximadamente.

2) Afinidad fisiol6gica, de funcionamiento y analogia de savia, en cuanto

a cantidad y constitucién (S.E.A., 1978).

Entre las especies horticolas, s6lo se injertan las solandceas (tomate,
pimiento, berenjena) y cucurbitdceas (melén, sandia y pepino). Su buena
aptitud para el injerto parece estar unida a la extensién del cambium (Louvet,
1974). El tomate (Solanum lycopersicum) se puede injertar sobre Datura
stramonium, tabaco (Nicotiana tabacum), y belefio negro (Solanum nigrum)
(Hartmann & Kester, 1991). También se ha injertado tomate sobre patata
(Solanum tuberosum), produciendo a la vez frutos de tomate y tubérculos de
patata (Miguel, 1993). El fenémeno por el cual dos partes distintas y a veces
diferentes se unen para formar una unidad se produce en dos fases: una en la
que se produce una reacciéon de compatibilidad y otra en la que se completa la
unién (Lindsay et al., 1974). En tomate la capacidad para cohesionar aumenta
con el tiempo. La firmeza de la uniéon aumenta lentamente al principio y sélo lo
hace rdpidamente en un estado avanzado de la fase de injerto. La unién
depende de una rapida divisiéon de los tejidos adyacentes de las superficies
opuestas, y la efectividad del mismo se consigue mediante la formacién de
elementos vasculares. Durante los 4 primeros dias hay una activa divisién
celular y un gran aumento en el nimero de traqueidas y en los 3 dias siguientes
las traqueidas contintan diferencidandose pero no aumentan en ndmero. La
resistencia del injerto es proporcional a la cantidad de polisacaridos
depositados en la unién. La restauracion de la continuidad vascular se produce
al final de la primera y durante la segunda fase, por el aumento del nimero de

elementos traqueidales.
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El establecimiento de injertos permite producir plantas quiméricas con
diferentes genotipos en la raiz y en la parte aérea, siendo una alternativa
quirdrgica a la mejora vegetal, ya que permite manipular la parte aérea de la
planta actuando Gnicamente sobre la raiz a través de la comunicacion raiz-parte
aérea. La técnica de injerto empez6 a utilizarse para mejorar la resistencia frente
a plagas y patégenos de la raiz, mejorandose también la resistencia de la parte
aérea frente a situaciones de estrés. Por tanto, la técnica de injerto permite
explorar la comunicaciéon raiz-parte aérea utilizando sistemas radicales
derivados de genotipos tolerantes a la salinidad y mas eficientes en el uso del
agua. Mientras que los portainjertos intraespecificos aportan una variabilidad
genética muy limitada, la utilizacion de lineas recombinantes (RILs) que
contengan segmentos del genoma procedentes de especies silvestres pero
introducidos en el genoma de tomate cultivado, aporta un mayor rango de
combinaciones genéticas, quimicas y hormonales. Ademas estudios
preliminares recientes indican que el uso de agua salina y de diferentes
portainjertos cuyos genotipos proceden de especies silvestres, inducen una
importante variabilidad en la superficie foliar, en el potencial hidrico foliar y en
la fluorescencia de las clorofilas registrandose diferencias significativas en los
parametros relacionados con la produccién (Albacete et al., 2009). Esto implica

importantes diferencias en el indice de cosecha y probablemente en el WUE.

4.3. Consideraciones sobre el uso de portainjertos para mejorar el WUE de la

parte aérea.

Si bien el papel de la parte aérea es importante, diversos estudios han
mostrado que el efecto de la raiz es suficiente para modificar significativamente
el comportamiento de la parte aérea de la planta, condicionando la acumulacién
en hoja de diversos osmolitos e iones toxicos y nutricionales, y modificando el

potencial hidrico foliar y la superficie y senescencia foliar en condiciones de
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salinidad (Albacete et al., 2008; Albacete et al., 2009; Estan et al., 2005; Ghanem
et al., 2011). Por tanto, no deberia existir ninguna duda razonable sobre la
validez del injerto como estrategia para explorar y explotar la comunicacion
raiz-parte aérea utilizando sistemas radicales derivados de especies silvestres

afines para mejorar el WUE en el cultivo de tomate.

5.- LAS HORMONAS VEGETALES

Las hormonas vegetales conforman un grupo de sustancias orgénicas
naturales que actdan sobre diferentes procesos fisiologicos de la planta a bajas
concentraciones, principalmente a nivel de crecimiento, desarrollo y

diferenciacion.

Went y Thimann (1937) definieron hormona como una sustancia que se
transporta desde una parte a otra de un organismo (Went & Thimann, 1937). Su
uso original en fisiologia vegetal derivaba del concepto de hormona aplicado a
mamiferos. Este concepto implicaba un sitio de sintesis localizado, transporte a
través del flujo sanguineo a un tejido diana, y el control de un proceso
tisiolégico en el tejido diana a través de la concentracién de la hormona. Sin
embargo, la sintesis de hormonas vegetales puede ser localizada en unos casos,
pero en otros se produce en un gran nimero de tejidos o de células dentro de
los tejidos. Ademads, mientras que en el caso de las hormonas animales su accién
se produce en zonas diferentes al lugar de sintesis, en el caso de las hormonas

vegetales esto no siempre es asi.

El término “hormona” proviene del griego, y significa “estimular” o “poner
en marcha”. Por tanto, el origen del nombre no implica la nocién de transporte

per se. Su Unica caracteristica comin es que son componentes naturales de las
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plantas con capacidad para actuar sobre diferentes procesos fisiolégicos a

concentraciones mucho menores que las de nutrientes o vitaminas.

5.1.- Descubrimiento, identificacion y cuantificaciéon de las hormonas vegetales.

Tipos de fitohormonas

El concepto de hormona vegetal probablemente deriva de las observaciones
realizadas por Sachs entre 1880 y 1893. Este investigador sugiri6 que “las
diferencias morfoldgicas entre 6rganos vegetales se debian a diferencias en su
composiciéon” y postuld la existencia de sustancias producidas en raices, flores y

otros 6rganos que se movian en direcciones diferentes dentro de la planta.

Darwin (1880), realizando ensayos sobre el fototropismo de coledptilos,
postulé que determinadas sefales se transportaban desde la punta del
coledptilo hacia las zonas curvadas mas abajo. Finalmente fue Went a finales de
la década de 1920 quien aisl6 esta sustancia por difusiéon desde las puntas del
coledptilo hacia bloques de agar. Originalmente Went la llamé wuchsstoff,

aunque posteriormente adopté el nombre definitivo de auxina (Went &

Thimann, 1937).

Diferentes lineas de investigacion han permitido el descubrimiento de otras
hormonas: investigaciones en patologia vegetal permitieron conocer las
giberelinas (GAs); ensayos con cultivo de tejidos condujeron al descubrimiento
de las citoquininas (CKs); estudios sobre abscision y dormancia revelaron la
existencia del acido abscisico (ABA); y los efectos del gas del alumbrado en la
defoliaciéon de los arboles en 1901, dieron pistas sobre la presencia de una

sustancia gaseosa, el etileno.

Mas recientemente se han descubierto otros compuestos que se han
afladido a la lista de hormonas vegetales: brasinoesteroides, jasmonatos, acido

salicilico y péptidos. Las poliaminas, que son compuestos esenciales para todas
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las formas de vida, también se han categorizado como hormonas vegetales
dado que son capaces de regular el crecimiento y desarrollo, aunque los niveles

en planta suelen ser superiores a los de las otras hormonas.

Inicialmente, la cuantificacion de las hormonas vegetales requeria la
purificacion de decenas o incluso centenares de kilogramos de tejido. Sin
embargo, las técnicas actuales (cromatografia gaseosa o liquida acoplada a
espectrometria de masas) permiten su determinacién a partir de unos pocos
miligramos de material vegetal, haciendo posible el andlisis individual de hojas,

brotes o incluso de diferentes tejidos dentro de un 6rgano.
5.1.1.- Auxinas

El acido indol-3-acético (IAA) es la principal auxina en la mayoria de las
plantas (Fig. 1.7). Existen diferentes precursores del IAA que a veces también
presentan actividad auxinica (indolacetaldehido, acido idol-3-pirtvico, acido
indol-3-propidnico, etc.). Ademads, en el mercado se pueden encontrar muchas

auxinas sintéticas que se utilizan para aplicaciones exégenas.

EFECTOS DE LAS AUXINAS: ACIDO IDOL-3-ACETICO

- Elongacion celular

- Division celular

- Diferenciacion de tejidos vasculares
- Iniciacion radical OH
- Gravitropismo y fototropisimo
- Dominancia apical X

- Retraso senescencia \ o
- Abscision de frutos y hojas
- Crecimiento del fruto N
- Distribucion de fotoasimilados

- Retraso de la maduracion de frutos
- Desarrollo floral

Figura 1.7.- Efectos de las auxinas sobre distintos procesos de la fisiologia de la planta y estructura quimica
del acido indol-3-acético.
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El TAA se sintetiza a partir del triptéfano o el indol, principalmente en
primordios de hoja y hojas jovenes, asi como en semillas en desarrollo. Se
transporta célula a célula a través del cambium vascular y las células
epidérmicas. Ademads, en el transporte hacia la raiz también esta implicado el

floema.
5.1.2.- Citoquininas

Las citoquininas son sustancias naturales derivadas de adenina. La forma
quimica méas comin en plantas es la trans-zeatina (t-Z) (Fig. 1.8). Las

citoquininas también pueden aparecer como ribésidos o ribétidos (Fig. 1.9).

EFECTOS DE LAS CITOQUININAS: BTN
- Division celular
- Morfogénesis (iniciacion parte aérea) CH= C’C L& Q)L
- Crecimiento de brotes laterales / “CH
- Expansion foliar NH-CH, 3
- Retraso senescencia foliar Z N
- Apertura estomdtica NL ‘ \>
- Desarrollo de los cloroplastos \N N
H

Figura 1.8.- Principales funciones de las citoquininas en plantas y estructura molecular de la trans-zeatina.

Se sintetizan a partir de una modificaciéon bioquimica de la adenina en
zonas apicales de la raiz y semillas en desarrollo. Se transportan a través de la

sabia xilemética desde la raiz hacia la parte aérea.
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Figura 1.9.- Estructura quimica de las principales citoquininas. Las abreviaciones de los nombres triviales
se muestran entre paréntesis (Sakakibara, 2006).

5.1.3.- Acido abscisico

El 4cido abscisico es un compuesto simple, que se sintetiza a partir de
gliceraldehido-3-fosfato a través del isopentenyl difosfato y carotenoides (Fig.
1.10). Los principales lugares de biosintesis son las raices y las hojas maduras,
fundamentalmente como respuesta a un estrés hidrico. Las semillas suelen ser

también ricas en ABA importado desde las hojas o sintetizado in situ.

El ABA se exporta desde las raices a través del xilema y desde las hojas a
través del floema. Algunas evidencias apuntan a que el ABA podria circular

hacia las raices en el floema y volver hacia la parte aérea via xilema.
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EFECTOS DEL ACIDO ABSCISICO: ACIDO ABSCISICO

- Cierre estomitico

- Inhibicion del crecimiento de la parte CH. H H
aérea H-.C 3 \ \
3
- Sintesis de proteinas de reserva en C\\ _C_ /H
N
semillas L C (‘:
- Induccion y mantenimiento de la OHH COOH
dormancia en semillas O
- Defensa frente ataques de insectos CH3

Figura 1.10.- Principales procesos fisiologicos sobre los que interviene el acido abscisico y estructura
molecular.

5.1.4.- Giberelinas

Las giberelinas conforman una familia de compuestos basados todos ellos
en la estructura bésica ent-giberelano. Existen alrededor de 125 compuestos
dentro de este grupo de hormonas. El acido giberélico (GA3) es un producto
tangico ampliamente utilizado en aplicaciones exdégenas de GAs. Sin embargo,

la GA mas importante en plantas es GA; (Fig. 1.11).

Estos compuestos se sintetizan a partir del gliceraldehido-3-fosfato a través
del isopentenil difosfato, en tejidos jovenes de la parte aérea y semillas en
desarrollo. Su biosintesis comienza en los cloroplastos. Algunas GAs se
transportan probablemente a través del floema y del xilema. Sin embargo, el

transporte de GA1 parece ser muy restringido.

GIBERELINA A;
EFECTOS DE LAS GIBERELINAS:

- Crecimiento del tallo (elongacion de entrenudos)
- Espigado en plantas de dia largo

- Induccion de la germinacion de semillas

- Produccion enzimdtica durante la germinacion
- Formacion y desarrollo del fruto

H TCOOH
CH,

Figura 1.11.- Efectos de las giberelinas en la planta y estructura quimica de la giberelina A;.
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5.1.5.- Etileno

El gas etileno se sintetiza a partir de la metionina en la mayoria de los
tejidos de la planta, comtinmente en respuesta a un estrés. Normalmente las
mayores tasas de produccion de etileno aparecen en tejidos senescentes y en

fruto en maduracion (Fig. 1.12).

Dado que es un gas, el etileno se mueve por difusion desde los lugares de
sintesis. Un precursor crucial en su biosintesis es el acido 1-aminociclopropano-
1-carboxilico (ACC), el cual puede ser transportado produciendo efectos a

distancia.

EFECTOS DEL ETILENO: ETILENO

- Mantenimiento del gancho apical en plintulas

- Estimulacion de respuestas de defensa

- Ruptura de la dormancia

- Crecimiento y diferenciacion de raiz y parte aérea
- Formacion de raices adventicias

- Abscision de flores y frutos C H 2 CH2
- Induccion floral en algunas plantas

- Senescencia de hojas y flores
- Maduracion de frutos

Figura 1.12.- Procesos fisioldgicos en los que interviene el etileno y estructura molecular.

5.1.6.- Brasinoesteroides, dcido jasmonico y dcido salicilico

Los brasinoesteroides son un grupo de alrededor de 60 compuestos
esteroideos, que tienen como estructura base el brasinolido, aislado por primera
vez a partir del polen de Brassica. Acttian sobre la divisién y elongacién celular
y la diferenciacién vascular, son importantes para la fertilidad, inhiben el

crecimiento y desarrollo de la raiz, y pueden promover la sintesis de etileno.
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Otro grupo importante de hormonas vegetales son los jasmonatos. Estan
representados principalmente por el acido jasmoénico y su metil éster. El &cido
jasmonico se sintetiza a partir del acido linolénico. Este grupo de compuestos
tiene un papel muy importante en las respuestas de las plantas ante condiciones
de estrés. Asimismo, inhiben el crecimiento de la planta y la germinacién de las
semillas, promueven senescencia y maduracién de frutos, y favorecen la

formacién de pigmentos.

Por ultimo, el acido salicilico, méas recientemente considerado como un
regulador de la fisiologia de la planta, se sintetiza a partir del aminoacido
fenilalanina. Sus efectos sobre la planta son variados, destacando su papel en la
defensa frente estreses bidticos. Ademds, también favorece el desarrollo y
longevidad de la flor, inhibe la sintesis de etileno y, en algunos casos, revierte

los efectos del ABA.
5.2.- Balance hormonal en condiciones de estrés

La sequia, la salinidad y las bajas temperaturas son los principales factores
medioambientales que determinan el crecimiento de las plantas y la
productividad (Mittler & Blumwald, 2010; Yamaguchi-Shinozaki & Shinozaki,
2006). Tras la exposicién a condiciones de estrés abiético, las plantas responden
y adoptan estrategias como la alteraciéon del metabolismo, crecimiento y
desarrollo. Esto se lleva a cabo por un elaborado y complicado circuito
regulador que incluye sensores al estrés, vias de sefalizacion y salida de
proteinas o metabolitos (Knight & Knight, 2001). Entre estos procesos, la
regulaciéon a nivel transcripcional juega un papel muy importante para la
adaptacion de las plantas a cambios en el entorno (Cai et al., 2011; Singh et al.,,

2002).
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Las fitohormonas son esenciales para la capacidad de las plantas a
adaptarse al estrés abidtico por medio de una amplia gama de respuestas
adaptativas (Messing et al., 2010; Peleg & Blumwald, 2011; Santner & Estelle,
2009; Wang et al., 2009). A menudo alteran la expresién génica rapidamente por
induccién o prevencion de la degradacion de reguladores transcripcionales a
través del sistema ubiquitina-proteasoma (Santner & Estelle, 2010). Uno de los
temas mas estudiados en la respuesta de las plantas al estrés abidtico,
especialmente al estrés hidrico, es la sefializaciéon de ABA y los genes sensibles a
ABA. La sintesis de ABA es una de las respuestas mas rapidas al estrés abiético,
provocando la expresiéon de genes ABA-inducibles (Yamaguchi-Shinozaki &
Shinozaki, 2006) y causando el cierre estomatico, reduciendo asi la perdida de
agua por transpiracion (Aroca et al, 2012, Wilkinson & Davies, 2010) y
finalmente limitando el crecimiento celular. Ademas el ABA también esta
involucrado en la regulacién de la actividad invertasa en condiciones de estrés

abiotico (Albacete et al., 2008; Yang et al., 2004).

Otras hormonas, en particular CK, SA, etileno, y JA, también juegan un
papel importante directo o indirecto en la respuesta de las plantas al estrés
abiotico. CK es una antagonista de ABA, y la exposicion de plantas a
condiciones de estrés hidrico provoca una disminucién de los niveles de CK
(Pérez-Alfocea et al.,, 2011). Por otra parte, el etileno ha sido considerado
durante mucho tiempo una hormona relacionada con el estrés que interviene en
la senescencia foliar en ausencia de riego (Munné-Bosch & Alegre, 2004). Su
biosintesis se eleva en plantas de tomate sometidas a diferentes condiciones de

estrés abiotico como la sequia (Aroca et al., 2012; Liang, 2003; Sozzi et al., 2000).

El examen de datos publicados de expresion a través de microarrays de
Arabidopsis thaliana revel6 numerosos genes que codifican proteinas asociadas

con las vias de sefializacion de CK que fueron afectadas de manera diferente
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por varios estreses abiéticos (Argueso et al., 2009). La coincidencia entre el
juego de genes regulados por hormonas durante las respuestas adaptativas de
las plantas a los estreses medioambientales sugiere la existencia de un compleja
red con una amplia intercomunicacién entre las distintas vias de sefalizacién

hormonales.

La evidencia que apoya la existencia de una intercomunicacién hormonal
proviene principalmente a partir de anélisis de fenotipos mutantes de A.thaliana
(Santner & Estelle, 2009). La acciéon hormonal sinérgica o antagonica y la
regulaciéon coordinada de las vias de biosintesis de hormonas juegan un papel
crucial en la adaptacion de las plantas al estrés abi6tico. Recientemente, se ha
postulado el papel de las axinas en la tolerancia al estrés hidrico:
TLD1/0OsGH3.13, que codifica el acido indol-3-acetico (IAA)-amido sintetasa,
mejora la expresion de genes LEA (embriogénesis tardia abundante), lo cual se
correlaciona con el incremento de la tolerancia a la sequia de plantulas de arroz
(Zhang et al., 2009). Se ha demostrado que la expresiéon de muchos otros genes
asociados a la sintesis, percepcion y acciéon de auxina esta regulada por etileno
(Stepanova & Alonso, 2009). Entre ellos, los factores sensibles a auxina ARF2 y
ARF19 (Li H, Johnson P et al., 2004; Li ] et al.,2006), los transportadores de axina
PIN1, PIN2, PIN4 y AUX1 (Rtazicka et al., 2007), y genes que codifican enzimas
para la  sintesis de auxina  (ASA1/WEI2/TIR7, @ ASB1/WEI7,
TAA1/SAV3/WEIS8) (Stepanova et al., 2005; Stepanova et al., 2008). Por el
contrario, se encontr6 que la auxina afecta a la biosintesis del etileno. Se
demostr6 que varios miembros de la familia génica I1-amino-ciclopropano-1-
carboxilato sintasa (ACS), que codifican enzimas limitantes de la sintesis de
etileno, son regulados por tratamiento de auxina (Tsuchisaka & Theologis,
2004). Recientemente, se demostr6é que CK también es un regulador positivo de
la biosintesis de auxina, y se postula que un circuito regulatorio de

retroalimentaciéon homeostatica que implica CK e IAA actta para mantener
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concentraciones apropiadas de CK e IAA en el desarrollo de los tejidos de la
raiz y la parte aérea (Jones et al.,, 2010). GA y BR regulan muchos procesos
tisioloégicos comunes. Se demostré6 que OsGSR1, un miembro de la familia
génica GAST (GA-estimulador de la transcripcion), desempefia un papel clave
en las rutas de sefializacion tanto de BR como de GA (Wang et al., 2009). ARNi
de plantas transgénicas de arroz con una expresiéon reducida de OsGSR1
muestran fenotipos similares a plantas deficientes en BR, incluyendo raices
primarias cortas, hojas erectas y fertilidad reducida. GA estd asociado también
con SA. La aplicacion exégena de GA (GAs) induce un aumento de los niveles
de expresion de ICS1 (isocorismato sintasa 1) y NPR1 (nonexpresor de genes
relacionados con la patogénesis 1), genes implicados en la biosintesis y accion
de SA, respectivamente (Alonso-Ramirez et al., 2009). Plantas transgénicas de
A.thaliana que expresan constitutivamente un gen sensible a GA de Fagus
sylvatica mostraron una mejora en la tolerancia a estrés abittico y la tolerancia al
estrés estaba correlacionada con el aumento de los niveles endégenos de SA

(Alonso-Ramirez et al., 2009).

ABA regula la apertura estomética durante el estrés, sin embargo, estudios
recientes sugieren que hormonas como CK, etileno, BR, JA, SA, y NO también
afectan a la funcion de los estomas (Acharya & Assmann, 2009). Mientras que
ABA, BR, SA, JA y NO inducen cierre estomatico, CK e IAA promueven la
apertura. NO funciona como un intermediario clave en la red de sefializaciéon
mediada por ABA que regula el cierre estomético (Ribeiro et al., 2009). ABA es
también un regulador de la biosintesis de estrigolactonas, como muestran
mutantes de tomate ABA-deficientes de los distintos pasos de la ruta de

biosintesis de ABA (Lépez-Raez et al., 2010).
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6.- EFECTOS INDUCIDOS POR EL ESTRES HIDRICO EN LAS
PLANTAS

La baja disponibilidad de agua es el principal factor ambiental que afecta
al crecimiento y rendimiento de las plantas en diferentes regiones del mundo
(Chaves, 2003). Con el fin de hacer frente a la escasez de agua, las plantas
desarrollan estrategias de adaptacion a nivel morfolégico, fisiolégico,
bioquimico y molecular, que permitan su supervivencia y desarrollo (Wang,
2001). Sin embargo, dichas estrategias varian enormemente de unas plantas a
otras y, ademds, deben de funcionar de forma coordinada, de ahi que sea
necesario estudiarlas a los tres niveles de organizacién (Borsani et al., 2003; de
Campos et al., 2011; Munns, 2002; Munns & Tester, 2008; Tester & Davenport,
2003).

6.1.- Efecto osmético

Las plantas crecen en tamafio por extension de la pared celular, siendo la
presion de turgencia la fuerza responsable de dicho crecimiento. El crecimiento
celular por alargamiento de las células vegetales ocurre debido a que la
concentracion de solutos intracelulares es lo suficientemente elevada como para
bajar el potencial hidrico y poder asi extraer agua del medio que le rodea
mediante osmosis. El primer efecto provocado por el estrés hidrico es la
disminucién del potencial hidrico del medio, lo que restringe la absorciéon de
agua por las raices y es lo que se conoce como efecto osmético. En la mayoria de
los casos, cuando se detecta un estrés osmoético, la primera respuesta de la
planta es evitar la bajada del potencial hidrico (W) mediante la disminucién de
la conductancia estomatica y, a largo plazo, por cambios en el crecimiento de las

raices con el fin de maximizar la absorcién de agua (Kramer & Boyer, 1995). La
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desventaja en estos casos es la disminucién de la tasa de fotosintesis, debido a la
reduccién de entrada de CO; a través de los estomas y el desplazamiento de los
recursos al crecimiento de la raiz a expensas de los tejidos fotosintéticos y
reproductivos. Por otra parte, con la prolongacion del déficit de agua estas
respuestas ya no confieren proteccion contra la disminucién del potencial

hidrico (Verslues et al., 2006).

Como mecanismo adicional de tolerancia, las plantas evitan la
deshidratacién celular mediante: (i) reduccién de la pérdida de agua a través
del endurecimiento de la pared celular, y/o (ii), facilitando la entrada de agua
como resultado de la acumulacién de solutos activos, que disminuye el
potencial osmético a través de un proceso llamado “ajuste osmético” (Zhang et
al., 1999). El mantenimiento de la absorcion de agua y el potencial de presion
celular a su vez puede contribuir al sostenimiento de procesos fisiolégicos,
como la apertura de estomas, la fotosintesis y el crecimiento (Blum, 1996). Estos
cambios de desarrollo parecen estar regulados por sefiales metabdlicas

(azacares) y hormonales (Koch, 1996; Munns, 2002).

La adecuacion del potencial hidrico interno o “ajuste osmético”, como ya
hemos mencionado anteriormente, implica, por una parte, la absorciéon y
acumulaciéon de iones procedentes del sustrato y, por otra, la biosintesis
enddgena de solutos organicos. Frecuentemente, ambos mecanismos operan en
conjunto, si bien su importancia relativa varia entre especies y genotipos, e
incluso entre los distintos tejidos de la misma planta (Epstein, 1983). Segun
Munns (1988), el ajuste osmoético puede ser més bien una adaptacion a la
supervivencia en condiciones de estrés hidrico, que para el desarrollo durante

el mismo (Munns, 1988).
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6.2.- Alteraciones metabdlicas

La sequia practicamente afecta a todos los procesos fisiologicos y
metabdlicos de las plantas destacando entre ellos los relativos a la sintesis de
proteinas, a la fotosintesis y respiracion y a las hormonas. También se han
detectado cambios en el metabolismo de lipidos y en la sintesis de acidos
nucleicos. A nivel subcelular, se ve afectada la integridad de las membranas y
paredes y también se produce una modificacion de la estructura de los

cloroplastos, mitocondrias y sistemas de Golgi.

La respuesta fisiologica de las plantas al estrés hidrico, y también a otro tipo
de estreses como la salinidad y el frio, aparece como consecuencia de cambios
en la expresion genética a nivel celular. A los genes inducidos durante
condiciones de estrés hidrico se les asignan funciones tanto en la protecciéon de
las células frente al déficit hidrico como en la regulacién de genes para sefiales
de transduccién en respuesta al estrés (Shinozaki & Yamaguchi-Shinozaki,

1997). Los productos de estos genes pueden ser clasificados en dos grupos.

Un grupo lo constituyen las proteinas que protegen directamente contra el
estrés; dentro de este grupo tenemos proteinas implicadas en el transporte de
agua a través de las membranas, enzimas necesarios en la biosintesis de
osmoprotectores como prolina, glicina, betaina o aztcares, proteinas que
puedan proteger macromoléculas y membranas, las LEAs, dehydrinas, LTPs
(proteinas de transferencia de lipidos), RABs (proteinas de respuesta al acido
abscisico), chaperonas, osmotina, proteinas anticongelacion y enzimas de

detoxificaciéon (Ramanjulu & Bartels, 2002).

Otro grupo de proteinas es el que regula la expresion de los genes y sefales
de transduccion en la respuesta al estrés, que incluyen factores de transcripcion

y proteinas quinasas. El control de los genes o proteinas que inician, potencian
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o regulan simultdneamente las diversas respuestas al estrés preexistentes en
todas las plantas, se utiliza para intentar aumentar la tolerancia de los cultivos
al estrés hidrico (Hasegawa et al, 2000b; Zhu, 2002). Recientemente se ha
descubierto que la proteina quinasa activada por mitégenos (MAPK, del inglés
mitogen-activated protein kinase) y las fosfatasas quinasas activadas por
mitégenos (MKPs, del inglés mitogen-activated protein kinase phosphatases)
regulan negativamente la tolerancia a la sequia en plantas transgénicas de
tabaco (Li et al., 2012). Las proteinas tirosinasas fosfatasas (PTPase, del inglés,
protein tyrosine phosphatases) también estdn implicadas en la red de
sefializacion de las plantas mediante el control del cierre estomatico

(MacRobbie, 2002).

En condiciones de estrés hidrico, los poros estomaticos localizados en la
epidermis de la planta regulan la pérdida de agua por transpiraciéon y la
fosforilacion reversible de proteinas participa en la regulacion de la apertura
estomdtica (Li et al, 2012). El ABA induce el cierre estomatico, con la
consecuente reducciéon de pérdida de agua por transpiracion (Astacio & van
Iersel, 2011). La mayoria de estudios han demostrado que el aumento de la
resistencia estomatica durante el déficit hidrico es el principal factor limitante
de la fotosintesis (Chernyad'ev, 1997). Por lo tanto, el estrés hidrico provoca
normalmente la disminucién de la fotosintesis y un aumento de la respiracion,
y como tal disminuye la cuantia de los productos fotosintéticos necesarios para
el desarrollo y el mantenimiento del estado energético. La disminucién de la
tasa de fijacion de COz por unidad de superficie foliar, que segtiin Hsiao et al
(1976) y Osmond et al (1982), es consecuencia de la disminucién de la superficie
foliar y aumento de la resistencia estomatica, cuticula y células del mesdfilo,

estd determinada por el déficit hidrico (Munns, 2002; Fricke et al, 2006).
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6.3.- Estrés oxidativo

Las plantas sometidas a estrés hidrico se ven seriamente afectas por dafios
secundarios causados por estrés oxidativo. Como se menciond anteriormente,
una de las primeras respuestas para evitar la pérdida de agua implica el cierre
de estomas, que posteriormente reduce la tasa de fotosintesis debido a una
disminucion en la entrada de CO2 (Medrano et al., 2002). Como consecuencia, la
cadena de transporte de electrones fotosintética se reduce méas, dando lugar a la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS, del inglés reactive oxygen
species), como radicales superéxido (Oz2 *-), peréxido de hidrégeno (H20z) y
radicales hidroxilo (OH") (Apel & Hirt, 2004). En las células vegetales, la
produccion excesiva de ROS es potencialmente perjudicial para los lipidos,
proteinas y acidos nucleicos (Halliwell et al., 1989), cuya oxidacion a su vez
puede dar lugar a efectos perjudiciales tales como inhibicién enzimatica,
degradacion de clorofila, alteracion de la integridad de las membranas, pérdida
de las funciones de los orgénulos y reduccién de la eficiencia metabdlica y la

tijacion de carbono, entre otros (Scandalios, 2005).

Varios sistemas enzimaticos y moléculas antioxidantes son responsables
de contrarrestar los efectos nocivos de las ROS. En condiciones normales, la
rigurosa regulacion de los diferentes sistemas antioxidantes asi como el estricto
control, tanto en la compartimentaciéon de las ROS como del balance de su
produccién/eliminacién, permite la supervivencia celular a pesar de su
continuo contacto con las ROS derivadas del metabolismo celular normal.
Ademas, algunos autores sugieren que bajo condiciones de estrés, donde tiene
lugar una sobreproducciéon de ROS dentro de las células vegetales como se ha
comentado anteriormente, estas pueden controlar los dafios debido a su

capacidad para incrementar y/o inducir la actividad de las enzimas
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antioxidantes, asi como la sintesis y regeneracion de metabolismos

antioxidantes (De Gara, 2003; Torres, 2010; Torres et al., 2006).

El estrés oxidativo tiene su origen en la alteracién de metabolismo celular
de forma que se produce un desequilibrio entre los agentes oxidantes (ROS) y
los mecanismos antioxidantes. Frente a estas condiciones, las plantas estimulan
la sintesis de antioxidantes no enzimaticos como el glutation (GSH), el ascorbato
(ASC) y el a-tocoferol, y la sintesis de enzimas antioxidantes del ciclo ASC-GSH
(APX, GR, DHAR, MDHAR), catalasa (CAT), peroxidasa (POX) y superéxido
dismutasa (SOD) (Hernandez et al., 2000).

La disminucién de la sintesis de ROS en paralelo a la acumulaciéon de
metabolitos protectores, es una caracteristica dominante en los cambios
metabdlicos ocurridos durante la fases tempranas del establecimiento de una
interaccion susceptible (Parker et al., 2009). En una interaccién incompatible
aumenta la producciéon de ROS, pero también de forma paralela se ha descrito
que se produce el debilitamiento de algunos sistemas antioxidantes como las
enzimas detoxificadoras APX y CAT (Apel & Hirt, 2004; Mittler et al., 1999;
Mittler et al., 2004). Esta respuesta favoreceria la generaciéon y acumulacién de
ROS y la activaciéon de la muerte celular programada (PCD). Numerosos datos
apoyan la hipoétesis que una regulacion precisa de los sistemas antioxidantes es
parte de la ruta de sefializacién que activa la respuesta de defensa. Sin embargo,
es dificil determinar si los cambios en los sistemas antioxidantes estan
directamente implicados en la activacién de la respuesta de defensa de la planta
0 son una mera consecuencia del estrés oxidativo que ocurre en las células

infectadas (De Gara, 2003).

Por tanto, la primera etapa enzimatica en el proceso de detoxificacion es la

actividad de SOD, que constituye una familia de metaloenzimas que cataliza el

desproporcionamiento del radical superdxido (Oz °-) hasta oxigeno molecular y

68



ANTECEDENTES

H>O» (Fig. 1.13). Al eliminar dicho radical, previene la posible formaciéon del

radical hidroxilo por la reaccion Haber-Weiss catalizada por metales (Fridovich,

1986).

A continuacién el H2O; es reducido a agua por la actividad de ascorbato
peroxidasa (APX), que se encuentra localizada en casi todos los compartimentos
de la célula vegetal y emplea el ascorbato como sustrato reducido. El ascorbato
debe ser regenerado rapidamente ya que, en su ausencia, la APX puede perder
actividad siendo entonces muy susceptible de ser inhibida por H2O; (Asada,

1988; Foyer & Halliwell, 1976).

La enzima catalasa convierte el H2O2 en oxigeno molecular y agua. Son
enzimas ubicuas en todos los organismos aerobios. Debido a la citotoxicidad del
H>O,, tanto directa como indirecta, la supervivencia de las plantas va a
depender de su eficiente eliminaciéon. Las catalasas representan una
herramienta muy eficiente para el control y la eliminacién de elevados niveles
de H>Oz, pero debido a su menor afinidad por el H2O2, en comparaciéon con la
APX (Nicholls et al., 2001), esta enzima se considera menos apropiada para
controlar de forma precisa los mecanismos de regulaciéon que impliquen bajos
niveles de H>O». La principal ventaja de las catalasas reside en que, a diferencia
de otras enzimas eliminadoras de H>O2, no dependen de ningtin compuesto

reducido para la eliminacién de HxOx.

Por otra parte también intervienen defensas no enzimaticas en la
eliminacion de compuestos ROS, incluyendo compuestos con propiedades
antioxidantes intrinsecas, como ascorbato, o-tocoferol, glutatiéon reducido, {3-

caroteno, poliaminas y zeaxantina (Scandalios, 2005).
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Figura 1.13.- Modo de actuacién de los antioxidantes no enzimaticos y de las antioxidantes del ciclo ASC-
GSH. CAT, catalasa; GPX, glutation peroxidasa, APX, ascorbato peroxidasa; MDA,
monodehidroascorbato; AsA, acido ascorbico, MDAR, MDA reductasa; DHA, dehidroascrobato; DHAR,
DHA reductasa; N.E., reaccion no enzimaética.

Entre ellos, el ascorbato es una molécula capaz de secuestrar directamente
radicales hidroxilo (OH"), oxigeno singlete (1O2), y radicales superéxido (O2 *7) y
en plantas es el antioxidante mas importante para la eliminacién de H>O. El
ascorbato estd presente en cloroplastos, vacuolas, citosol y espacio apopléstico
en altas concentraciones (Foyer, 1994) asi como en mitocondrias y peroxisomas
(Jiménez et al., 1997). Su gran capacidad reductora lo convierte, segtin Foyer et
al., 1994 en el antioxidante natural conocido mdas importante. La oxidacién del
ascorbato ocurre en dos etapas secuenciales formando primero
monodeshidroascorbato (MDHA), y posteriormente deshidroascorbato (DHA).
Esta oxidacién también ocurre por medio de la actividad de la enzima ascorbato
peroxidasa (APX). En cuanto a su regeneracion, el ascorbato es regenerado
directamente por accién de la monodeshidroascorbato reductasa (MDHAR) en
una reacciéon dependiente de NAD(P)H o por accién de la deshidroascorbato
reductasa (DHAR) utilizando glutation (GSH) como poder reductor. A su vez, el
MDHA puede ser reducido directamente a ascorbato usando electrones de la

cadena de transporte fotosintética.
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El Glutatién (g-glutamil-cisteinil glicina) (GSH) es el principal compuesto
tidlico de bajo peso molecular en plantas (Foyer et al., 1994). Esta presente en
todos los compartimentos celulares con concentraciones en un rango de
milimolar. La forma reducida (GSH) es predominante en los tejidos vegetales,
aunque también se detecta la forma oxidada (GSSG) formada por dos moléculas
de GSH unidas por un puente disulfuro (con la eliminacién de dos protones y
dos electrones). La regeneraciéon de GSH a partir de GSSG es catalizada por la
actividad glutation reductasa (GR) en una reaccién dependiente de NAD(P)H,
que mantiene alta la relacion GSH/GSSG en la célula. El1 GSH puede reaccionar
directamente con ROS como el oxigeno singlete (10z), y radicales hidroxilo (OH-
) oxidandose, o también regenerar el acido ascérbico a partir de DHA (via
DHAR), dentro del ciclo ASC-GSH, que es el principal mecanismo de
detoxificacion de HxO y regenerador de NADP en las plantas (Foyer &
Rennenberg, 2000). La capacidad del sistema redox de GSH para detoxificar
ROS es dependiente de la cantidad total de GSH y de la relacion GSH/GSSG, asi

como de la actividad GR.

En las plantas superiores, los compuestos isoprenoides son sintetizados a
partir del precursor C5 isopentenil difosfato (IPP) y su isémero dimetilalil
difosfato (DMAPP) (Croteau, 2000; Chappell, 1995). La adicién de unidades IPP
a DMAPP conduce a la sintesis de prenil difosfatos tales como geranil difosfato
(GPP, C10), farnesil difosfato (FPP, C15) y geranilgeranil difosfato (GGPP, C20),
que son los puntos de partida para multiples ramas que conducen a la
productos isoprenoides finales (Fig. 1.14). A diferencia de la mayoria de los
organismos, las plantas tienen dos vias separadas para la biosintesis de IPP y
DMAPP: la via del 4cido mevalénico (MVA), que produce IPP citosdlica y la via
localizada en el plasto, metil eritritol 4-fosfato (MEP) (Eisenreich, 2001;
Lichtenthaler, 1999; RodriguezConcepcién, 2002).Isoprenoides plastidicos,

incluyendo los principales pigmentos fotosintéticos (clorofilas y carotenoides),
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asi como otros compuestos clave relacionados con la fotosintesis
(plastoquinonas, filoquinonas y tocoferoles), hormonas (giberelinas y &cido
abscisico) y monoterpenos, son sintetizados a partir de precursores derivados

de MEP (Fig. 1.14 ) (CarreteroPaulet, 2006; Loyola et al., 2012).

Piruvate + GAP

(oxs) ¥

DX-5P

v

ME-4P

v

IPP+DMAPP
Gibberellins Chlorophylls

€— GGPP =—>
e
Plastoquinones \L Tecopherols

Phytoene

v

Lycopene — B-ca rotengnah

Figura 1.14.- Ruta de sintesis de compuestos isoprenoides.

El o-Tocoferol o vitamina E estad considerada como el antioxidante mas
importante presente en las membranas lipidicas (Diplock, 1983). En los
cloroplastos, cuyas membranas contienen gran cantidad de &cidos grasos
poliinsaturados, encontramos una elevada concentraciéon de a-tocoferol que
actuaria protegiendo las membranas de este organulo contra los dafios

oxidativos (Halliwell et al., 1989).

7.- PRODUCCION, TRANSPORTE Y USO DE FOTOASIMILADOS
EN CONDICIONES DE ESTRES HIDRICO

Una de las respuestas fisioldgicas mas comunes de las plantas al estrés
hidrico, con independencia de la especie, es el cierre de los estomas, reduciendo

la fotosintesis y, por tanto, afectando al metabolismo del carbono (Chaves, 2009;
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Muller et al., 2011). Por ello, se podria esperar que en estas condiciones
ocurriera un déficit de carbono. Sin embargo, la literatura demuestra que a
menudo los compuestos de carbono se acumulan en los érganos, dando lugar a
un incremento de las concentraciones de carbono. Dicha acumulaciéon se ha
visto en varias especies, distintas partes de la planta y para carbono soluble o
estructural. Se han descrito acumulaciones de carbohidrato soluble en hojas de
maiz (Kim, 2000), algodén (Timpa, 1986), cebada (Teulat, 2001), eucalipto y
sorgo (Turner, 1978), lupino y eucalipto (Quick, 1992), pino (Marron, 2003),
alamo (Bogeat-Triboulot, 2006), y vid (Cramer, 2007). Los hidratos de carbono
también se acumulan en los tallos (Bogeat-Triboulot, 2006), flores, y frutos (Liu,
2004; McLaughlin & McLaughlin, 2004; Mercier, 2009), asi como en las raices
(Jiang, 2001; Sharp, 1990). La acumulacién se produce tanto después de rapidos
shocks osméticos, por ejemplo con polietilenglicol (PEG) o manitol (Zrenner,
1991), como durante un desarrollo lento de déficit hidrico (Cramer, 2007;

Hummel, 2010).

Los carbohidratos a menudo se acumulan en forma de aztcares solubles
como glucosa, fructosa y sacarosa. Sin embargo, en respuesta a déficit hidrico
también se pueden acumular una amplia gama de compuestos ricos en carbono.
Estos incluyen aztcares menores como trehalosa (Farias Rodriguez, 1998) o
manitol (Guicherd, 1997), aunque también se produce una acumulaciéon de
ciertos aminoacidos (Morgan, 1992), en particular aquellos con una alta relaciéon
C/N como prolina (Hare, 1997). Acidos organicos como malato (Franco, 2006),
fumarato (Hummel, 2010) o citrato (Timpa, 1986) también se acumulan en
respuesta a déficit hidrico en una amplia gama de especies, incluyendo
Arabidopsis (Hummel, 2010). Muchos compuestos estdn considerados como
“solutos compatibles”, ya que pueden acumularse en grandes cantidades sin
perturbar las funciones celulares, y se cree que protegen las estructuras

subcelulares contra los efectos nocivos de la pérdida de agua de la célula.
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En condiciones de estrés hidrico también se acumulan compuestos
estructurales ricos en carbono como la celulosa y la lignina. De hecho, el déficit
hidrico acelera la lignificacion (Timpa, 1986; Vincent, 2005), disminuyendo los
espacios intercelulares de la hoja (Hsiao, 1974), y aumentando el grosor de la
misma (Hummel, 2010). Todas estas reacciones contribuyen al aumento de

masa foliar especifica que ocurre bajo déficit hidrico (Tardieu & Tardieu, 1999).

8- FUNCION Y REGULACION DE LAS INVERTASAS EN
RESPUESTA AL ESTRES HIiDRICO

En la mayoria de las plantas el disacérido sacarosa es el principal producto
final de la fotosintesis. La sacarosa es sintetizada en hojas maduras (hojas
fuente) y trasladada a tejidos sumidero via floema para sostener el metabolismo
heterotréfico y el crecimiento, o para ser almacenada como sacarosa o almidon.
El crecimiento y desarrollo de las plantas estd acompafiado por cambios en las
relaciones fuente-sumidero (Roitsch & Gonzélez, 2004). La sacarosa y sus
productos de degradacion glucosa y fructosa son las moléculas centrales para la
translocacién de carbohidratos, metabolismo y deteccion en las plantas
superiores (Koch, 2004; Roitsch & Gonzalez, 2004; Trouverie, 2004). El
catabolismo de la sacarosa en plantas es uno de los mayores flujos metabdlicos
del planeta, después de los flujos de asimilacién de carbono primario. Solo dos
tipos de enzimas pueden catalizar la sacarosa en condiciones fisiolégicas:
invertasas y sacarosa sintasa (SS) (Barratt et al., 2009; Koch, 2004; Roitsch &
Gonzalez, 2004; Trouverie, 2004).

La glicosiltransferasa sacarosa sintasa (SS) cataliza la degradacion
reversible de la sacarosa a UDP-glucosa y fructosa conservando la energia del

enlace ol-P2-glicosidico. En contraste, las invertasas (B-fructosidasa, [-
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fructofuranosidasa) catalizan la hidrélisis irreversible a glucosa y fructosa.
Basandonos en su solubilidad, localizaciéon subcelular, pH-6ptimo y punto
isoeléctrico, podemos distinguir tres tipos diferentes de isoenzimas invertasas:
invertasa unida a la pared celular (cwlnv, del inglés cell wall-bound invertase),
invertasa citoplasmaética (cytlnv, del inglés cytoplasmic invertase) e invertasa
vacuolar (vaclnv, del inglés vacuolar invertase), que se localizan en el
apoplasto, el citoplasma y la vacuola, respectivamente (Koch, 2004; Roitsch &
Gonzalez, 2004; Tang et al.,, 1999). Vaclnv y cwlnv son glicoproteinas que
comparten varias propiedades bioquimicas, por ejemplo tienen un pH 6ptimo
entre 4.5 y 5.0 y atacan el disacdrido a través de la fructosa. Por lo tanto,
también se denominan invertasas &cidas y son P-fructofuranosidasas que
también hidrolizan otros oligosacaridos que contienen fructosa, como por
ejemplo rafinosa y estaquiosa. La cytlnv estd menos caracterizada, no esté
glicosilada y, por su pH 6ptimo neutro o ligeramente alcalino, es también
conocida como invertasa neutra o alcalina. En contraste con las invertasas
acidas, la cytInv ataca especificamente a la sacarosa (Huang, 2007; Roitsch &

Gonzalez, 2004).

Las invertasas tienen un papel clave en varios aspectos del ciclo vital de la
planta y en respuesta a estimulos medioambientales, ya que sus sustratos y
productos de reaccién son nutrientes y moléculas de sefalizaciéon (Roitsch &
Gonzalez, 2004; Vargas, 2007). Los estreses abitticos, como la salinidad o el
estrés hidrico, modifican las relaciones fuente-sumidero que influyen en el
crecimiento de la planta asi como en la adaptacion al estrés y, por consiguiente,
afectan a la productividad de los cultivos. Aunque se conoce poco sobre los
mecanismos responsables de la reduccién del crecimiento en condiciones de
estrés hidrico o salino, la tolerancia a estreses abitticos y la productividad de
los cultivos dependen de la capacidad de la planta no solo para suministrar

recursos a los tejidos sumidero en crecimiento activo (biomasa vegetal y
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cosechable), sino también para mantener la produccién de asimilados en hojas
maduras (a través del retraso en la senescencia) (Balibrea et al., 2003; Balibrea et
al., 2000; Roitsch, 1999; Roitsch & Gonzalez, 2004). La regulacion metabolica de
la senescencia de la hoja es, por tanto, un proceso de desarrollo importante en la
respuesta de las plantas al estrés. El estrés puede influir en la senescencia foliar
mediante la alteracion del metabolismo del carbono, por ejemplo por
degradacion del almidén o alteracion del metabolismo de la sacarosa y su

interaccion con fitohormonas (Wingler & Roitsch, 2008).

Hasta la fecha, un ntmero creciente de estudios han puesto de manifiesto
el papel fundamental de las invertasas en varios aspectos del crecimiento y
desarrollo de la planta. Sin embargo, su importancia en condiciones de estrés

abioético no ha sido del todo aclarada.

El estrés hidrico conlleva cambios en las relaciones fuente-sumidero con
limitaciones en los tejidos fuente dando lugar a una reduccion en la tasa de
exportacion de fotoasimilados y, por tanto, a una disminucién del rendimiento
de la planta (Luquet, 2008; Pelleschi et al., 2006). Varios estudios sobre el efecto
de estreses abidticos en invertasas sefialan su importancia en el desarrollo
reproductivo en condiciones de estrés hidrico (Roitsch & Gonzalez, 2004). En un
estudio realizado en plantas de maiz sobre la respuesta al estrés hidrico, se
sugeria la existencia de un mecanismo compensatorio tanto a nivel del floema
en la fuente como del sumidero final, que tiende a incrementar las eficiencias de
exportacion e importaciéon. La regulaciéon diferencial de vaclnvs en ambos
tejidos, fuente y sumidero podria ser un mecanismo compensatorio (Trouverie,
2006). Asimismo, en hojas maduras de maiz se vio que el déficit hidrico daba
lugar a una estimulacién temprana y fuerte de la actividad vaclnv, mientras que
la actividad cwInv permanecia constante. Esta respuesta estd fuertemente

relacionada con los niveles de ARNm para el gen Ivr2, que codifica una
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isoforma de vacInv (Pelleschi, 1999; Pelleschi et al., 1997). En este sentido, la
induccion especifica de la actividad vacInv en 6rganos fuente y sumidero de
plantas de maiz en condiciones de estrés hidrico se correlacioné con un
incremento en la expresion de Ivr2 y asi como de los niveles de proteina vaclnv
(Kim, 2000). EI ABA parece estar implicado en la expresién del gen Ivr2 y, por
tanto, en la activacion de la actividad vacInv (Trouverie, 2003). Por otro lado, se
ha demostrado recientemente que un adecuado balance entre la actividad de las
invertasas 4cidas y SS estd asociado con una mayor tolerancia a la sequia en las
plantulas de trigo (Bogdan, 2009), y por lo tanto, parece ser que la SS tiene

también un papel en la regulacion del estrés hidrico.

El andlisis de la actividad y expresion de las invertasas indica que estas
enzimas responden a variaciones en los niveles de carbohidratos y hormonas
vegetales (Kim, 2000; Trouverie, 2004; Trouverie, 2003; Werner, 2008). La
activacién de la cwlnv y otras enzimas sacaroliticas mediadas por citoquininas,
podria dar lugar a la inducciéon del metabolismo en tejidos sumideros,
incrementando con ello la tolerancia al estrés hidrico (asi como otros estreses
abioticos), manteniendo el crecimiento y retrasando la senescencia foliar
(Guivarc'h, 2002; Lara et al., 2004; Roitsch & Ehnefs, 2000). Como ya se ha
comentado, otras hormonas vegetales como el ABA parecen ser claves en la
regulacion de la actividad invertasa en condiciones de déficit hidrico (Yang et
al., 2004). En este sentido, en hojas y raiz de plantas de maiz sometidas a estrés
hidrico se observé una fuerte induccién, dependiente de la concentracién de
ABA, tanto de la expresion como de la actividad de la cwlnv, mientras que
otros factores como la glucosa fueron poco eficaces en el desencadenamiento de

dicha respuesta (Trouverie, 2004; Trouverie, 2003).
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8.1.- Seiializacion y regulacién

Como hemos visto anteriormente, las invertasas juegan un papel
fundamental en condiciones de estrés abi6tico. Durante la aclimatacion a las
condiciones de estrés, se ponen en marcha mecanismos de regulacion
diferencial de las invertasas a nivel transcripcional y post-transcripcional en los
que estan implicados aztucares, fitohormonas e inhibidores proteicos. Ademas
de eso, se han identificado otros métodos de control como el trafico de
proteinas y el turn-over de transcritos (revisado ampliamente por Huang
(2007)). Todos estos mecanismos permiten una fina regulaciéon de la actividad

invertasa, asi como de la acumulacion, y distribucién de aztcares.

En plantas los aztcares solubles proporcionan energia y esqueletos
carbonados, actuando ademds como moléculas de sefializacién para regular la
expresion génica. El término “regulacion metabdlica” fue introducido por
Karrer and Rodriguez (1992). En general, las hexosas favorecen la division y
expansion celular, mientras que la sacarosa favorece la diferenciaciéon y
maduracion. Diversos estudios han resaltado la importancia de la naturaleza y
ubicacién exacta de la sefal-aztcar, asi como el papel de las invertasas como
moduladores de la relacién sacarosa/fructosa (Bolouri Moghaddam, 2010;
Weschke et al., 2003). Se conocen muchos genes regulados por azicares que
cubren diferentes rutas fisiolégicas, incluyendo las invertasas (Bolouri
Moghaddam, 2010; Koch, 1996; Roitsch, 1999; Sheen, 1999). Cabe destacar
distintas cwlnvs que son metabdlicamente inducidas por glucosa,
proporcionando un mecanismo de retro-alimentacién positiva que también es
relevante en la regulacion asociada a otros estimulos. De hecho 1la
sobrerregulaciéon de una cwlnv por cualquier tipo de estimulo puede ser
mantenida o amplificada a través de la sefializaciéon por azudcares generada a

partir de una elevada actividad invertasa para incrementar atin mas el flujo de
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asimilados (Roitsch et al., 2003; Roitsch & Gonzélez, 2004). Por lo tanto, el
metabolismo de la sacarosa es el punto central de un sistema de desarrollo que
se auto-regula en plantas superiores. Ademas, el hecho de que tanto los
azdcares como los estimulos generados a partir de un estrés ambiental que han
sido estudiados en diferentes sistemas contribuyan a la regulaciéon de las
invertasas, los hace candidatos adecuados para ser utilizados como genes

marcadores en el andlisis de vias de sefializacién (Roitsch et al., 2003).

Las hormonas vegetales, que juegan un papel integral en el control del
crecimiento, diferenciacién y desarrollo vegetal, también parecen ser
fundamentales en la regulacion de las invertasas (Roitsch & Gonzélez, 2004;
Tymowska Lalanne & Tymowskalalanne, 1998), lo que, a su vez, implica que las
invertasas participan en la mediacion de la correspondiente respuesta
hormonal, como se ha descrito anteriormente, en diferentes situaciones de
estrés abidtico. Ademds del mencionado efecto de las citoquininas, ABA,
auxinas, jasmonatos y giberelinas (Proels, 2006; Ranwala, 2008), se ha
demostrado que los brasinosteroides (Godt & Goetz, 2000) y el etileno (Linden,
1996) juegan un papel en la regulacion de las invertasas. La regulacion
metabolica por los azticares quizas represente un metabolismo regulatorio a
corto plazo para ajustar la importaciéon de carbohidratos a la demanda real,
mientras que la regulacién hormonal se integra en un programa de desarrollo
para ajustar las relaciones fuente-sumidero (Pérez-Alfocea et al., 2010). La
interaccion de las invertasas con las fitohormonas también pone de manifiesto

su posicion central en las vias de sefalizacion.

Otro mecanismo de regulacién y control de la actividad invertasa es la
presencia de proteinas inhibidoras endégenas. A pesar de que esta regulaciéon
post-traduccional de las invertasas se conoce desde hace tiempo, no se ha

estudiado a fondo su papel fisiolégico, especialmente en condiciones de estrés
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(Bonfig, 2010; Rausch & Greiner, 2004). En plantas de Arabidopsis se observé que
estos inhibidores de invertasas (Invlnh) muestran patrones de expresion
especificos en respuesta a una serie de estreses o durante ciertos estadios del
desarrollo vegetal (Rausch & Greiner, 2004). Recientemente, Bonfig (2010)
encontr6 que, tras una infeccion de hojas de Arabidopsis thaliana por
Pseudomonas syringae, la actividad invertasa incrementaba por represiéon de la
expresion del inhibidor, asocidandose asi la induccién local de la fuerza
sumidero a la respuesta de defensa. En plantas transgénicas de A. thaliana que
albergan un gen Invinh (At3g17225), se vio que aplicaciones exdgenas de ABA
afectaban a la estabilidad de los transcritos del Invinh, lo cual sugiere que las
hormonas vegetales también juegan un papel en la regulacion de los

inhibidores y, por tanto, en la actividad final de la invertasa (Koh, 2008).

La regulacién coordinada observada de las relaciones fuente/sumidero y
las reacciones de defensa en respuesta a los aztcares y a varios estimulos
relacionados con el estrés (Ehness et al.,, 1997; Roitsch et al., 2003) plantea la
cuestion sobre los mecanismos a través de los cudles se realiza la integracion de
diversas sefiales para dar lugar a respuestas coordinadas. Una adecuada
modulacién de los procesos implicados en el metabolismo del carbono y la
producciéon de energia resulta crucial en la adaptabilidad de las plantas a
situaciones de estrés abiético. Las invertasas funcionan, por tanto, en el punto
de integracion de sefiales metabdlicas, hormonales y de estrés (Proels & Roitsch,

2009).
8.2.- El gen CIN1. Biotecnologia, clonacién

Durante los afios noventa se produjeron importantes avances en el estudio
de las invertasas vegetales. Roitsch et al. (1995) clonaron el ADNc completo que
codifica una cwlnv de Chenopodium rubrum, CIN1. El alto punto isoeléctrico de

9.9 de la secuencia proteica deducida es caracteristico de invertasas apoplésticas
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y la carga positiva resultante es importante para la unién a la pared celular
cargada negativamente (Unger et al., 1994). Se demostr6 que el gen CINI
codifica una cwInv mediante purificacion de la proteina correspondiente a
partir de cultivos celulares en suspension de C. rubrum y por andlisis de los
aminoacidos de la secuencia peptidica (Ehnefs & Roitsch, 1997). Las isoenzimas
vacuolar y extracelular se caracterizan por un marcado aminoacido diferente en
la caja conservada WEC-P/VD. Las invertasas en general tienen la siguiente
secuencia de aminodacidos en su centro catalitico: cisteina (C) - prolina (P) -
asparragina (D) que, a nivel de acido nucléico, corresponde a TGT/C -
CCT/C/A/G - GAT/C en el caso de cwlnv, y cisteina (C) - valina (V) -
asparraginas (D), o a nivel de &cido nucléico, TGT/C, GTT/C/A/G - GAT/C
para vaclnv. Se ha demostrado que la presencia del residuo prolina (P) en las
cwlnvs determina un pH 6ptimo mas 4cido y una mayor especificidad por
rafinosa frente a las vacInvs que tienen el residuo valina (V) en esa posicién

(Goetz & Roitsch, 1999).

Las isoenzimas invertasa de C. rubrum comprenden una pequefia familia
de genes compuesta por tres miembros. Ademas del gen CIN1, se ha clonado y
caracterizado la secuencia ADNc de una segunda cwlnv, CIN2 (Ehnefs &
Roitsch, 1997). Se supo que era una cwlnv ya que era muy probable que fuera
una invertasa acida por su bajo pH y la homologia en su secuencia y en la caja
conservada WEC-P/VD con respecto a CIN1 (Roitsch et al.,, 1995). El tercer
miembro de esta familia es el gen CIN3, el cual también ha sido caracterizado y
secuenciado. Codifica para una invertasa intracelular con un pH 6ptimo neutro,
a pesar de tener una secuencia con una alta homologia a la invertasa
extracelular. Sin embargo, su punto isoeléctrico es demasiado bajo para ser una
isoenzima de pared celular, las cuales requieren un alto pl para la interacciéon

iénica con la pared celular cargada negativamente (Ehnefs & Roitsch, 1997).

81



ANTECEDENTES

En plantas S. lycopersicum, se demostré que la mayor actividad de cwlnv
en raices comparada con los tallos y las hojas fuente se correlaciona con la
distribucion de los patrones de expresion de CIN1 (Roitsch et al., 1995). Debido
a la relaciéon que existe entre la cwlnv y las citoquininas, plantas de tomate que
expresan CINI muestran un retraso de la senescencia foliar, a través de la
relacion fuente/sumidero (Lara et al., 2004). Se ha clonado una invertasa de la
pared celular en arroz (Oryza sativa L.), OsCIN1 que se expresa en raices y en
tejidos fuente y sumidero, siendo importante para el suministro de una fuente
de carbono para el desarrollo de los tejidos foliares a través de la ruptura de

sacarosa (Hirose et al., 2002).

82



CAPITULO II

EFECTO DE LA

SOBREEXPRESION DEL GEN CIN1
DE UNA INVERTASA
EXTRACELULAR EN CONDICIONES

DE ESTRES HIDRICO







INTRODUCCION







INTRODUCCION

INTRODUCCION

La disponibilidad de agua es una de las mayores limitaciones en la
productividad vegetal (Boyer, 1982), y es uno de los principales factores en la
distribuciéon de las especies vegetales. Las regiones agricolas afectadas por la
sequia soportan importantes pérdidas en el rendimiento. Ademas la sequia
ocasiona modificaciones fisiolégicas como reduccion de fotosintesis y
regulacién transcripcional y post-transcripcional de varios genes (Seki et al.,
2007; Shinozaki & Yamaguchi-Shinozaki, 2007). Por ello existe una necesidad
urgente de generar plantas tolerantes al estrés hidrico (Lybbert & Bell, 2010), las
cuales probablemente no se pueden lograr tnicamente con los métodos

tradicionales de mejora.

La tolerancia de las plantas al estrés hidrico esta intrinsecamente ligada a
la capacidad de producir y consumir carbohidratos en tejidos especificos. En
plantas superiores, el crecimiento y el metabolismo de los tejidos sumidero est4
sostenido por los hidratos de carbono sintetizados en las hojas fuente, que son
transportados principalmente como sacarosa a través del floema (Koch, 2004).
Estas relaciones fuente-sumidero son dindmicas y cambian durante el
desarrollo y en respuesta a diferentes estreses abioticos (Balibrea et al., 2003;
Roitsch & Gonzalez, 2004). El uso de la sacarosa en los tejidos sumidero
requiere la escision del enlace glicosidico, catalizada tanto por la sacarosa
sintasa como por las invertasas. Basandonos en su solubilidad, localizaciéon
subcelular, pH-6ptimo y punto isoeléctrico, podemos distinguir tres tipos
diferentes de isoenzimas invertasas: invertasa unida a la pared celular (cwlnv),
invertasa vacuolar (vaclnv) e invertasa citoplasmatica (cytlnv) (Roitsch &
Gonzalez, 2004). La cwlnv desempefia una funcién crucial en el desarrollo de la

planta mediante la regulacion de la fuerza sumidero asegurando un suministro
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constante de fotoasimilados a los tejidos sumidero (Tang et al., 1999; Weschke et

al., 2003).

En condiciones de estrés hidrico, la competencia entre los diferentes
procesos fisioloégicos y 6rganos sumidero por los suministros limitantes de
carbono da lugar a una reducciéon en la fuerza sumidero, afectando al
crecimiento y a la productividad (Cuartero & Ferndndez-Mufioz, 1999). El
aumento de la fuerza sumidero a través de la actividad cwInv es una respuesta
general en condiciones de estrés. En concreto, la expresién del gen que codifica
una cwlnv de Chenopodium rubrum, CIN1, aumenta en respuesta a una serie de
estimulos relacionados con el estrés (Roitsch et al., 2000). Ademas, la actividad
cwlnv esta regulada a nivel transcripcional y post-transcripcional por distintos
factores, incluyendo azucares, fitohormonas e inhibidores proteicos (Bonfig,
2010; Lara et al.,, 2004; Roitsch & Gonzalez, 2004), existiendo una estrecha
relaciéon con las citoquininas, las cuales ocasionan un retraso de la senescencia
(Lara et al.,, 2004). Juntos, estos mecanismos permiten la regulaciéon de la
actividad cwlnv para controlar el crecimiento, desarrollo y por tanto la

adaptacion de las plantas en condiciones de estrés abiético.
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1.- MATERIAL VEGETAL Y OBTENCION DE PLANTAS
TRANSGENICAS

El cultivar utilizado para los experimentos de transformacién fue Solanum
lycopersicum L. cv-73. Se obtuvo a partir del hibrido comercial Precodor (Diez,
1989). Presenta frutos de buena calidad y uniformidad, redondos y de calibre
mediano. Posee una buena respuesta morfogenética, y ademads esta considerada
un buen organismo modelo para investigar cuestiones bioldgicas

fundamentales a nivel celular, molecular y genético.

Las semillas transformadas de tomate fueron proporcionadas por el Prof.
Dr. Thomas Roitsch, del Instituto de Biologia Vegetal, Grupo de Fisiologia
Vegetal, perteneciente a la Universidad Karl-Franzens de Graz, en Austria y
multiplicadas en invernadero para construir un stock de semillas para nuestros
experimentos. El ADNc completo de una invertasa extracelular (cwlnv) fue
clonado y secuenciado de Chenopodium rubrum, y su identificaciéon se probé por

la expresion heterdloga en Saccharomyces cerevisiae.

La transformaciéon consiste en la introduccion de la construcciéon
consistente en un promotor especifico de fruto inicialmente, procedente de una
invertasa vacuolar (vaclnv) de Solanum piminellifolium (=InvLp6g), que se
expresa en fruto, hojas y plantulas de 2,5 kb, unido a un gen de una cwlnv de C.
rubrum (CIN1) de 1,7 kb, mediante el uso del vector PBI101 (InvLp6g::CIN1I)
(Imagen 2.1). Los plasmidos con el inserto fueron transferidos en la cepa
LBA4404 de Agrobacterium tumefaciens. Las plantas de tomate fueron
transformadas con el ADNt mediante la infeccién de los cotiledones con

Agrobacteria (Clough & Bent, 1998).
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Para este experimento se utiliz6 una linea silvestre WT y 5 lineas

transgénicas independientes (CIN1-8, CIN1-10, CIN1-12, CIN1-91 y CIN1-93).

Nos-ter
T |-
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/
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mRNA

Imagen.2.1.- Construccién insertada en Solanum lycopersicum.

2.- DISENO EXPERIMENTAL

2.1.- Condiciones de crecimiento

Como hemos comentado anteriormente, las plantas transgénicas utilizadas
en este trabajo fueron obtenidas en el Instituto de Biologia Vegetal (Universidad
Karl-Franzens de Graz, Austria). Se evaluaron una linea silvestre y 5 lineas
transgénicas independientes (CIN1-8, CIN1-10, CIN1-12, CIN1-91 y CIN1-93) con
6 réplicas cada una. Previo al experimento, las semillas se esterilizaron
superficialmente por inmersién, durante 30 minutos, en una solucién de lejia
comercial (5% de hipoclorito sédico) diluida al 50% a la que se le afiaden 2-3
gotas de detergente 7x-0 matic (Flow laboratorios). La solucién desinfectante se
eliminé mediante tres lavados sucesivos (5, 10 y 15 minutos respectivamente)
con agua destilada estéril. Posteriormente las plantas se germinaron en un
fitotrén (Forma Scientific, Inc. Modelo 3744) en oscuridad, a una temperatura de
28°Cy con una humedad relativa de 90% durante 3 dias. Transcurridos 3 dias se

aplic6é un fotoperiodo de 16 h luz, con una intensidad luminosa de 2000 luxes
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(equivalente a 34 pE- m?- s'1) suministrada por una fuente de luz fria, y 8 h de
oscuridad, a una temperatura de 23°C + 2°C durante el periodo luminoso y de

18°C durante el periodo oscuro, y una humedad relativa constante de 60%.

La germinacion y establecimiento del semillero se llevé a cabo en camara
de cultivo de condiciones controladas en bandejas de plastico (60412 cm.) que
contenian una mezcla de vermiculita y perlita como sustrato (relacién 3:1 v/v).
Las plantulas se regaron con disolucion Hoagland (Hoagland & Arnon, 1950)
diluida a la mitad. Se prepararon por separado tres soluciones concentradas,
cuya composicién se detalla en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1.- Composicion de la disolucion de Hoagland y Arnon general (100 veces concentrada). La

disolucién de riego se preparaba a partir de las soluciones A, B y Fe, diluidas 200 veces para conseguir una
relaciéon NO;/NHy* =6/0.5, es decir, Hoagland "2.

Componentes de la disolucion de Hoagland y Arnon (X 100)
(NO3/NH4* =12/1)

Solucion A (gL (mM)
NH4sNO3 8.0 1.00
Ca(NO:s), - 4HO 82.6 3.50
KNO3 35.7 3.53

Solucién B

KNO; 5.0 0.49
KHPO4 27.4 2.01
MgSO; - 7TH,0 24.6 1.00
MnSO; - 5H,0 0.053 0.003
H:BO; 0.140 0.023
CuSO; - 5H,0 0.015 0.001
;T{Ijékaoz“ ' 0.008 0.0001
ZnSO, - 7H,0 0.060 0.0021
Fe

Fe-EDDHA 6% 1.87
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Las condiciones de cultivo fueron: 18-25°C de temperatura nocturna y
diurna, respectivamente, fotoperiodo con 8 h de oscuridad y 16 h de luz
(Lamparas Gro-lux y Luxline-es Sylvania), y una intensidad luminica de 245/81
umol- m2-s1 (400-700 nm). La humedad relativa se mantuvo en un intervalo

del 60-70%.

Transcurridos 15 dias tras la siembra, doce plantas de cada linea
transgénica y las plantas WT fueron transferidas a macetas de 10 litros y
cultivadas durante 2 semanas. En este punto, el riego se suspendié por un
periodo de nueve dias. 3 plantas por linea fueron regadas con normalidad

durante este periodo para utilizarlas como controles.

2.2.- Andlisis de expresion génica de CIN1

Entre las diversas variantes de la PCR, en nuestros ensayos de deteccion
génica de CINT se utiliz6 la RT-PCR (Reverse Transcriptase-Polymerase Chain
Reaction). Esta reaccién consiste en la transcripcién inversa del ARN del gen
CINI a su ADN complementario (ADNc) y su posterior amplificaciéon en dos
pasos consecutivos dentro de la misma mezcla de reaccion. Previa a la

aplicacion de la RT-PCR, se tuvo que realizar la extracciéon del ARN.
a) Extraccion de ARN

Para el aislamiento total del ARN se utilizaron tejidos frescos de hojas

basales, medias y apicales.

Para la extraccion del ARN se emple6 1 ml del reactivo “Total RNA
Isolation” afiadido a 100 mg de material vegetal homogeneizado con nitrégeno
liquido y agitado hasta la completa homogeneizacién. Tras la adicciéon de 200 pl

de cloroformo se volvié a agitar durante 15 minutos y se centrifugé a 13.000
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rpm, 4°C, durante 10 minutos. Posteriormente se transfiri6 el sobrenadante a un

nuevo tuvo Eppendorf con 650 pl de isopropanol enfriado previamente.

El material vegetal junto con la mezcla de extracciéon se incubé durante 2
horas o toda la noche a -20°C. Tras este paso se hicieron tres lavados mediante
centrifugaciéon a 13.000 rpm, 4°C durante 10 min y adiccion de 750 ul de 3 M
LiClperc (127,2 g/1 en H2O bidestilada, + 1/1000 vol DEPC). Después de una
agitacion vigorosa durante 10 minutos a méxima velocidad en una incubadora
de Eppendorf se centrifugé a temperatura ambiente a 13.000 rpm durante 10
minutos. A continuacion se eliminé el sobrenadante por completo y se afiadié

500 pl de 85 % EtOHperc, seguido de agitacion y centrifugacion.

Por altimo, se dejé evaporar el etanol residual a temperatura ambiente y
se re-suspendio el precipitado con 20 ul de H>Operc (H20 bidestilada + 1/1000

vol DEPC) manteniéndolo durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Tras el aislamiento, se comprob¢ el éxito del mismo mediante un gel agarosa

al 1,5% utilizando entre 1,5 y 3,5 pl de suspensiéon de ARN.
b) Transcripcion inversa

La transcripcion inversa se realiz6 a partir de 1 pg del ARN total. En primer
lugar el ARN se incub¢ junto a los oligo-dT (oligo (dT) 15 primer, Promega,
USA) a 70°C durante 5 minutos para eliminar estructuras secundarias, en un

volumen total de 15 pl.

A continuacién para que se produzca la reaccion se incubd durante 5
minutos a 37°C junto con 4 pl de tampoén de transcripcion reversa 5x (Promega,
USA), 2 pl de mezcla de dNTPs 10 mM (Promega, USA) y 1 pl de inhibidor
ARNasa (20 U/ pl) (Promega, USA).
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El daltimo paso de la sintesis de ADNc consisti6 en la adiccion de 1 pl de la
enzima transcriptasa reversa (200 U/pl) (Promega, USA). La reaccién

transcurrid a 42°C durante 1 hora.

Para inactivar la retrotranscriptasa transcurrida esa hora, la reaccién se dejo

10 minutos a 70°C y posteriormente en hielo.

¢) RT-PCR Semicuantitativa.

El nivel de expresion del gen CIN1 se determin6é por RT-PCR
semicuantitativa, en hojas, raices y plantulas de 5 lineas transgénicas, utilizando
la linea WT como control, utilizando para ello el kit FirstStrand Synthesis
System (Invitrogen) para RT-PCR, siguiendo el protocolo del fabricante. Se
utilizé un aparato ABI 7000 y el SyBrGreen Kit (Applied Biosystems, CA, USA)

para llevar a cabo el ensayo.

Cada tratamiento se evalu6 por triplicado y para cada muestra la reacciéon
de RT-PCR se realiz6 por duplicado, en placas de 96 pocillos, a partir de 2 pl de
ADNCc obtenido en el paso anterior. Se utilizé como control interno el ARN de
la linea WT. Tanto el ADNc como el ARN se diluyeron 1/4 en un volumen total
de 20 pl.

La reaccion de amplificacion consisti6 en wuna fase inicial de
desnaturalizaciéon a 96°C durante 2 minutos, seguido de un ciclo consistente en
3 pasos: desnaturalizacién a 96°C, alineamiento de cebadores a 55°C y extension
a 72°C, de 30 segundos cada uno. Este ciclo se repiti6é 35 veces finalizdndose el
proceso con una fase final de extension de 2 minutos a 72°C. Estas condiciones
se emplearon tanto para el gen objeto de nuestro estudio como para el gen de

referencia.
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Las secuencias de los oligonucleétidos internos utilizados como cebadores
para el gen CIN1 fueron CIN1-Forward (5'-
CCTGGGAGTATAGTGGCTGAACC-3') y CIN1-Reverse (5-
AGGTCTTCTCTGAATCCG-3).

Por ultimo, para analizar las PCRs, se realiz6 una electroforesis en gel de
agarosa (Pronadisa) en un 1,5% (peso/volumen) con Tris acético 40 mM y
EDTA 1 mM Ph 8 (Tampén TAE 1X). Antes de cargar las muestras en el gel, se
afiadi6 GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain (Biotium, Hatwad, CA, USA) que
servi6é tanto como tampoén de carga como para visualizar la muestra, de un
stock previamente preparado 5X, que contenia ademas de GelRed, Orange G
(SIGMA) y Sacarosa. La electroforesis se realizé a 120 V en tampén TAE 1X con
10 pl de muestra, y la visualizacion del gel se hizo con un analizador de imagen

GeneTools (SYNGENE) con luz ultravioleta.

Los niveles de expresion se normalizaron en contra de los valores obtenidos
para la actina, que fue utilizado como un gen de referencia interno. El peso del

ARN fue usado como un control negativo en todas las RT-PCR realizadas.

3.- RELACIONES HIiDRICAS DE LAS PLANTAS Y FOTOSINTESIS
3.1.- Potencial Hidrico del Sustrato

Las medidas se tomaron en dias consecutivos desde el inicio del
tratamiento hasta 10 dias después. Para ello se utilizaron unas sondas
enterradas en el sustrato y el medidor WATERMARK, Soil Moisture Meter
(IRROMETER COMPANY, INC. Riverside, California), con el cual se obtenian

las medidas.
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3.2.- Determinacién del Contenido Relativo en Agua

El procedimiento a seguir pertenece a Sharp et al. (1990). Se tomaron
fragmentos de 1 cm? de area de la hoja numerada como 4 de cada una de las
plantas. Se pesaron los discos para hallar el valor del peso fresco del tejido. Se
sumergieron los discos en agua des-ionizada durante 24h aproximadamente,
manteniendo las muestras en oscuridad a 4°C para minimizar las pérdidas en la
respiracion hasta que lleguen a alcanzar un peso constante (turgencia
completa). Transcurrido este tiempo se secaron las hojas ligeramente en papel
de filtro. Se volvieron a pesar los discos para calcular el peso a méximo turgor.
Tras el mantenimiento de los discos en una estufa a 65°C durante 24h con el
proposito de deshidratarlos por completo, se pesaron con la finalidad de
obtener el peso seco. El Contenido Relativo en Agua (RWC, del inglés Relative
Water Content) se calcula mediante la siguiente férmula:

RWC= Pesofresco— Pesosem 100

Pesoa maximaturgor — Pescse

3.3.- Medidas de intercambio gaseoso

Las medidas de intercambio gaseoso se realizaron en la quinta hoja
totalmente expandida en cada genotipo con un sistema de intercambio de gases
(LI-6400; Li-Cor). Las hojas fueron primero equilibradas con una densidad de
flujo de protones de 1,000 pmol - m2- s durante al menos 20 minutos. Después
de esto, la fotosintesis fue inducida con 1,000 pmol photons - m=2-s-1 y 400 pmol -
mol! CO; en torno a la hoja. La temperatura de la hoja se mantuvo a 25°C, y el
déficit de vapor de presion entre la hoja y el ambiente que la rodea se conservé
entre 1 y 1,3 kPa. Estas condiciones se mantuvieron constantes para la
determinacion de la tasa de fotosintesis (A), tasa de transpiraciéon (E) y

conductancia estomatica (gs).
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3.4.- Transpiracion Acumulada

El agua transpirada se midi6é gravimétricamente por el peso diario de las
plantas en maceta durante el experimento. Como referencia para medir la
cantidad de agua evaporada se us6 una maceta con la misma cantidad de

sustrato pero sin planta, pesada diariamente junto con el resto de macetas.
3.5.- Uso Eficiente del Agua y Transpiracion Acumulada

El uso eficiente del agua (WUE) de las plantas se determina mediante el

analisis de 3 parametros:

» Evaporacion
» Transpiracion

» Evapo-transpiracion

Para medirlos se observé la evolucion del peso de la planta junto con la
maceta, asi como una maceta sin planta, durante 10 dias tras el inicio del estrés

hidrico utilizando un método gravimétrico.

La evaporacion es la pérdida de agua de la maceta sin planta. Se calcula

mediante la diferencia de peso de la misma en dos dias consecutivos.
E = Peso maceta gia2 — Peso maceta gia1

La transpiracion es el agua que pierden las plantas por las hojas. Se calcula
hallando la diferencia de peso de la maceta mas la planta en dias consecutivos y
restando a la misma el valor de evaporacion. Asi mismo, la transpiraciéon

acumulada es la suma de la transpiracion diaria.

T = (Peso maceta + planta gi2 — Peso maceta + planta 4in1) - E
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Ta= 2T

La evapo-transpiracion es la suma de lo que pierde el sustrato mas lo que

pierde la planta por transpiracion.
ET=E+T

El uso eficiente del agua se determina como la biomasa generada durante
el periodo de sequia (en gramos) dividido por la transpiracién acumulada

durante este periodo (en ml).
WUE;= B/Tx
3.6.- Fluorescencia de clorofilas

La fluorescencia de clorofilas fue medida en condiciones control y tras 30
minutos de aclimataciéon en oscuridad en una hoja ya madura del tercio apical
de cada una de las plantas. Para las medidas se us6 un fluorimetro de clorofilas
OS-30 (OptiSciences, Herts, UK) con una intensidad fuente de excitacion de
3000 pmol - m?2-sl. La intensidad minima de fluorescencia (Fo) en un estado de
adaptacion a la oscuridad fue medida en presencia de un fondo de luz roja-
lejana para favorecer la oxidacion rdpida del sistema de transporte de
electrones. Las intensidades méximas de fluorescencia en el estado de
adaptacion a la oscuridad (F) y después de la adaptacion a luz actinica blanca
(Fn") fueron medidas por pulsos de saturaciéon de 0.8 s (3000 pmol - m2- s1).
Después de la medida de F,/, se apagod la luz actinica (400 mol- m2- s1), y se
aplic6 luz del rojo-lejano durante 3 s con el fin de medir la intensidad minima
fluorescente en el estado de adaptacion a la luz (F¢’). El rendimiento cuantico
méximo del fotosistema II abierto (PSII) (Fv/Fm) se calcula como (F.-Fo)/Fun
(Maxwell & Johnson, 2000).
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Fm-Fo
Fm

Fv/IFm=

Se us6 una version especial de un Fluorémetro de Clorofilas Imaging-
PAM (Walz IMAG-MAX/L) para investigar los cambios espacio-temporales en
pardmetros fotosintéticos (Schreiber, 2004). Con el Imaging-PAM fue medida
continuamente la produccién actual de fluorescencia (F;). En ausencia de
iluminacién actinica, en conjuncién con la aplicaciéon de un pulso de saturacién,
fueron determinados el nivel de rendimiento de fluorescencia en oscuridad (F:
= Fo) y el rendimiento de fluorescencia maxima (Fn), a partir de los cuales fue
calculado automéaticamente el rendimiento cudntico maximo del fotosistema II
(Fv/Fm) por el software ImagingWin (Walz IMAG-MAX/L). Las imagenes de
los pardmetros de fluorescencia se muestran con ayuda de un cédigo de falso

color que va desde 0.00 (negro) a 1.00 (morado).

4.- METABOLISMO DEL CARBONO
4.1.- Determinacion del contenido de aziicar intracelular

La determinacién de azicares se realizé a partir de 100 mg de material
vegetal homogeneizado con nitrégeno liquido, al que se le afiadieron 0,9 ml de
agua. Después de la homogeneizacién y centrifugaciéon durante 10 minutos a
20.000 g y 4°C, el sobrenadante se utilizé para el andlisis de carbohidratos
solubles (glucosa, fructosa y sacarosa). 100 pl de extracto liquido fue
homogeneizado con 50 pl de intercambiador de cationes fuertemente acido
(Dowex 50WX8-400, Sigma)y 50 pl de resina de intercambio aniénico
(Dowex 1-X8-COO, Biorad). Después de centrifugar durante 10 minutos a
13.000 rpm y 4°C, el sobrenadante se filtr6 y se inyectaron 10 pl en un sistema

de cromatografia liquida de fase normal (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japon),
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usando acetonitrilo:agua (85/15, v/v) como fase moévil a una velocidad de flujo

de1ml -min.
4.2.- Andlisis de actividades sacaroliticas

Se utiliz6 la metodologia descrita por Balibrea et al. (2003); Balibrea et al.
(1999).

a) Preparacion del extracto enzimatico

Inmediatamente después de la recogida de muestras, se homogeneizé el
material vegetal con nitrégeno liquido y se pesaron 100 mg de tejido. Las
muestras se colocaron en tubos Eppendorf de 1,5 ml, siendo congeladas en
nitrégeno liquido y almacenadas a -20°C hasta los analisis. Una vez
descongelado el material, tras afiadirle 10 mg de polivinilpolipirrolidona
(PVPP) y 10 mg de arena de Fontainebleau, se homogeneizé en 1 ml de tampoén
de extracciéon que contenia HEPES-KOH 5 mM pH 7, MgCl> 10 mM, Na;EDTA
1 mM, DTT 2.6 mM, etilenglicol al 10% y Tritén X-100 al 0,02% (Pelleschi et al.,
1997), con ayuda de un émbolo de vidrio esmerilado. El homogeneizado se
centrifugé a 20.000 g a 0°C durante 5 min. Un volumen de 04 ml de
sobrenadante se desaliniz6 pasdndolo a través de columnas de Sephadex G25M
(Pharmacia) de 5 ml pre-equilibradas con 4 ml de tampén de reaccién (HEPES-
KOH 50 mM pH 7, MgCl> 2 mM, EDTA 1 mM) afiadiéndole DTT 2.6 mM y ABS
al 0,1% (Helmerhorst & Stokes, 1980; Jeannette & Prioul, 1994). El extracto
desalinizado se consider6 como extracto enzimaético soluble y el precipitado se

utiliz6 para la determinacion de la actividad cwlnv.
b) Medida de las actividades enzimdticas

La actividad de los enzimas invertasa vacuolar (vaclnv), extracelular

(cwlnv), citoplasmatica (cytlnv) y sacarosa sintasa (SS) se midi6 mediante un
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sistema de enzimas acopladas que conducia a la formacién de NADH, el cual se
determin6 por absorbancia a 340 nm (Bergmeyer et al.,, 1974). La cantidad de
NADH formado es estequiométrica con la cantidad de D-glucosa + D-fructosa
(vacInv, cwlnv, cytlnv) y D-fructosa (SS) producidos por las reacciones

catalizadas por los enzimas cuya actividad se pretende determinar.

La actividad vaclnv se determiné en un volumen final de 110 pL que
contenia tampoén &cido acético-acetato [(CH3;COO)Mg 4H20] 45 mM pH 5y 25
uL del extracto enzimatico. La reaccion se inicié al anadir 10 uL. de sacarosa 0.6
M, se incub6 durante 15 min, a 30°C y se detuvo con 50 pL de tampon fosfato
(NaH2PO4)-KOH 0,5 M pH 7 (Pelleschi et al., 1997). Los blancos no se incubaron
y la sacarosa se les afiadi6é después del tampon fosfato. Tanto los blancos como
las muestras se sometieron a un bafio de agua en ebullicién durante 3 min, para
desnaturalizar los enzimas. Las hexosas (glucosa + fructosa) formadas se
midieron al afiadir 750 uL de un medio de reaccién que contenia HEPES-KOH
50 mM pH 7, MgCl> 2 mM, EDTA 1 mM, ATP 1.3 mM, NAD 0.5 mM, y una
mezcla enzimadtica desalinizada (Sephadex G-25M) con 4,2 unidades de
hexokinasa, 3,5 unidades de fosfoglucosa isomerasa y 2 unidades de glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa. Esta segunda reaccién se incubé durante 40 min a 30°C.
Posteriormente, los tubos se centrifugaron a 20.000 g a 0°C durante 5 min para
precipitar posibles particulas en suspensiéon y el NADH formado se midi6 a 340

nm en un espectrofotémetro GBC UV /VIS 916.

Para determinar la actividad cwlnv, el precipitado resultante de la
extraccion de la fraccion soluble se lavé con 150 pL de tampoén acetato y se re-
suspendi6 en 525 pL del mismo [(CH3COO)Mg - 4H>O] 30 mM pH 5. Los pHs
iguales o inferiores a 5 se ajustaron con 4cido acético, y con KOH para valores
superiores. La actividad sacarolitica se ensay6 en 175 puL de la suspensién del

precipitado con el tampon acetato, afiadiendo 25 pL de sacarosa 0.6 M e
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incubando a 30°C durante 15 min y la reaccién se detuvo con 50 uL de tampén
fosfato (NaH2PO4)-KOH 0.5 M pH 7. La cantidad de hexosas formadas se

determin6 de la misma forma descrita para la vaclnv.

Las actividades sacaroliticas citoplasmaticas, cytInv y SS, se analizaron de
acuerdo con Pelleschi et al (1997) siguiendo la trayectoria siguiente: la actividad
cytlnv se midié6 en un volumen final de reaccion de 980 pL que contiene
HEPES-KOH 50 mM pH 7, MgCl, 2 mM, EDTA 1 mM, sacarosa 100 mM, ATP
1 mM, NAD 0.43 mM y una mezcla desalinizada con las mismas unidades
enzimaticas citadas anteriormente. Tras 5 min de estabilizacion a 30°C, la
reaccion se inicié anadiendo 50 pL del extracto enzimatico. La cinética de la
reaccion se sigui6é durante 6 min, monitorizando la formacién de NADH a 340
nm. La actividad se calculé en la zona lineal entre absorbancia y tiempo. La
actividad SS tuvo lugar en el mismo medio de reaccién que la cytInv pero
inicidandola al afiadir 10 pL de UDP 100 mM (Vfinal = 990 pL, la actividad cytlnv
continuaba funcionando) y siguiendo posteriormente el mismo procedimiento.
La actividad SS se calculé por la diferencia entre la mayor actividad total

después de adicionar UDP (cytlnv + SS) y la actividad cytInv.

Las proteinas solubles se midieron directamente en el extracto enzimaético
desalinizado y las insolubles se midieron en el sobrenadante resultante de
solubilizar el correspondiente precipitado en 500 pL de tampén de extraccion
con NaCl 1M (Doehlert & Felker, 1987). Todas las proteinas se midieron
utilizando el reactivo de Bradford (Bradford, 1976) a una absorbancia de 595
nm, utilizando una recta de calibracién de 1 a 20 pg - mL-! de albimina de suero
bovino (ASB). Las actividades enziméticas especificas se expresaron como

nkat mg-! proteina y la formula general para calcularlas fue:
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dondes ARG IO) = 2000

DDO = Densidad 6ptica de la muestra menos la del blanco

Vi = volumen de reaccién (ml)

VE = volumen de extraccion (ml)

* = se multiplica por 0,5 en el caso de las invertasas al medir un mol de glucosa
y otro de fructosa por cada mol de sacarosa transformado.

t = tiempo de incubacioén (s)

e = coeficiente de extinciéon molar para el NADH = 6310 L - mol! -cm-!
d = paso de luz (1 cm)

Ve = volumen del extracto enzimético (ml)

M = masa de material vegetal en gramos de peso fresco (g)

Pr = mg de proteina por gramo de peso fresco.

Tabla 2.2.- Valores especificos de los pardmetros de la ecuacién para el célculo de las diferentes
actividades enzimaticas ensayadas.

Vi (ml) Vg (ml) t(s) Ve (ml) M (g)
cytInv 0,980 1 360 0,050 0,1
SS 0,990 1 360 0,050 01
vaclnv 0,860 1 360 0,025 0,1
cytInv 1 0,525 900 0,175 01
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4.3.- Andlisis de otras enzimas del metabolismo del carbono
a) Preparacion del extracto enzimdtico

Para la medicion de todas las enzimas la preparacion del extracto enzimatico
es el mismo. El material vegetal debe ser congelado inmediatamente después
de la recogida y almacenada a -80°C hasta los analisis. El primer paso consistio
en homogeneizar el material vegetal con nitrégeno liquido afiadiendo una
pequenia cantidad de PVPP, cuya funcién es unir compuestos fendlicos. Se pesé
el material en tubos eppendorf de 2 ml antes de la extracciéon y se afiadio

tampon de extraccion (Tabla 2.3) con una proporciéon de 1:2 (p/v).

Tabla 2.3.- Tampon de extracciéon para 200 ml.

Compuesto Concentracion inicial Concentracion final Vo'lumen de
pipeteado

Tris-HCI pH 7.6 500 mM 40 mM 16 ml
EDTA 250 mM 1 mM 0,8 ml

H,O dd 182,3 ml

Los siguientes componentes deben ser anadidos directamente antes de la extraccién
PMSF 100 mM 0.1 mM 200 pl

Benzamidina 100 mM 1 mM 2ml

B-Mercaptoetanol 14.34 M 14 mM 195 pl
NADP 10 mM 24 pM 480 pl

El homogeneizado se realiz6 con ayuda de una espatula y se incub6 en
hielo durante 30 minutos. Transcurrido ese tiempo se mezclé con un
homogeneizador suavemente y se centrifugé a 13.000-15.000 rpm a 4°C durante
5 min. El sobrenadante obtenido se volvi6 a centrifugar para eliminar todas las
particulas vegetales restantes. La mitad de ese sobrenadante, alrededor de 0,5
ml, se utiliz6 para ser dializado. Las enzimas que necesitan extracto dializado
son Fructoquinasa (FK) y Hexoquinasa (HXK). Las proteinas se midieron como

se describe en el anterior apartado.
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Para realizar la dialisis, primero se prepararon los tubos de diélisis de 3- 4
cm aproximadamente, incubandolos en agua destilada a 4°C durante al menos 5
minutos y cerrandolos con pinzas a ambos lados. El sobrenadante a dializar se
pipete6 dentro de los tubos de dialisis, manteniendo los tubos en tampén de
dialisis (20 mM de tampén K-POs pH 7.0) en agitacién a 4°C. Dicho tamp6n se
cambi6 a las 2 horas, después a las 3 horas y a continuacién se mantuvo durante

toda la noche en agitacion.
b) Medida de las actividades enzimdticas

Todas las  determinaciones  enzimdticas y demds  medidas
espectrofotométricas, se realizaron en un lector de placas Perkin Elmer HTS-

7000 Plus. Las medidas se hicieron a una absorbancia de 340 nm a 30°C.

ADP-glucosa pirofosforilasa (AGPasa). Se determiné segin el método
descrito en Appeldoorn et al. (1997); Pelleschi et al. (1997) con ciertas

modificaciones.

Tabla 2.4.- Mezcla de analisis para una reaccion.

Compuesto Concentracion inicial (= Volumen de pipeteado
Conc. Final) 150 ul reaccién (lector de placas)
Tris-HCI pH 8.0 1M (= 100 mM) 15 pl
EDTA 250 mM (= 0.44 mM) 0,263 pl
MgCl, 1M (=2 5mM) 0,75 ul
BSA 10 % (= 0.1 %) 1,5 ul
ADP-Glc 50 mM (=2 2 mM) 6 ul
Na-PPi 100 mM (= 1.5 mM) 2,25 ul
NADP 10 mM (2 1 mM) 15 pl
3-PG 50 mM (= 2 mM) 6 ul
G6PDH 6000 U/ml (= 1,6 U) 0,2025 pl
PGM 500 U/ml (= 0,54 U) 0,81 ul
Extracto vegetal 10 pl
H0 dd | hasta 150 pl
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Aldolasa. Se utiliz6 la metodologia descrita por Schwab et al. (2001).

Tabla 2.5.- Mezcla de andlisis para una reaccién.

Compuesto Concentracion inicial (2 Volumen de pipeteado
Conc. Final) 150 pl reaccién (lector de placas)

Tris-HCI pH 8.0 1M (= 50 mM) 7,5ul

EDTA 250 mM (= 1 mM) 0,6 pl

MgCl, 1M (2 5mM) 0,75 pul

Fruct-1,6-bisP 25 mM (= 1 mM) 6 ul
NADH 25 mM (=2 1.5 mM) 0,9 pl
GPDH 2100 U/ml (= 1 U) 0,375 pl
TPI 6000 U/ml (= 0,6 U) 0,075 pl

Extracto vegetal 10 pl

H,O dd | hasta 150 pl

Fructoquinasa (FK). La determinacién enzimatica se hizo en base al

método descrito en Appeldoorn et al. (1997); Petreikov et al. (2001).

Tabla 2.6.- Mezcla de andlisis para una reaccién.

Compuesto Concentracion inicial (2 Volumen de pipeteado
Conc. Final) 150 pl reaccién (lector de placas)
BISTRIS pH 8.0 100 mM (= 50 mM) 75 pl
MgCl, 1M (2 5mM) 0,75 pul
Fructose 100 mM (= 5 mM) 7,5 ul
NAD 50 mM (= 1 mM) 3ul
ATP 100 mM (= 2.5 mM) 3,75 ul
G6PDH 6000U/ml (= 10) 0,1275 pl
PGI 3500U/ml (= 10) 0,2175 pl
Extracto vegetal 10 pl
H,O dd | hasta 150 pl
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Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH). Se determiné segin el

procedimiento explicado en Bisswanger (2004); Valenti et al. (1984).

Tabla 2.7.- Mezcla de analisis para una reaccién.

Compuesto Concentracién inicial (2 Volumen de pipeteado
Conc. Final) 150 pl reaccién (lector de placas)

Tris-HCl pH 7.6 0.5 M (2 100 mM) 30 pl

MgCl, 1M (2 5mM) 0,75 pl

Glc-6-P 100 mM (= 1 mM) 1,5 pl

NADP 10 mM (2 0.4 mM) 6 pl
Extracto vegetal 10 pl

H,O dd | hasta 150 pl

Hexoquinasa (HXK). Las determinaciones se realizaron segtn el protocolo

descrito en Appeldoorn et al. (1997); Petreikov et al. (2001).

Tabla 2.8.- Mezcla de anélisis para una reaccién.

Compuesto Concentracion inicial (2 Volumen de pipeteado
Conc. Final) 150 pl reaccién (lector de placas)
BISTRIS pH 8.0 100 mM (= 50 mM) 75 pl
MgCl, 1M (2 5mM) 0,75 pl
Glucose 100 mM (= 5 mM) 7,5 ul
NAD 50 mM (= 1 mM) 3ul
ATP 100 mM (= 2.5 mM) 3,75 ul
G6PDH 6000 U/ml (= 11U) 0,1275 pl
Extracto vegetal 10 pl
H;0 dd | hasta 150 pl
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Fosfofructoquinasa (PFK). Se utiliz6 la metodologia descrita en Klotz et

al. (2006).

Tabla 2.9.- Mezcla de analisis para una reaccion.

Concentracion inicial (=

Volumen de pipeteado

Compuesto Conc. Final) 150 pl reaccién (lector de placas)
Tris-HCI pH 8.0 1M (2 50 mM) 7,5ul
EDTA 250 mM (= 1 mM) 0,6 ul
MgCl, 1M (2 5mM) 0,75 ul
Fruct-6-P 100 mM (= 1 mM) 1,5 pl
NADH 25 mM (= 0,15 mM) 0,9 ul
ATP 100 mM (= 0.2 mM) 0,3 pl
Aldolase 372 U/ml (= 0,2 U) 0,45 ul
GPDH 2100U/ml (= 1U) 0,375 pl
TPI 6000 U/ml (= 0,6 U) 0,075 pl
Extracto vegetal 10 pl
H,O dd | hasta 150 pl

Fosfoglucosa isomerasa (PGI). Se determiné segin el procedimiento

descrito en Zhou and Cheng (2008).

Tabla 2.10.- Mezcla de analisis para una reaccion.

Compuesto

Concentracion inicial (=
Conc. Final)

Volumen de pipeteado

150 pl reaccién (lector de placas)

Tris-HCI pH 8.0 1M (= 100 mM) 15 pl
MgCl, 1M (24 mM) 0,6 ul
DTT 500 mM (= 4 mM) 1,2 ul
Fruct-6-P 100 mM (= 2 mM) 3ul
NAD 50 mM (= 0.25 mM) 0,75 pul
G6PDH 6000U0/ml (= 04 1) 0,05 pl
Extracto vegetal 10 pl
H;0 dd | hasta 150 pl
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Fosfoglucosamutasa (PGM). Las determinaciones se realizaron segtn el

protocolo descrito en Manjunath et al. (1998).

Tabla 2.11.- Mezcla de analisis para una reaccion.

Compuesto Concentracion inicial (2 Volumen de pipeteado
Conc. Final) 150 pl reaccién (lector de placas)
Tris-HCI pH 8.0 1M (= 20 mM) 3ul
MgCl, 1M (2 10 mM) 1,5 ul
DTT 500 mM (= 4 mM) 1,2 ul
Glc-1,6-bisP 10 mM (= 0.1 mM) 1,5 ul
Glc-1-P 100 mM (2 1 mM) 1,5 ul
NAD 50 mM (= 0.25 mM) 0,75 pl
G6PDH 6000 U/ml (= 0,8 U) 0,0975 pl
Extracto vegetal 10 pl
H,O dd | hasta 150 pl

UDP-glucosa pirofosforilasa (UGPasa). Se utiliz6 la metodologia descrita

en Appeldoorn et al. (1999); Pelleschi et al. (1997).

Tabla 2.12.- Mezcla de analisis para una reaccion.

Compuesto Concentracion inicial (2 Volumen de pipeteado
Conc. Final) 150 pl reaccién (lector de placas)
Tris-HCI pH 8.0 1M (= 100 mM) 15 pl
EDTA 250 M (= 0.44 mM) 0,263 pl
MgCl, 1M (2 5mM) 0,75 pul
BSA 10 % (= 0,1 %) 1,5 ul
UDP-Gluc 100 mM (= 2 mM) 3ul
Na-PPi 100 mM (=2 1.5 mM) 2,25 ul
NADP 10 mM (= 1 mM) 15 pl
3-PG 50 mM (2 2 mM) 6 ul
G6PDH 6000 U/ml (= 1,6 U) 0,2025 pl
PGM 500 U/ml (= 0,54 U) 0,81 pl
Extracto vegetal 10 pl
H,O dd | hasta 150 pl
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Las actividades enzimaticas especificas se expresaron como nkat- mg!

proteina y la féormula general para calcularlas fue:

AAbs/sV, V. - factor
£-dV,-M-1000Pr

AE(katmg™ prot) =

donde;

AAbs = Densidad 6ptica de la muestra menos la del blanco
t = volumen de reaccion (ml)

VE = volumen de extraccion (ml)

Factor = se multiplica por 1 en el caso de enzimas que convierten una molécula
de sustrato en una molécula de producto que reduce NAD o NADH (todas
menos Aldolasa + PFK); 0,5 para enzimas que convierten una molécula de
sustrato en dos moléculas de producto que reducen NAD o NADH
(Aldolasa, PFK)

e = coeficiente de extincién molar para el NADH = 6310 L - mol! -cm

d = espesor de la capadel liquidoen la cubeta /placa[cm]; valor
numérico = 0.468 para reacciones de 150 pl en placas UV estandar (Greiner y
96)

Ve = volumen del extracto enzimético (ml)

M = masa de material vegetal en gramos de peso fresco (g)

Pr = mg de proteina por gramo de peso fresco.
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4.4.- Andlisis de inhibidor de invertasas
a) Preparacion del extracto enzimdtico

Para la medida de inhibidor invertasa (Invinh) se prepard el extracto
enzimdtico de la misma manera que en el apartado anterior. Para la
determinaciéon de la cwlnv se hizo una re-extraccion a partir del precipitado,
mediante 3 lavados con agua destilada y re-suspension en HEPES 200 mM,
MgCl>3 mM, EDTA 15 mM, glicerol al 2%, PMSF 0.1 mM, benzamidina 1 mM y
NaCl 1 M. La vaclnv y la cytlnv se determinaron en extracto dializado. Las

proteinas se midieron como se describe en el apartado anterior.
b) Medida del inhibidor de invertasa.

Todas las determinaciones se realizaron en un lector de placas Perkin
Elmer HTS-7000 Plus a una absorbancia de 595 nm a 30°C. Las actividades de
cwlnv y vaclnv se midieron a pH 4.5, mientras que la actividad cytInv se realiz6
a pH 6.8. La cantidad de glucosa liberada se determin6é mediante la adiccion de
reactivo GOD-POD (tampon fosfato de potasio 0.1 M, pH 7, peroxidasa 0,8 U -
ml1, glucosa oxidasa 10 U -ml! de Aspergillus niger y ABTS 0,8 mg ml1) en una

proporcion 8:1.

Para medir la inhibicién se utilizd, para cada invertasa, un tester, que
consistié en una muestra con actividad invertasa conocida. Para ello se mide la
actividad del tester y la muestra prueba por separado, y luego juntas. El
inhibidor invertasa es la diferencia entre la suma de ambas actividades por

separado y la actividad de ambas juntas.

Actividad Inhibidor (nkat mgprot) = (Act.tester+Act.muestra) — Act tester+muestra

113



MATERIAL Y METODOS

4.5.- Microscopia electronica de transmision

La técnica de microscopia electrénica de transmisiéon se realizé en
colaboracion con el Prof. Dr. Thomas Roitsch, del Instituto de Biologia Vegetal,
Grupo de Fisiologia Vegetal, perteneciente a la Universidad Karl-Franzens de

Graz, en Austria.

La preparaciéon de las muestras de hoja de tomate para microscopio
electrénico const6 de cuatro pasos basicos: preparacion de las muestras asistido

por microondas, corte, tincién y andlisis de imégenes.
a) Preparacion de las muestras asistido por microondas

Antes del inicio de la preparacién de las muestras es necesario programar el
microondas automatico procesador de tejidos para Microscopia electronica
(Leica EM AMW, Leica Microsystems, Viena, Austria)con los protocolos

mostrados en la Tabla 2.13.

Posteriormente se transfirieron las secciones con unas pinzas finas en las
cestas designadas con una abertura de malla de aproximadamente 200 pm. Se
insertaron en la cdmara, teniendo cuidado de que las muestras se encuentren
cubiertas por solucion fijadora. Hecho esto se inici6 el microondas previamente
programado como se indica en la Tabla 2.13 para la fijacién, deshidrataciéon e

infiltracién.

Recién preparadas las soluciones para las diversas fases descritas en el
protocolo de preparacion de la muestra, se llenaron en los viales designados de
acuerdo con el protocolo programado (Tabla 2.13), cargando los viales en el
carrusel, insertando el mismo a continuacién en el microondas procesador de

tejidos.
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Tabla 2.13.- Protocolo para la preparacién de muestras usando irradiacién de microondas.

. . . ... | T° Max Modo Potencia
N° Vial | Paso Reactivo en el vial Duracién o .
(°O) Microondas | Max (W)
Protocolo para fijacion, deshidratacién e infiltracién
0, . 2
1 1 3% Glutaraldehido en 60 mM tampoén 2 min 37 Continuo 15
fosfato
2 2 min 20 Continuo 0
3 2 min 37 Continuo 15
4 2 min 20 Continuo 0
2 5 60 mM tampon fosfato 1 min 37 Bajada 20
3 6 60 mM tampén fosfato 1 min 37 Pulso 15
4 7 60 mM tampén fosfato 1 min 37 Bajada 20
5 8 1% Tetréxido dF Osmio en 60 mM 12 min 37 Continuo 15
tampén fosfato
6 9 60 mM tampon fosfato 1 min 37 Continuo 15
7 10 60 mM tampén fosfato 1 min 37 Continuo 15
8 11 60 mM tampon fosfato 1 min 37 Continuo 15
9 12 50 % Acetona 1 min 37 Bajada 20
10 13 70 % Acetona 1 min 37 Bajada 20
11 14 90 % Acetona 1 min 37 Bajada 20
12 15 100 % Acetona 2 min 37 Bajada 20
13 16 100 % Acetona 3 min 37 Bajada 20
14 17 Resina Epoxi: 100% Acetona = 1:3 3 min 37 Continuo 10
15 18 Resina Epoxi: 100% Acetona = 1:1 3 min 40 Continuo 10
16 19 Resina Epoxi: 100% Acetona = 3:1 3 min 45 Continuo 10
17 20 Resina Epoxi 100% 3 min 50 Continuo 12
18 21 Resina Epoxi 100% 3 min 50 Continuo 12
19 22 Resina Epoxi 100% 3 min 50 Continuo 12
Protocolo para polimerizacion
1 1 Resina Epoxi 100% 5 min 65 Bajada 30
2 5 min 78 Bajada 30
3 15 min 90 Bajada 30
4 60 min 90 Continuo 30
Tiempo Total 136 min
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Las muestras de hojas de tomate se lavaron con agua destilada y se
cortaron en secciones pequefias de 1 mm? con una hoja de afeitar en una placa
de cera de modelar en una gota de 3% de glutaraldehido (Agar Scientific Ltd.,
Stansted, England) en 60 mM de tampoén fosfato Serensen (pH 7.2) a

temperatura ambiente.

Se prepar6 el Agar 100 resina epoxi (24 g Agar 100, 16 g anhidrido
dodecenil succinico y 10 g anhidrido metilo Nadic) (Agar Scientific Ltd.,
Stansted, England) en un vaso de plastico a 40°C. Una vez preparado esto se
afiadi6 1,2 g de bencildimetilamina. Por tltimo se rellené Agar 100 resina epoxi
en los moldes de polimerizacion designados justo antes de que el protocolo de

preparacion de la muestra termine.

Después de terminar el protocolo, se cargaron las cestas usando unas
pinzas finas en los moldes de polimerizacién designados y se introdujeron en el
microondas para a continuaciéon iniciar el protocolo de polimerizacion
previamente programado (Tabla 2.13). Finalizado el protocolo, se eliminaron
los moldes de polimerizacién de la cdmara y los bloques polimerizados que

contienen las muestras.
b) Corte

Para realizar el corte de la muestra se insertaron uno o més bloques en
soportes para muestras por separado para el corte ultrafino con la muestra en la
parte superior a 1 cm del soporte. Para el corte se utilizé un seccionador de
muestra para MET (Leica Reichert Ultratrim; Leica Microsystems) que permita
recortar bloques de 1 mm de largo y 200 um de espesor. Se seccionaron por
tanto las muestras con un ultramicrotomo (Reichert Leica Ultracut S; Leica
Microsystems) usando una cuchilla de diamante en un dngulo de 45° (Diatome

Ultra 45, Gropl, Tulln, Austria). El espesor de la seccion debe ser ajustado
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alrededor de 70 a 90 nm y la velocidad de corte fue de Imm/s. Las secciones se
recogieron con una rejilla 200 cuadrada con formvar (Agar Scientific Ltd.)

cubierta de cobre o de niquel.

Después se tifieron las secciones en una rejilla con citrato de plomo (Agar
Scientific Ltd.; 1,1 g de citrato de plomo disuelto en 42 ml de agua bidestilada y
8 ml de 1IN NaOH) durante 5 minutos en una placa petri parcialmente llena con
NaOH para crear un entorno libre de CO;, y durante 15 minutos con acetato de
uranilo al 1% (Agar Scientific Ltd.) disuelto en agua destilada a temperatura
ambiente. Entre los pasos de tincion se realizaron lavados de 1 minuto con agua

destilada para posteriormente dejar secar las rejillas al aire.

El dltimo paso es examinar las secciones con un microscopio electrénico

de transmision (Philips CM10 TEM, FEI, Eindhoven, The Netherlands).
c) Tincion negativa

Para realizar la tincién negativa el primer paso fue recolectar 100 mg de
material vegetal y preparar la savia bruta homogeneizando el material durante
2 minutos con una hoja de afeitar en un portaobjetos en 100 pl de 60 mM
tampon fosfato Serensen (pH 7.2). A continuacién se transfirié 20 pl del
homogeneizado resultante en el primer pozo de un portaobjetos para

microscopio recubierto de teflon con 4 o mas pozos.

Se coloc6 una rejilla cubierta con formvar (Agar Scientific Ltd.) en la parte
superior del homogeneizado con la parte cubierta hacia abajo y se incubd
durante 5 minutos. Se realizaron 2 lavados durante 2 minutos cada uno
mediante la colocacion de la rejilla en la parte superior de dos gotas de 200ul de
60 mM tampon fosfato Serensen (pH 7.2). Se incub6 la rejilla durante 1 minuto

con una solucién recién preparada de acido fosfotingstico al 2% (Agar
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Scientific Ltd.) en 60 mM tampon fosfato Serensen (pH 6.5). Dejar secar al aire

libre.

El dltimo paso es examinar la rejilla con un microscopio electrénico de
transmision (Philips CM10 TEM, FEI, Eindhoven, The Netherlands). El aumento

correcto utilizado es de 21000X o mayor.
d) Andlisis de imdgenes

El andlisis de imagenes consisti6 en medir la longitud y la anchura de las
muestras s6lo en las micrografias tomadas de las muestras con tincién negativa
mediante el uso del software de analisis de imagenes Cell D (Olympus, Life and
Material Science Europe GmbH, Hamburg, Germany) con la herramienta de
analisis de particulas u Optimas 6.5.1. (Media Cybernetics Inc., Bethesda,
Maryland, USA).

5. METABOLISMO ANTIOXIDATIVO
5.1.- Andlisis de actividades oxidativas

La determinacién de las actividades oxidativas se realizé en colaboracion
con el Dr. José Antonio Hernandez Cortés, perteneciente al Grupo de

Biotecnologia del Departamento de Mejora Vegetal del CEBAS-CSIC.
a) Aislamiento de la fraccion apoplistica

Se sigui6 el método descrito por Hernandez et al. (2001). Todas las
operaciones se llevaron cabo a 4°C. Para la purificacion de la fraccion de
apoplasto se emplearon 5-10 gramos de hojas de tomate. Para la obtencién del

apoplasto, las hojas, previamente lavadas con agua destilada fria, se trocearon
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en piezas de 1 a 2 cm? sobre un embudo poroso de porcelana. Las secciones de
hojas se lavaron con agua destilada fria y con tampén Tris-Acetato 50 mM pH
6.0, con el fin de minimizar contaminaciones. Posteriormente, las muestras se
pasaron a un matraz y se infiltraron a vacio durante tres minutos, en golpes de
un minuto, a 1.0 KPa y 4°C con el tampoén de infiltracion Tris-Acetato 50 mM

pH 6.0, conteniendo ClxCa 2 mM y KC1 0.2 M.

Para la determinaciéon de actividad ascorbato peroxidasa (APX) se
adicion6 también ascorbato s6dico 5 mM al tampoén de infiltraciéon. Las hojas,
después de la infiltracion, se secaron rdpidamente y se centrifugaron a 1000 g
durante 5 minutos a 4°C en una jeringa de 25 ml colocada dentro de un tubo de
centrifuga. Para determinar las actividades enzimaticas, la fraccién de apoplasto
se recogi6 del fondo del tubo de centrifuga y se concentré aproximadamente 2
veces utilizando un concentrador Centricon YM-10 (Amicon, Millipore) y
centrifugando a 4.500 g durante 30-40 minutos. Las muestras concentradas se
pre-purificaron por cromatografia en columnas de Sephadex G-25 NAP
(Amersham Biosciences), previamente equilibradas con el tampén de
infiltracién con o sin ascorbato de sodio 5 mM. Posteriormente, las muestras de
apoplasto se volvieron a concentrar empleando el mismo tipo de

concentradores y en las mismas condiciones descritas anteriormente.
b) Obtencion del simplasto.

Todas las operaciones se realizaron a 4°C. Los restos de hojas (2 g de peso
fresco aproximadamente) que resultaron de la extracciéon de la fraccion de
apoplasto, se homogeneizaron utilizando un mortero, en 4 ml de tampo6n Tris-
Acetato 50 mM pH 6.0, conteniendo ascorbato 2 mM, cisteina 3 mM, EDTA 0.1
mM, 2% polivinil polipirrolidona insoluble (PVPP) (p/v), 2% polivinil
pirrolidona (PVP) (p/v), 0.1 mM PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo) y 0.2%

Triton X-100 (v/v), empleando una relaciéon peso/volumen de %2. Para la
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determinacion de la actividad APX, el medio de extraccion contenia acido
ascorbico 20 mM. El “simplasto” homogenado se filtr6 a través de dos capas de
malla de nylon y se centrifugé a 14.000 g durante 20 minutos en una centrifuga
refrigerada Beckman JA-20, empleando un rotor JA-20.1 Los sobrenadantes
obtenidos se filtraron por columnas de Sephadex G-25 NAP (GE Healthcare),
equilibradas con el mismo tampoén usado para la homogeneizacién, con o
sin 2 mM ascorbato de sodio, con el fin de eliminar compuestos de bajo peso
molecular de distinta naturaleza que interfieren en la determinaciéon de las
distintas actividades enzimaticas. Paralelamente, para la determinacién de
actividad APX las columnas se equilibraron con tampoén Tris-Acetato 50 mM

pH 6.0 conteniendo ascorbato s6dico 2 mM.
¢) Determinacion de actividades enzimdticas

Todas las determinaciones enzimaticas y demds medidas
espectrofotométricas, se realizaron en un espectrofotometro de doble haz

Shimadzu UV-1603 equipado con un accesorio de termostatizaciéon a 25°C.

Ascorbato peroxidasa (APX): Se determiné segun el método de Hossain
and Asada (1984), basado en la medida a 290 nm de la oxidacién del acido
ascOrbico. La mezcla de reacciéon, en un volumen final de 1 ml, contenia acido
ascorbico 0.2 mM disuelto en tampén HEPES-NaOH 50 mM, pH 7.6, H2O> 0.1
mM y 20-50 pl de muestra. La reaccion se inici6 al afiadir el H2Oz, a la mezcla de
reaccion, siguiéndose la oxidacion del ascorbato a 290 nm durante 1 minuto,
frente a un blanco constituido por el tampén de reacciéon més una cantidad de
muestra igual a la usada en la reaccion problema pero sin HOs. La actividad
enzimadtica, expresada en nmoles de acido ascérbico oxidado - min? - ml7, se
célculo a partir de la velocidad inicial de reacciéon y de un coeficiente de

extincion molar para el acido ascérbico de 2.8 mM-1 -cm-1.
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Peroxidasa (POX): Se emple6 el método descrito por Ros Barcel6 (1998)
basado en la medida a 593 nm de la oxidacién del 4-metoxi-0-naftol. La mezcla
de reaccion, en un volumen final de 1 ml, contenia tampoén Tris-acetato 50 mM
pH 5, H202 0.5 mM, 4-methoxy-a-naphtol 1 mM y una cantidad de muestra que
oscilaba entre 10-25 ul. La reacciéon se inicié por la adiciéon de la muestra,
siguiendo la oxidacién del 4-methoxy-a-naphtol a 593 nm durante 2 min. El
registro se efectué6 midiendo frente a un blanco de tampén de reacciéon. La
actividad enzimatica, expresada como pmol de 4-metoxi-0-naftol oxidado min-
1-ml, se calcul6 a partir de la velocidad inicial de reaccién y de un coeficiente

de extincién molar para el 4-methoxy-0-naphtol de 21600 M1 -cm-.

Superdxido dismutasa (SOD): Se empled el método descrito por McCord

and Fridovich (1969). La técnica se basa en la inhibicién, por la superdxido
dismutasa, de la reducciéon del citocromo ¢ por los radicales libres O2*-

generados por el sistema enzimatico xantina-xantina oxidasa.

El ensayo se llevé a cabo en un volumen final de 1 ml de una mezcla o
coctel de reacciéon que contenia citocromo c 103 M y xantina 10 M, en tampén
fosfato potéasico 50 mM, pH 7.8, con EDTA 0.1 mM, al que se anaden 10-25 pul de
muestra vegetal. La reacciéon se inicié al afiadir a la mezcla problema un
volumen previamente determinado, mediante una reaccién control, de una
suspension de xantina oxidasa preparada en el tampén anterior (fosfato
potasico 50 mM, pH 7.8). La reduccién del citocromo c se sigui6é por registro

continuo a 550 nm durante 2 minutos.

En primer lugar se efectué una reacciéon control en ausencia de muestra.
Para ello, una vez ajustado el cero del espectrofotémetro con 1 ml de mezcla de
reaccion, se adicionaron distintos volimenes de xantina oxidasa (3-10 pl), hasta

obtener un AE550/min comprendido entre 0.024 y 0.026. Una unidad de
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actividad SOD se define como la cantidad de enzima necesaria para producir
una inhibicién del 50% en la velocidad inicial de reduccion del citocromo c en la

reaccién control a 25°C.

% | =

E550/min(control)- E550/min(problema)100
E550/min (control)

La actividad enzimatica, en U- ml?, se calcul6 a partir del porcentaje de

inhibicion producido por la muestra, segtin la expresion:

_ %Inhibici(’)n.F
50%-V

UnidadessOD/ml

donde V es el volumen de la muestra utilizada expresada en ml, F el factor de

dilucién empleado y AE550 es el incremento en la absorbancia a 550 nm.
d) Determinacion de proteinas

La concentracion de proteinas se determiné segin el método de Bradford
(1976). Para confeccionar la curva de calibrado se utilizaron diluciones seriadas
con el reactivo concentrado de bio-rad (Protein Assay Dye Reagent Concentrate,

Biorad) y albtimina de suero bovino, siguiendo las indicaciones del fabricante.

Se tomo 1 pl de cada una de las disoluciones de la curva patrén y de las
muestras y se mezclaron con 1 ml del reactivo, midiéndose la densidad 6ptica a
595 nm frente a un blanco de sélo reactivo. La medida se realiz6 entre 5 y 10
minutos después de haber adicionado el reactivo. Con los resultados obtenidos
se construy6 una recta de calibracion, representando en ordenadas los valores
de absorbancia a 595 nm y la concentracion de proteinas en abscisas
(Absses/ng). La concentracion de proteinas de las muestras se calculé por

interpolacién de su valor de absorbancia en dicha recta.
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5.2.- Determinacién del contenido de glutation intracelular

La extraccion para las determinaciones se realiz6 a partir de 200 mg de
material vegetal homogeneizado con nitrégeno liquido, al que se le afiadieron 3
ml de 4&cido clorhidrico 0.1 M refrigerado, preparado con 0,06 g de
polivinilpolipirrolidona (PVPP), que se mantuvo en la solucién de HCI durante
al menos 12 horas. A continuacion se centrifugo el extracto durante 10 minutos
a 14.000 rpm y 4°C. Del sobrenadante obtenido se tomaron dos alicuotas
distintas, una de 280 pl y la otra de 400 pl, para determinar tanto el glutation
total (GSH + GSSG) como el del glutation oxidado (GSSG). Después la
concentraciéon de glutation reducido (GSH) se calcul6é por diferencia entre los

dos valores anteriores.

Para la determinacién del glutation total (GST), se afiadieron los 280 pl de
sobrenadante de la primera alicuota a una mezcla que contenia 28 pl de
solucion de hidréxido de sodio (1M), 280 pl de tampén tricina (200 mM, pH =
8.0) y 70 pl de DTT en un tubo de reaccién en oscuridad. La reaccién se incub6
durante una hora a temperatura ambiente. Los grupos SH del extracto reducido
se marcaron con 100 pl de monobromobimano (8 mM en acetonitrilo) y se
incubaron durante 15 minutos. La reaccién se detuvo mediante la adiccion de
600 pl de MSA (0,75% de acido metanosulfénico en agua). El extracto resultante
se centrifugé durante 30 minutos a 4°C y 14.000 rpm. Posteriormente, se
cogieron 800 pl de sobrenadante de cada muestra y se pusieron en viales

marrones para ser analizados por HPLC.

Para el anélisis del glutation oxidado (GSSG), se transfirieron a un tubo de
reacciéon transparente 400 pl del sobrenadante de la segunda alicuota
centrifugado junto con 40 pl de la solucién de hidréxido de sodio (1M), 400 pl
de tampoén Tricina (200 mM, pH = 8.0) y 30 pl de 50 mM de N-etilmaleimida

(NEM). La mezcla se incub6 a temperatura ambiente durante 15 minutos con el
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fin de bloquear los grupos SH libres. El exceso de NEM se eliminé mediante
extraccion con tolueno. Se pipeted 500 pl de la capa inferior en un tubo de
reaccion en oscuridad y se afiadieron 57 pl de DTT, a continuacion la reacciéon
fue incubada durante una hora a temperatura ambiente. Los grupos SH
reducidos fueron marcados con 82 pl de monobromobimano e incubados
durante 15 minutos en oscuridad a temperatura ambiente. La derivaciéon se
detiene por la adiccion de 491 pl de MSA. Para la sujecién al HPLC los extractos

se centrifugaron durante 30 minutos a 4°C y 14.000 rpm.

El glutation total y el oxidado se analizaron en el HPLC de acuerdo al

protocolo descrito en Kranner and Grill (1995).

Una vez conocidos los datos correspondientes al glutation total y al
oxidado, los contenidos de glutation reducido (GSH) se calculan restando al

valor del glutation total el valor de GSSG.
GSH = Glutation total - GSSG
5.3.- Determinacién del contenido de a- tocoferol

La extracciéon para la determinacién del contenido en o- tocoferol se
realiz6 a partir de 60-80 mg de material vegetal liofilizado mezclado con una
pequefia cantidad de CaCO;3 y 1 ml de mezcla de reaccién a 4°C (DMSO-Etanol
2:1) durante 30 segundos con ayuda de un homogeneizador. Dicha mezcla es
importante hacerla en un tubo eppendorf oscuro para proteger a la misma
contra la luz. A continuacion el extracto se centrifugdé durante 10 minutos a
14.000 rpm y 4°C. El sobrenadante obtenido se decant6é en un tubo volumétrico
protegido de la luz y mantenido en hielo. El precipitado se volvi6 a extraer dos
veces con 1 ml de mezcla de extraccion a 4°C y se traté de la misma manera que

se ha explicado arriba combinando los sobrenadantes.
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Una vez hecha la extraccion se afiadié mezcla de reacciéon hasta completar
un volumen total de 3 ml. Después se agit6 el tubo volumétrico y el resultado
de la extraccién se pas6d a dos tubos de reacciéon en oscuridad. El extracto se
volvié a centrifugar durante 30 minutos a 4°C y se pipete6 800 pl de
sobrenadante cuidadosamente en un vial oscuro de HPLC (1,5 ml), debiendo
ser sellado de inmediato y con firmeza. De esta manera las muestras ya estaban

preparadas para el anélisis con el HPLC.

Para analizar la cantidad de a- tocoferol se utilizé un HPLC con detector

de fluorescencia siguiendo el protocolo descrito por Pfeithofer (1989).
5.4.- Determinacién de la pérdida de electrolitos

La integridad relativa de la membrana plasmética se determino
indirectamente mediante la pérdida de electrolitos con una adaptaciéon de los
métodos descritos por Prasil and Zamecnik (1998) y Sanchez-Urdaneta et al.
(2004). Para realizar dichas mediciones, las hojas de tomate (2 g) previamente
lavadas con agua destilada, se cortaron en trozos de aproximadamente 2 cm? y
se incubaron en tubos de polipropileno, con 8 ml de agua MilliQ, durante 2
horas en oscuridad a temperatura ambiente. Después de este tiempo, se midid
la conductividad eléctrica (uS- cm) en el sobrenadante empleando un
conductivimetro (Radiometer Analitical ionCheck 30). Este valor se conoce
como valor A. Posteriormente, los tubos, previamente tapados, se calentaron a
95°C durante 25 minutos. Después de enfriar las muestras a temperatura

ambiente, se midié de nuevo la conductividad. Esto se conoce como valor B.

Los resultados se expresaron en valores relativos (%). Para calcular el
porcentaje de pérdida de solutos se aplicé la siguiente féormula (Mittler et al.,
1999):

% pérdidadeelectrolitos= Mwo

valorB
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6.- EXTRACCION HORMONAL Y ANALISIS

El anélisis hormonal se realiz6 en la misma muestra que la utilizada para

el anélisis de actividades sacaroliticas.

Para la extraccion y analisis de las diferentes hormonas vegetales (acido
abscisico -ABA-, el precursor del etileno acido 1-aminociclopropano-1-
carboxilico ~ACC-, la auxina acido indol-3-acético -IAA-, acido salicilico, 4cido
jasmonico, y las citoquininas trans-zeatina y ribésido de trans-zeatina se puso a
punto un método analitico de altas prestaciones basado en la metodologia
descrita por Ivanov Dobrev and Kaminek (2002), con algunas modificaciones

introducidas durante la puesta a punto de las técnicas, segin se describe en

Albacete et al. (2008).
6.1.- Preparacién de los estdandares

Se prepararon soluciones stock a 2 concentraciones diferentes (40 mg - 11y
5 mg- I'!) para cada una de las hormonas analizadas (4cido indol-3-acético,
acido abscisico, trans-zeatina, ribdésido de trams-zeatina, éacido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico, 4acido salicilico y acido jasmoénico). La
solucién stock de 5 mg- ml! se utiliz6 como una reserva de uso rutinario a
partir de la cual se prepararon los estdndares que se inyectaron en el sistema

HPLC-MS/MS a unas concentraciones de 0,05, 0,075, 0,1, 0,2 y 0,5 mg - I'1).
6.2.- Extraccién hormonal

La extracciéon hormonal se realiz6 a partir de 1 gramo de material vegetal
homogeneizado con nitrégeno liquido, al que se le afadieron 5 ml de tampén
de extracciéon compuesto por una mezcla fria (-20°C) de metanol/agua (80/20
v/v, pH 2.5). Tras una agitaciéon vigorosa, el material vegetal junto con la

mezcla de extraccion se mantuvieron durante toda la noche a -20°C vy,
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posteriormente, los s6lidos presentes fueron separados mediante centrifugacion
a 20.000 g durante 15 min a 4°C. A continuacién se procedi6 a una re-extraccion
del precipitado durante 30 min afiadiendo nuevamente 5 ml de tampoén de
extraccion y homogeneizando la mezcla. Se mezclaron los sobrenadantes de la
primera y segunda extraccion y se hicieron pasar a través de un cartucho Sep-
Pak Plus 1C18 cartridge (SepPack Plus, Waters, Millford, MA, USA) para
eliminar lipidos que interfieran y algunos pigmentos vegetales presentes en la
matriz de la muestra. Dicho volumen se evapor6 hasta sequedad o hasta que
todo el disolvente organico fue eliminado. El residuo resultante se disolvi6 en 5
ml de acido férmico 1 M y se dispuso sobre una columna de modo mixto Oasis
MCX de intercambio catiénico y fase reversa (150 mg; Waters) pre-
acondicionada con 5 ml de metanol seguido de 5 ml de 4cido férmico 1 M. Para
separar las diferentes CKs (nucleétidos, bases, ribésidos, y glucésidos) de IAA y
ABA, las columnas se lavan y eluyen con diferentes soluciones indicadas en
Dobrev y Kaminek (2002). ABA e IAA fueron analizadas en la misma fraccién.
Tras pasar cada disolvente por las columnas, fueron purgadas brevemente con
aire. Los solventes son evaporados el vacio a 40°C. Las muestras son después
disueltas en fase moévil A, que consiste en una mezcla de
agua/acetonitrilo/acido férmico (94.9:5:0.1 por vol.) por andlisis con for high-

performance liquid chromatography (HPLC)/mass spectroscopy (MS).
6.3.- HPLC-MS/MS

El anédlisis de las muestras se llev6 a cabo mediante un sistema HPLC-
MS/MS compuesto por un cromatégrafo liquido de alta resolucion HPLC
Agilent 1100 Series (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) equipado con
un automuestreador termostatizado p-wellplate y una bomba capilar,

conectado a un espectrometro de masas Agilent Ion Trap XCT Plus (Agilent
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Technologies, Santa Clara, CA, USA) compuesto por un detector de trampa de

iones usando una interfaz de electrospray (ESI).

Justo antes de cada inyeccién, se tomaron 100 pl de la muestra y se
filtraron a través de un filtro Millex de 13 mm de didmetro con una membrana
de nylon de 0,22 pm de tamafio de poro (Millipore, Bedford, MA, USA). Se
inyectaron 10 pl de cada muestra en una columna de HPLC Supelco Discovery
C18 (5 pm, 100 2,1 mm, Supelco, Pennsylvania, USA), termostatizada a 40°C, y
usando un flujo de 0,1 ml- minl. Se disefi6 un gradiente de concentracién de la
fase moévil para aumentar la separacién cromatogrédfica de las diferentes
hormonas vegetales, incluyendo una fase previa de limpieza y equilibrado de la
columna. Para ello se utilizaron dos fases moviles distintas: fase moévil A
compuesta por una mezcla de agua/acido acético (99,5/0,5, v/v), y fase mévil B
consistente en una mezcla de metanol/acetona/acido acético (98,5/1/0,5,
v/v/v). El programa de elucién consisti6 en mantener inicialmente una
proporciéon de fase moévil B del 20% durante 5 min para, posteriormente,
aumentar desde el 20% al 70% de B y del 70% al 100% de B mediante un
gradiente lineal que dur6 5 min en ambos casos. Una proporcion de 100% de
fase movil B se mantuvo constante durante los siguientes 10 min. Antes de cada
inyeccion se equilibr6 la columna durante 20 min con fase movil a una
composicién igual a la inicial del programa de elucién (20% de B). El tiempo
total de analisis para cada una de las muestras fue de 45 min. Los
cromatogramas UV se registraron a 280 nm usando el médulo DAD (Agilent

Technologies).

El espectrometro de masas operé en modo positivo con un tensiéon del
spray capilar de 3.500 V, y una velocidad de exploraciéon de 26.000 (m/z) - s

entre 50 y 500 m1/z. Se estableci6 una presién para el gas de nebulizacién (He) de
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30 psi, mientras que para el gas de secado (N2) se fij6 un flujo de 8 ml- min a

una temperatura de 350°C.

Se obtuvieron los cromatogramas y espectros de masas para cada de las
muestras y los resultados fueron analizados utilizando el programa informatico

DataAnalysis LC/MSD Trap Versioén 3.2 (Bruker Daltonik, GmbH, Germany).

Para la cuantificaciéon de t-Z, rZ, ABA, IAA, SA y JA las curvas de
calibracion se construyen para cada componente analizado (0.05, 0.075, 0.1, 0.2,
y 0.5 mg 1) y se corrigen por standards internos 0.1 mg - 1': [2Hs] trans-zeatina,
[2Hs] ribésido de trans-zeatina, [2Hs] cis, trans- acido abscisico, [2Hs] acido
jasmonico, [2Hs] acido salicilico (Olchemin Ltd, Olomouc, Czech Republic), y
[13Cs] acido indol-3-acético (Cambridge Isotope Laboratories Inc., Andover,

MA, USA). Los porcentajes recuperados varian entre 92% y 95%.

ACC se determina después de la conversion en etileno por cromatografia
de gases usando una columna activada por alumina y un detector FID
(Cromatix-KNK-2000, Konik, Barcelona, Spain). ACC se extrae con 80% (v/v)
de etanol y por degradaciéon con hipoclorito alcalino en presencia de 5 mM
HgCl> (Casas et al., 1989). Se realiza un paso de purificacion preliminar pasando
el extracto a través de una malla Dowex 50W-X8 y recuperada posteriormente
con NH4OH 0.1IN. La eficiencia de conversién de ACC en etileno fue calculada
separadamente usando una muestra réplica conteniendo 2.5 nmol de ACC

como Standard interno, y usado para la correccién de los datos.

7.- APROXIMACION PROTEOMICA

La aproximacion protedmica se realizé en colaboracién con el Dr. Roque

Bru, perteneciente al Grupo de Protedémica de la Universidad de Alicante.
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Los extractos de hojas de tomate fueron sometidos a un procedimiento de
limpieza, utilizando el kitde limpieza (Cleanup, Bio-Rad) mediante
precipitacion de las proteinas. Las proteinas obtenidas fueron re-
suspendidas en una soluciéon de rehidratacion DestreakTM (GE Healthcare,
Madrid, Espafa), que contienelos reactivos Destreak (GE Healthcare). A
continuacion, las muestras se centrifugaron a 12.000 rpm para clarificarlas y el
sobrenadante se emple6 para realizar la primera dimensién (isoelectroenfoque,
IEF) de la electroforesis bidimensional. IEF se realiz6 con muestras de 500
pg entiras de gel de 13 cm. Previamente, las tiras de gel (ReadyStrip™ IPG
Strip pH 4-7, BIO-RAD), en contacto con la muestra, se sometieron a una
rehidratacion activa a 50 V durante 14-16 horas. Una vez rehidratadas las tiras,

se realizo la primera dimensién (IEF) cuyas condiciones de migracion fueron:

1.- 250 V durante 20 min.
2.-4000 V durante 2 h.
3.-10000 V durante 2,5 h.
4.-500 V hasta 9 h.

Una vez finalizada la primera dimension se procedi6 a equilibrar las tiras.
Para ello se pusieron en agitacion suave durante 10-15 minutos con dos
tampones diferentes: tampoén de equilibrado I y tampén de equilibrado II. El
tampoén de equilibrado I contenia urea 6 M, SDS 2% (p/v), glicerol 20% (v/v),
Tris-HC1 0.375 M pH 8.8 y DTT 0.13 M. El tampoén de equilibrado II contenia los
mismos reactivos que el tampoén de equilibrado I excepto el DTT, que fue

sustituido por lodoacetamida 0.13 M.

A continuacién las tiras se sumergieron en tampén de carrera (0.1 M Tris,
0.1 M glicina y 0.1% de SDS) y se depositaron sobre los geles de SDS-PAGE al
12% para realizar la segunda dimensién. Previamente, se adicion6 agarosa 1%

en la parte superior de los geles para asegurar el contacto entre la tira y el gel,
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permitiendo una transferencia efectiva de la tira. Cuando la agarosa gelifico, los
geles se colocaron en la cubeta de electroforesis, llenando completamente el
hueco interior dejado por las dos placas y la mitad de la cubeta con tampén de
carrera (0.1 M Tris, 0.1 M glicine y 0.1% SDS). Para el desarrollo electroforético,
se aplicé un prerrecorrido a 100V durante 15 minutos y un recorrido de 1 hora a

150V.

Transcurrida la electroforesis los geles se sometieron a la tincién con Bio-
SafeTM Coomassie G-250 (Bio-Rad). Tras su tincién los geles se conservaron a

4°C en &cido acético al 1%.

Se llevaron a cabo tres repeticiones biologicas. Se adquirieron imagenes
del gen de alta calidad (16-bity 300 dpi) mediante un escaner de
transmision de luz (Image Scanner, GE Healthcare, Barcelona, Espafia) y se
analizaron con Progenesis Samespots version 3.0 (Nonlinear
Dynamics, Newcastle, Reino Unido). Después se realizé una validacién manual
de puntos para incluir los que la identificacion automatica no habia incluido y

eliminar los artefactos que por error se consideraban puntos.

Se seleccionaron los puntos de proteinas de interés, se extrajeron del gel
empleando un bisturi estéril. Las secciones de gel conteniendo proteinas, se
incubaron en 500 pl de H>O milliQ. Estas proteinas fueron eluidas del gel,
sometidas a digestion con tripsina y analizadas por espectrometria de masas
(MS). La instrumentacién para la MS estd compuesta por una fuente de iones,
un espectrémetro de masas y un detector iénico. Existen varios métodos de
ionizacion de proteinas y péptidos en la fuente de iones, pero el mas empleado
es el método MALDI (matriz-assisted laser desorption/ionizacion, o
Desorcion/ionizacién mediante laser asistida por matriz). En esta técnica, los
analitos co-cristalizados con una matriz apropiada son convertidos en iones

mediante la accidon de un laser. Esta fuente de ionizacion suele asociarse a un

131



MATERIAL Y METODOS

analizador de tiempo de vuelo (TOF, Time of flight) en el que los iones se
separan en funcioén de su relaciéon masa/carga tras ser acelerados en un campo
eléctrico. Asi pues, la identificacion de las proteinas se realizé usando espectros
generados por espectrometrias de masas MALDI-TOF y cromatografia liquida
acoplada aespectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS)en las
instalaciones de protedmica ProteoRed © de la Universidad
de Alicante (Espafia). En estos espectros, los fragmentos peptidicos son
separados de acuerdo con su ratio masa/carga (m/z), obteniendo la

denominada huella peptidica.

Para la identificacién de todos los productos de espectro iénico MS/MS
generado para cada muestra se realiz6 una busqueda en MASCOT
(www.matrixscience.com) en la base de datos NCNInr y SwissProtein de todas

las secuencias Viridiplantae disponibles.

8.- METABOLOMICA

La metabolomica se realizdé en colaboracion con el Dr. Wolfram
Weckwerth, perteneciente a la Facultad de Ciencias de la Universidad de Viena,

Austria.

Los perfiles metabolomicos se realizaron mediante cromatografia de gases
acoplado a un analizador de masas LECO Pegasus IV por Tiempo de Vuelo
(GC-TOEF-MS) (Leco Corp Inc., St. Joseph, MI, U.S.A.), de acuerdo con el
protocolo descrito en Scherling et al. (2009). La extracciéon del material vegetal
se llevo a cabo a partir de 10 mg de muestra congelada, usando una solucién
tampén de metanol/cloroformo/agua con una relacion 5/2/1 (v/v/v)

(Weckwerth et al., 2004).
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Para la normalizaciéon de datos y el control de calidad se afiadi6 10 pl de
solucion de estandar interno (leucina-2,3,3-ds, acido aspartico-2,3,3-ds,
y D-sorbitol-13Cs). Después del fraccionamiento, se us6 la fase polar superior
para el analisis GC-MS y posterior secado en un concentrador speed-vac. El
residuo se disolvi6 y se derivatizé durante 90 minutos a 30°C (15 pl de
hidrocloruro de metoxiamina a 40 mg ml -! en piridina seca) seguido de un
tratamiento durante 30 minutos con 60 pl de N-metil-N-trifluoroacetamida a
37°C. A continuacién se afiadié el marcador de tiempo de retencién (3 pl) (n-
alcanos C10-C36, cada 200 pg- mL-! en piridina) a cada muestra para
determinar el tiempo de retencion (Morgenthal et al., 2005; Morgenthal et al.,

2007).

El anélisis GC-TOF-MS se llev6 a cabo en un cromatégrafo de gases HP
6890 con liners desactivados con inyectores Split/splitless (Agilent, Boblingen,
Alemania). Se inyectaron volimenes de muestra de 0,5 pl en modo splitless en
inyectores a una temperatura de 230°C. La cromatografia de gases estuvo
operando con una columna capilar Varian VF-5ms (30 m - 0,25 mm; y un
espesor de pelicula de 25 pm) y con una precolumna 10-m EZ-guard (Varian,
Palo Alto, CA, U.S.A.) a un flujo constante de helio de 1 ml - minl. El programa
de temperatura se inicié con 1 minuto isocratico a 75°C seguido por una rampa
de temperatura a 9°C/minuto hasta una temperatura final de 350°C, que se
llevé a cabo durante 5 minutos. La velocidad de escaneo fue de 20 s y los

rangos de masas establecidos de 71:500 masa - carga (m/z).
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9.- TRATAMIENTO ESTADISTICO

Los anélisis estadisticos se realizaron aplicando métodos estandarizados
que ofrece el programa SPSS 20 (Statistical Package for Social Sciences, 2011).
Los resultados se sometieron a un andlisis de la varianza (ANOVA). Los valores
medios se compararon mediante el test de Tukey al nivel de probabilidad del

5%.
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RESULTADOS

1.- EFECTO DE LA SOBREEXPRESION DEL GEN CIN1 DE UNA
INVERTASA EXTRACELULAR SOBRE LA TOLERANCIA AL
ESTRES HIDRICO EN PLANTAS DE TOMATE

1.1.- Analisis de la expresion del gen CIN1
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Figura 2.1.- Expresion del gen CINI mediante RT-PCR y posterior electroforesis en gel de agarosa 1,5% en
hojas (A) de plantas de tomate WT y 5 lineas CINI en condiciones control y sometidas a estrés hidrico
durante 9 dias, y en plantulas (B) en condiciones control.

Anélisis mediante RT-PCR mostraron expresion del gen CIN1 en hojas de
todas las lineas transgénicas estudiadas (CINI-8, CIN1-10, CIN1-12, CIN1-91 y
CIN1-93) en condiciones control, si bien se observé una importante reduccion
de los niveles de expresiéon al final del periodo de sequia (Fig. 2.1A).
Curiosamente, los niveles de expresiéon del gen CIN1 son importantes en las

primeras etapas del desarrollo (Fig. 2.1B).
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1.2.- Biomasa y drea foliar
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Figura 2.2.- Peso seco (A) y area foliar (B) de plantas de tomate WT y 5 lineas que sobreexpresan el gen
CIN1 cultivadas en condiciones control o sometidas a 9 dias de estrés hidrico. Cada barra representa la
media de 6 plantas * error estdndar. * indica diferencias significativas de acuerdo con el test de Tukey,
P<0,05.

7 dias de estrés hidrico

WT CIN1-91

Imagen 2.1.- Fotografias de plantas de tomate WT y de la linea transgénica CIN1-91 que muestran el
aspecto de las plantas en (A) camara de cultivo a los 7 dias de estrés hidrico y en (B) invernadero a los 15
dias de estrés hidrico y tras 1 dia de rehidratacién.
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Tanto las plantas transgénicas como la WT se cultivaron en una cdmara de
condiciones controladas y fueron sometidas a un riego 6ptimo durante un
periodo de 10 dias. A lo largo de este periodo, en el que el potencial hidrico del
sustrato se mantuvo a capacidad de campo (¥s = 0 MPa), las plantas
transgénicas no diferian en apariencia de las plantas WT, y tampoco se
observaron diferencias significativas en el peso seco de la parte aérea y el area
foliar (Fig. 2.2A,B). Tras este periodo inicial, se cort6 el riego durante nueve dias
alcanzandose un potencial hidrico del sustrato minimo, al final del periodo de
estrés, de Ws= -2 MPa en las plantas WT. Se observaron diferencias muy
aparentes en cuanto a turgencia entre las lineas transgénicas y la WT, como
podemos comprobar en la Imagen 2.1, donde se muestra una foto comparativa
entre la WT y la linea transgénica CIN1-91 tras 7 dias de estrés hidrico (Imagen
21A) y el caso extremo tras 15 dias de estrés hidrico en invernadero en

condiciones controladas (Imagen 2.1B).

1.3.- Potencial hidrico del sustrato

< -1,0 1 ——WT
% -=-CIN1-8
= CIN1-10
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Figura 2.3.- Evolucién diaria en el potencial hidrico del substrato ('s) durante el periodo de estrés hidrico
en plantas de tomate WT y cinco lineas que sobreexpresan el gen CIN1. Cada punto representa la media de
6 plantas + error estandar. * indica diferencias significativas de acuerdo con el test de Tukey, P<0,05.
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A partir del cuarto dia de estrés hidrico se pusieron de manifiesto
diferencias en el potencial hidrico del sustrato (¥s) entre lineas (Fig. 2.3), de
forma que tanto la WT como la linea afenotipica CINI-8 secaban maés
rapidamente el sustrato que las otras lineas transgénicas. Las diferencias fueron
significativas a partir del quinto dia de parar el riego y hasta el final del

experimento (dia 9), alcanzando las plantas WT el valor més bajo (-1,8 MPa).

1.4.- Contenido relativo en agua
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Figura 2.4.- Evolucién diaria en el contenido relativo en agua (RWC) durante el periodo de estrés hidrico
en plantas de tomate WT y cinco lineas que sobreexpresan el gen CIN1. Cada punto representa la media de
6 plantas * error estdndar. * indica diferencias significativas de acuerdo con el test de Tukey, P<0,05.

Al inicio del ensayo, en el momento de parar el riego, el contenido relativo
en agua (RWC), expresado como porcentaje de agua de la hoja respecto del
maximo posible, oscilé entre el 75 y el 85% (Fig. 2.4). Conforme avanzaba el
periodo de sequia, se observo una disminucién mas acusada en el RWC en la
WT que en las plantas transgénicas, alcanzando un valor minimo de 47%. En las
plantas CIN1 vari6 entre el 53% para la linea CINI1-93 y el 56% para la linea

CIN1-91, lo cual demuestra que las plantas transgénicas fueron superiores a las
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plantas WT en el mantenimiento del RWC de la hoja durante el periodo de

sequia, a pesar de que también presentaron sintomas de marchitez parcial.

2.- EFECTO DE LA SOBREEXPRESION DE CIN1 SOBRE LA
FOTOSINTESIS Y EL USO EFICIENTE DEL AGUA

2.1.- Fluorescencia de clorofilas y fotosintesis

0,84 - —-—WT
-8-CIN1-8

0,83 - ! CIN1-10
—<CIN1-12
—CIN1-91

CIN1-93

Dias de estrés hidrico

Figura 2.5.- Evolucién diaria del rendimiento cudntico maximo del fotosistema II (F,/Fm) durante el
periodo de estrés hidrico en hojas de plantas de tomate WT y cinco lineas que sobreexpresan el gen CIN1.
Cada punto representa la media de 6 plantas * error estandar. * indica diferencias significativas de
acuerdo con el test de Tukey, P<0,05.
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F,IF.,

CONTROL SEQUiIA

Figura 2.6.- Imagen digital de la eficiencia cudntica méaxima del fotosistema II (F,/Fmn) obtenida mediante
un fluorimetro de clorofilas Imaging-PAM (Walz) durante el periodo de estrés hidrico en hojas de plantas
de tomate WT y cinco lineas que sobreexpresan el gen CINI. En la parte inferior se muestra la escala
relativa de color.

Con objeto de estudiar el efecto de la sobreexpresion del gen CIN1 sobre el
aparato fotosintético en plantas de tomate sometidas a estrés hidrico durante el
periodo vegetativo se determiné tanto la eficiencia cudntica maxima del
fotosistema II (Fv/Fm) como la tasa de fotosintesis (A). La evoluciéon del
parametro Fy/Fmn durante el periodo de sequia, medido con un fluorimetro de
clorofilas portatil OS-30p, se muestra en la Fig. 2.5. Al igual que ocurre en otro
tipo de estreses abidticos, particularmente el estrés salino, inicialmente, en el

momento de imposicion del estrés, se observé un incremento en el valor Fv/Fm
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en todas las lineas transgénicas y en la WT, aunque después disminuy6
conforme iba progresando el periodo de estrés. Mientras que al inicio de la
sequia no se encontraron diferencias en fluorescencia de clorofilas entre las
lineas transgénicas y la WT, posteriormente, a partir del segundo dia de estrés,
disminuy6 especialmente en la WT, siendo significativamente menor respecto

de las lineas transgénicas al final del periodo de sequia.

Se estudiaron los cambios espacio-temporales del pardmetro Fv/Fm a lo
largo de la superficie de la hoja, utilizando un fluorimetro de clorofilas
Imaging-PAM. Como se puede observar en la Fig. 2.6, donde se muestran las
imagenes obtenidas en hoja madura, en condiciones control no se aprecian
diferencias entre lineas transgénicas ni con la WT. Sin embargo, al final del
periodo de sequia se observa como las plantas WT se vieron claramente
afectadas por el estrés, especialmente los bordes de las hojas, mientras que las

plantas CIN1 resultaron menos afectadas.
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Figura 2.7.- Tasa de fotosintesis (A) y conductividad estomatica (B) en plantas de tomate WT y 5 lineas que
sobreexpresan el gen CIN1 cultivadas en condiciones control o sometidas a 9 dias de estrés hidrico. Cada

barra representa la media de 6 plantas * error estandar. * indica diferencias significativas de acuerdo con el
test de Tukey, P<0,05.
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La tasa fotosintética (A) en condiciones control no vari6 de forma
significativa entre la WT y las plantas CINI (Fig. 2.7A). La supresién del riego
durante un periodo de 9 dias dio lugar a una reduccién importante de la
fotosintesis, especialmente en la WT (75%). Sin embargo, en las plantas CIN1 la
disminucion en la tasa fotosintética fue menos acusada (30%), manteniéndose
significativamente superior a la WT, a excepcién de la linea afenotipica CIN1-8,

que se comportd de forma similar a la variedad silvestre.

En condiciones 6ptimas de riego, las lineas CIN1-12 y CIN1-93 presentaron
valores de conductancia estomatica (gs) mayores que la WT, mientras que en la
linea CINI-8 fueron significativamente inferiores y en las otras dos lineas
estudiadas CIN1-10 y CINI1-91 no se observaron diferencias significativas
respecto de la WT (Fig. 2.7B). El estrés hidrico provocé una reduccién
importante de la gs aunque, al final del periodo de sequia, todas las lineas
transgénicas presentaron valores de gs significativamente superiores a los de la
WT, especialmente en las lineas CINI-12, CIN1-91 y CIN1-93 (2-3 veces

mayores).

2.2.- Uso eficiente del agua
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Figura 2.8.- Transpiracién acumulada (A) y uso eficiente del agua (B) de plantas de tomate WT y 5 lineas
que sobreexpresan el gen CINT sometidas a 9 dias de estrés hidrico. Cada barra representa la media de 6
plantas * error estandar. * indica diferencias significativas de acuerdo con el test de Tukey, P<0,05.
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La sobreexpresion del gen CIN1 dio lugar a una importante reduccién de
la transpiracion acumulada (30%) con respecto a las plantas WT (Fig. 2.8A). La
disponibilidad de agua esta directamente relacionada con la productividad. En
este sentido, el uso eficiente del agua (WUE), medido como la cantidad de
biomasa producida por volumen de agua consumido, incrementé
significativamente (hasta el doble) en las plantas CIN1 respecto de la WT y la
linea afenotipica CIN1-8 (Fig. 2.8B).

3.- EFECTO DE LA SOBREEXPRESION DEL GEN CIN1 SOBRE EL
METABOLISMO DEL CARBONO

3.1.- Contenido en azticares
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Figura 2.9.- Concentraciéon de hexosas (fructosa y glucosa) en hoja madura de plantas de tomate WT y 5
lineas que sobreexpresan el gen CIN1 cultivadas en condiciones control o sometidas a 9 dias de estrés

hidrico. Cada barra representa la media de 6 plantas * error estandar. * indica diferencias significativas de
acuerdo con el test de Tukey, P<0,05.

En condiciones control, las concentraciones de hexosas (glucosa y fructosa)
en hoja de las lineas transgénicas CIN1-10, CIN1-12 y CIN1-93 fueron
significativamente superiores a las de la WT (Fig. 2.9). La aplicacién del estrés

dio lugar a un aumento general en las concentraciones de hexosas,
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especialmente en la WT y en la linea afenotipica CINI-8, presentando valores
significativamente superiores (2-3 veces mas) que los de las otras lineas

transgénicas.

3.2.- Efecto sobre la ultra-estructura de la hoja

WT

CIN1-10

CIN1-93

Figura 2.10.- Ultra-estructura de hojas de plantas de tomate WT (A y B), de la linea transgénica CIN1-10 (C
y D) y la linea transgénica CIN1-93 (E y F) sometidas a 7 dias de estrés hidrico.
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La sobreexpresion del gen CINT modific6 la ultra-estructura de la hoja en
plantas sometidas a estrés hidrico (Fig. 2.10). Las hojas de plantas transgénicas
presentaban una ultra-estructura bien desarrollada, observandose cloroplastos
con numerosos granulos de almidén, ovalados y de gran tamafio, y granas bien
formados (Fig. 2.10C-F). Por el contrario, las hojas de la linea WT presentaban
cloroplastos menos desarrollados y con un menor nimero de granulos de

almidon, redondeados y pequetios (Fig. 2.10A-B).
3.3.- Actividades sacaroliticas

La actividad del producto del transgén, la invertasa extracelular (cwlnv),
asi como las actividades sacarosa sintasa (SS), invertasa citoplasmatica (cytInv)

e invertasa vacuolar (vacInv) se analizaron en hoja madura.
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Figura 2.11.- Actividades invertasa citoplasmatica (A), invertasa vacuolar (B), invertasa extracelular (C) y
sacarosa sintasa (D) en hoja madura de plantas de tomate WT y 5 lineas que sobreexpresan el gen CIN1
cultivadas en condiciones control o sometidas a 9 dias de estrés hidrico. Cada barra representa la media de
6 plantas * error estdndar. * indica diferencias significativas de acuerdo con el test de Tukey, P<0,05.
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Dos lineas transgénicas, CIN1-91 y CIN1-93, presentaron una actividad
cytlnv significativamente superior a la WT en condiciones 6ptimas de riego
(Fig. 2.11A). La imposicion del estrés dio lugar a una reduccion de entre el 30 y
el 80% en la actividad cytlnv, no observdndose diferencias significativas entre

lineas CIN1 y la WT (Fig. 2.11A).

La actividad vaclnv fue muy similar en las plantas CIN1 y en la WT en
condiciones control, a excepciéon de la linea CIN1-93 en la que increment6
significativamente (20%) (Fig. 2.11B). De forma similar a lo observado para las
otras actividades sacaroliticas estudiadas, el estrés hidrico provocé reducciéon
de hasta un 77% en la actividad vaclnv, sin diferencias significativas entre

lineas (Fig. 2.11B)

La sobreexpresion del gen CINI1 provocé un fuerte incremento de la
actividad cwlnv. En condiciones control, la actividad cwInv incrementé de
forma significativa en las plantas CIN1, particularmente en las lineas CIN1-12,
CIN1-91 y CIN1-93, con incrementos del 75%, 77% y 83%, respectivamente (Fig.
2.11C). A pesar de que la actividad cwInv se vio reducida como consecuencia
del estrés, en las plantas transgénicas fue significativamente mayor a la WT,

donde lleg6 a reducirse hasta en un 86% (Fig. 2.11C).

En general la actividad SS era baja en relacion con las otras actividades
sacaroliticas analizadas (Fig. 2.11D). En condiciones control, la actividad SS fue
significativamente menor en las lineas transgénicas que en la WT, a excepcion
de la linea afenotipica CINI-8. El estrés hidrico redujo mas de la mitad la
actividad SS de una manera generalizada, aunque, al igual que en el caso de la
cytlnv, no se observaron diferencias significativas entre lineas con la WT (Fig.

2.11D).
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3.4.- Inhibidor de la invertasa
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Figura 2.12.- Actividad del inhibidor de invertasas (InvInh), medida en porcentaje, en hoja madura de
plantas de tomate WT y 5 lineas que sobreexpresan el gen CINI cultivadas en condiciones control o
sometidas a 9 dias de estrés hidrico. Cada barra representa la media de 6 plantas * error estandar. * indica
diferencias significativas de acuerdo con el test de Tukey, P<0,05.

Para estudiar el papel del inhibidor de invertasas (Invinh) en la regulacion
de las invertasas, se analiz6 la capacidad inhibitoria de esta pequefa proteina,
en porcentaje de reduccion de actividad invertasa, tanto en la WT como en las
plantas CIN1. Se observé un mayor efecto inhibitorio en las plantas transgénicas
en condiciones 6ptimas de riego que en la WT, aunque no resulté significativo
(Fig. 2.12). El estrés hidrico provocé un fuerte incremento de la actividad del
Invlnh en la WT y en las lineas CIN1-8 y CIN1-10. Sin embargo, en las lineas
transgénicas CIN1-12, CIN1-91 y CIN1-93 se observé una reducciéon de mas de la
mitad de la actividad del InvInh, tanto con respecto a las condiciones control

como con respecto a la WT (Fig. 2.12).
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Figura 2.13.- Niveles de expresién en unidades relativas del gen del inhibidor de invertasas (Invinh) en
plantas de tomate WT y 5 lineas que sobreexpresan el gen CINI cultivadas en condiciones control o
sometidas a 9 dias de estrés hidrico. * indica diferencias significativas de acuerdo con el test de Tukey,
P<0,05.

Los datos de actividad inhibitoria se completaron con andlisis de la
expresion del gen del Invlnh en tomate. En condiciones control, los niveles de
expresion del gen Invinh en las plantas CIN1 fue mayor que en WT, a excepcion
de la linea CIN1-8 (Fig. 2.13). Los niveles de expresién no se correlacionaron con
la actividad total de la proteina, debido, probablemente, a modificaciones post-
transcripcionales. En condiciones de estrés hidrico, sin embargo, los niveles de

expresion fueron similares o menores en lineas transgénicas que en la WT.
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3.5.- Otras enzimas del metabolismo del carbono
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Figura 2.14.- Concentracién de distintas enzimas del metabolismo del carbono: Hexoquinasa (HXK, A),
Fructoquinasa (FK, B), UDP-glucosa pirofosforilasa (UGPasa, C), Fosfoglucomutasa (PGM, D), Glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa (G6PDH, E), Aldolasa (F), Fosfofructoquinasa (PFK, G), Fosfoglucosa Isomerasa
(PGI, H) y ADP-glucosa pirofosforilasa (AGPasa, I), en hoja madura de plantas de tomate WT y 5 lineas
que sobreexpresan el gen CIN1 cultivadas en condiciones control o sometidas a 9 dias de estrés hidrico.

Cada barra representa la media de 6 plantas * error estdndar. * indica diferencias significativas de acuerdo
con el test de Tukey, P<0,05.

151



RESULTADOS

Con objeto de profundizar en los mecanismos de aclimatacién/tolerancia
de las plantas CIN1, analizamos otras enzimas importantes del metabolismo del
carbono. La actividad de las dos primeras enzimas glicoliticas que catabolizan
la fosforilaciéon de las hexosas, hexoquinasa (HXK) y fructoquinasa (FK), fue
muy baja en comparacién con otras enzimas analizadas. En condiciones control,
la actividad HXK y FK fue significativamente menor en las plantas CIN1 que en
la WT (Fig. 2.14A,B). El estrés hidrico no redujo la actividad de estas enzimas en
las lineas transgénicas, e incluso se observé un incremento en las lineas CIN1-10

y CIN1-12.

UDP-glucosa pirofosforilasa (UGPasa), fosfoglucomutasa (PGM), glucosa-
6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH), aldolasa y Fosfofructoquinasa (PFK)
mostraron un patrén de actividad muy similar (Fig. 2.14C-G). En condiciones
de riego 6ptimas, la actividad de estas enzimas fue significativamente menor en
las plantas CIN1 que en la WT. Sin embargo, en condiciones de estrés hidrico, se
produjo una importante reducciéon de las actividades enzimaticas en la WT
mientras que en las lineas transgénicas se mantuvieron. El estrés hidrico redujo
la actividad fosfoglucoisomerasa (PGI) tanto en las plantas CINI como en la
WT, aunque era significativamente mayor en las lineas transgénicas que en la
WT tanto en condiciones control como de estrés (Fig. 2.14H). La actividad ADP-
glucosa pirofosforilasa (AGPasa) fue muy baja en todos los casos (Fig. 2.141). La
tabla 2.1. muestra un resumen de las variaciones en la actividad de las enzimas

del metabolismo del carbono en las plantas CIN1 y en la WT.
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Tabla.2.1.- Comportamiento de las enzimas del metabolismo del carbono estudiadas en condiciones de
estrés hidrico y control.

ENZIMA ESTRES HIDRICO CONTROL
InvInh disminuye en C@g’ incrementa en menor actividad en WT
Vaclnv disminucién de la actividad
CwlInv disminucién de la actividad menor actividad en WT
CytInv disminucién de la actividad

SS disminucién de la actividad mayor actividad en WT

HXK incrementa en CIN1 mayor actividad en WT

FK no cambio en C‘INN;, disminuye en mayor actividad en WT

UGPasa no cambio en C‘Ifé\]; , disminuye en mayor actividad en WT

PGM no cambio en C‘I/f]\] ;, disminuye en mayor actividad en WT

G6PDH debil dls.m1r1.uc1o.r/1 en CINT, fuerte mayor actividad en WT
disminucién en WT

Aldolasa disminucién de la actividad

PEK incrementa en CVI\]I\{H 1, disminuye en mayor actividad en WT
PGI incremento de la actividad mayor actividad en WT
AGPasa no detectable no detectable

4.- EFECTO DE LA SOBREEXPRESION DEL GEN CIN1 SOBRE EL
CONTENIDO HORMONAL

Para estudiar el posible efecto de la sobreexpresion del gen CINI sobre el
balance hormonal, se determinaron las concentraciones del precursor del
etileno acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), de la citoquinina mas
activa en tomate trans-zeatina (t-Z), del acido indol-3-acético (IAA) y del acido

abscisico (ABA) en hoja madura y se compararon con las de la WT.
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Figura 2.15.- Concentraciones de dcido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC, A), 4cido indol-3-acético
(IAA, B), 4cido abscisico (ABA, C) y trans-zeatina (t-Z, D), y en hoja madura de plantas de tomate WT y 5
lineas que sobreexpresan el gen CIN1 cultivadas en condiciones control o sometidas a 9 dias de estrés
hidrico. Cada barra representa la media de 6 plantas * error estandar. * indica diferencias significativas de
acuerdo con el test de Tukey, P<0,05.

El estrés hidrico produjo un incremento en el precursor del etileno ACC
tanto en la WT como en las plantas CIN1 (Fig. 2.15A). Sin embargo, los niveles
de ACC en las plantas transgénicas fueron significativamente mas bajos (25%)
que los de la WT. En cuanto a las concentraciones de IAA, el estrés hidrico
redujo los niveles de esta hormona en hoja, observdndose un incremento
significativo en las lineas CIN1 respecto de la WT, a excepcion de la linea CIN1-

91 (Fig. 2.15B).

Numerosos trabajos han demostrado que el incremento en la tolerancia al
estrés hidrico esta relacionado con una acumulacion de ABA. En este estudio, la
aplicaciéon del estrés hidrico dio lugar a un incremento generalizado en las
concentraciones de ABA, més acusado en las plantas transgénicas que en la WT,

llegando a duplicar los niveles observados en condiciones control (Fig. 2.15C).
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Por otro lado, las concentraciones de #-Z en las plantas CIN1 no mostraron
diferencias significativas respecto de la WT en condiciones de riego 6ptimas
(Fig. 2.15D). El estrés hidrico provocé una fuerte reduccion en las
concentraciones de t-Z de hasta un 80%, aunque se mantuvieron en niveles

significativamente superiores en las plantas transgénicas respecto de la WT.

5.- EFECTO DE CIN1 SOBRE EL METABOLISMO ANTIOXIDATIVO

Durante el estrés, la alteracion de la homeostasis celular se acompafia de la
generacion de especies reactivas del oxigeno (ROS), aunque el dafio inducido
por el estrés puede ser atenuado por la accién de los sistemas antioxidantes
enzimaticos y moleculares de la célula, incluyendo el glutation, el a-tocoferol y
enzimas capaces de neutralizar ROS.

Tabla.2.2.- Actividad de las enzimas antioxidantes superéxido dismutasa y peroxidasa medidas en
fraccién apoplastica y simpléstica de hoja de plantas de tomate WT y 3 lineas que sobreexpresan el gen
CINT1 cultivadas en condiciones control o sometidas a 9 dias de estrés hidrico. Cada medida representa la

media de 3 plantas * el error estandar. Entre paréntesis se indica el porcentaje de variacion con respecto a
las condiciones control. * indica diferencias significativas de acuerdo con el test de Tukey, P<0,05.

APOPLASTO SIMPLASTO
SOD POX SOD POX
GENOTIPO (Umg? (pmol min- (U mg? (pmol ‘min-
proteina) 1 'mg! proteina) proteina) ! 'mg-! proteina)
Control
WT 2.5+0.1 3.410.1 291.9+0.3 51.08+0.4
CIN1-8 1.7+0.0* 2.440.2* 245.3+23.9 31.03+0.7*
CIN1-10 1.4+0.1* 2.240.4* 201.5+6.4* 19.78+1.1*
CIN1-91 2.4+0.0 3.3+0.0 210.1£7.9* 28.29+0.6*
Estrés Hidrico (103/?():(;::311)
WT 1.5+0.2 (58) 2.140.1 (61) 232.5+4.5 (80) 29.0+£2.8 (57) 57
CIN1-8 1.59+0.1* (94) 4.040.1 (170)  263.5+0.0* (107)  27.6+1.0 (89) 95
CIN1-10 1.7+0.1* (128) 2.610.2* (117) 149.440.2* (74)  22.3+1.2* (113) 113
CIN1-91 2.1+0.0 (85) 1.6+0.1% (49)  234.1#3.1(111)  30.2+1.0 (107) 101
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En la tabla 2.2. se muestran los valores de actividad de las enzimas

antioxidantes superdxido dismutasa (SOD), implicada en la eliminacién de
H>O,, y peroxidasa (POX), que cataliza la ruptura del O:°- hasta oxigeno

molecular y H20O2, medidas en la fraccién apopléstica y simplastica de la hoja.
La actividad SOD se redujo en un 42% en el apoplasto y en un 20% en el
simplasto en la WT como consecuencia del estrés, mientras que en las plantas
CIN1 se mantuvieron o incluso aumentaron en ambos compartimentos (Tabla
2.2). La actividad POX tuvo un comportamiento similar a la SOD, reduciéndose
en condiciones de estrés hidrico hasta un 50% en la WT, tanto en simplasto
como en apoplasto (Tabla 2.2). Por el contrario, la actividad POX incrementé en

la mayoria de las lineas transgénicas, especialmente en el apoplasto.
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Figura 2.16.- Efecto de la expresion del gen CIN1 en el contenido de glutatiéon en hoja madura de plantas
de tomate WT y 3 lineas que sobreexpresan el gen CIN1 cultivadas en condiciones control o sometidas a 9
dias de estrés hidrico. Cada barra representa la media de 6 plantas # error estandar. * indica diferencias
significativas de acuerdo con el test de Tukey, P<0,05.

Los niveles de glutation oxidado (GSSG) aumentaron durante el estrés
hidrico en la WT y en la linea afenotipica CIN1-8 (Fig. 2.16). Sin embargo, las
otras dos lineas transgénicas analizadas (CIN1-10 y CIN1-91) presentaban una

reduccién del GSSG, siendo significativa para la linea CIN1-91. En condiciones
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de riego 6ptimas, los niveles del antioxidante a-tocoferol fueron similares en la
WT y en las plantas transgénicas (Fig. 2.17). El estrés hidrico provocé un
incremento en las concentraciones o-tocoferol, siendo significativa en la linea

CIN1-91.
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Figura 2.17.- Contenido de o-tocoferol en hoja madura de plantas de tomate WT y 3 lineas que
sobreexpresan el gen CIN1 cultivadas en condiciones control o sometidas a 9 dias de estrés hidrico. Cada
barra representa la media de 6 plantas * error estandar. * indica diferencias significativas de acuerdo con el
test de Tukey, P<0,05.
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Figura 2.18.- Pérdida de electrolitos expresada en valores relativos (%) en hojas de plantas de tomate WT
y 3 lineas que sobreexpresan el gen CIN1 cultivadas en condiciones control o sometidas a 9 dias de estrés
hidrico. Cada barra representa la media de 6 plantas * error estandar. * indica diferencias significativas de
acuerdo con el test de Tukey, P<0,05.
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Con objeto de estudiar una posible disfuncién de la membrana plasmaética
en condiciones de estrés hidrico, se determiné la pérdida de electrolitos en hojas
de plantas WT y tres lineas transgénicas. El estrés hidrico provocé un
incremento en la pérdida de electrolitos respecto de las condiciones control en
la WT y en la linea CINI1-8, mientras que disminuyé en las otras lineas

transgénicas estudiadas (Fig. 2.18).

6.- ANALISIS PROTEOMICO EN PLANTAS CIN1

Se realiz6 un anélisis protedmico a partir de extracto crudo de hojas
maduras de la WT y una linea transgénica seleccionada, CIN1-91, en
condiciones Optimas de riego y en condiciones de estrés hidrico. Tras la
electroforesis bidimensional y andlisis de los geles, los “spots” cuya intensidad
aumentaba o disminuia de manera significativa, basandonos en un analisis de
ANOVA (P<0,05), fueron extraidos de los geles e identificados mediante
MALDI-TOF y LC-MS/MS. En total se seleccionaron 22 “spots”, pero sélo se

obtuvo informacién para 5 de ellos (Fig. 2.19).

Los polipéptidos identificados estdn relacionados con la protedlisis y con
la defensa de las plantas frente a estreses bitticos y abioticos (Tabla 2.3). En este
sentido, el andlisis de los resultados muestra que la aplicaciéon de estrés hidrico
inducia la expresion de una peroxidasa (spot 618), que parece tener un
importante papel en la defensa contra hongos patégenos y otros estreses,

especialmente en la linea transgénica seleccionada (Fig. 2.19).

También se observé una induccién de quitinasa (spot 845) en condiciones
de sequia, principalmente en CIN1-91, donde el nivel de induccién fue casi del
doble respecto de las condiciones control (Tabla 2.3). Esta proteina esta

implicada una amplia variedad de condiciones de estreses, tanto bidticos como
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abidticos, y esta regulada por fitohormonas tales como etileno, acido jasmoénico

y acido salicilico.

Dos serin-proteasas de la familia multigénica de enzimas proteoliticos del
tipo subtilisina fueron inducidas en la linea transgénica CIN1-91 especialmente
en condiciones de estrés hidrico (spots 393 y 414) (Tabla 2.3). Estas enzimas
juegan un papel importante en una amplia variedad de procesos fisiolégicos,

respuestas de defensa y estrés, y adaptacion a los cambios medioambientales.

Finalmente, también pudimos identificar una glucano-endo-1,3-p-
glucosidasa (punto 1183) que cataliza la hidrolisis de los enlaces 1,3-p-glucosil
de 1,3-pB-glucano (Fig. 2.19). Al contrario que con las proteinas identificadas y
descritas anteriormente, en este caso observé un descenso en la expresion de
esta enzima, que parece estar implicada en procesos de desarrollo y defensa de

las plantas.
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Figura 2.19.- Electroforesis bidimensional de extractos crudos de hoja madura de plantas de tomate de la
linea CIN1-91 cultivada en condiciones de estrés hidrico. Los nameros indican los spots analizados.

159



RESULTADOS

Tabla 2.3.- Induccién diferencial de proteinas en hojas maduras de tomate de la WT y la linea CIN1-91 en
condiciones control o sometidas a 9 dias de estrés hidrico.

Volamenes Normalizados Spot

SPOT ACC.N° NOMBRE PROTEINA Control Estrés Hidrico
WT CIN1-91 WT CIN1-91
618 6723685 Peroxidasa 0.536 1.33 1.239 1.521
845 31088232 Quitinasa 0.523 1.052 0.818 1.908
393 2230959 Proteasa tipo subtilisina 0.413 1.257 0.766 1.86
414 219760217 Proteasa tipo subtilisina 0.309 0.839 0.699 1.189

Glucano-endo-1,3-p-

1183 461978 .
glucosidasa

1.995 1.05 1.169 0.638

7.- EFECTO DE LA SOBREEXPRESION CIN1 SOBRE EL PERFIL
METABOLOMICO

Para profundizar en el mecanismo de tolerancia al estrés hidrico de las
plantas CIN1 se realizé un andlisis metabolémico en hojas maduras de la WT y
dos lineas transgénicas seleccionadas, CIN1-91 y CINI1-93, en condiciones
6ptimas de riego y en condiciones de estrés hidrico. El analisis se realizo
utilizando estdndares internos y se identificaron aproximadamente 100
metabolitos. Se seleccionaron 50 metabolitos que presentaban diferencias
significativas entre condiciones de riego Optimas y estrés hidrico,

independientemente del genotipo.

La tabla 2.4 muestra aquellos metabolitos que presentaban diferencias
significativas entre genotipos y tratamientos, pudiéndose englobar en 4 grupos

funcionales:

» Carbohidratos y derivados
> Acidos organicos y derivados
» Shikimato y acidos fendlicos

» Aminoacidos
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Tabla 2.4.- Relacion entre la concentracién de metabolitos en condiciones de estrés hidrico (EH) y control
(C) en hojas maduras de plantas de tomate WT y 2 lineas que sobreexpresan el gen CIN1. Los datos estdn
presentados como medias, *P<0.05, test de varianza ANOVA, n=3.

RELACION (EH/C)
METABOLITOS

WT CIN1-91 CIN1-93
Carbohidratos Fructosa 14.21 7.05 8.13
y derivados Glucosa 57.34 18.10* 19.01*
Sacarosa 2.36 1.72 2.01
Galactosa 1.78 1.30% 1.00*
Sorbosa 1.04 2.53* 1.39*
Altrosa 2.59 2.18* 1.67*
Fructosa-6-fosfato 0.49 1.83* 1.38*
Glucosa-6-fosfato 0.48 1.76* 1.30*
Ribitol 2.33 2.08* 1.56*
Acidos organicos Acido Citrico 0.31 0.77* 0.83*
y derivados Acido Isoascérbico 13.46 18.21* 4.80*
Acido Treénico 1.28 2.18* 1.69*
Acido Galacturénico 1.53 4.81* 3.45*
Shikimato y Acido Shikimico 0.37 1.44* 1.59*
acidos fendlicos Acido 3-trans- cafeoilquinico 1.61 3.21* 3.65*
Acido 5-trans- cafeoilquinico 0.90 1.65* 3.16*
Acido Quinico 1.02 3.75% 3.78*%
Aminoacidos Asparragina 0.67 1.75% 0.96*
Acido Aspartico 0.65 1.63* 1.04*
Triptéfano 2.66 1.46* 0.82*
Leucina 2.05 0.77% 0.86*
Tirosina 2.38 1.47% 1.16*

Las plantas CIN1 presentaron una acumulacién especifica de los azticares
fosforilados glucosa-6-fosfato y fructosa-6-fosfato, que son carbohidratos
intermediarios del metabolismo primario. Ademads, también se observé un
incremento significativo en los niveles de acidos organicos y compuestos
fendlicos (Tabla 2.4). Los aminodcidos mostraron respuestas diferentes,
destacando los niveles de asparragina que eran significativamente superiores en

las plantas CIN1 que en la WT.

161



RESULTADOS

Con el fin de determinar el grado de autocorrelacion entre los distintos
metabolitos analizados, se realiz6 un analisis de componentes principales o
PCA (del inglés, Principal Component Analysis) considerando solamente los
metabolitos que presentaban diferencias significativas entre lineas y tratamiento
de acuerdo con la prueba t de Student (P<0,05). A pesar de que, en condiciones
control, las dos lineas CIN1 analizadas estaban asociadas dentro del mismo
cluster que la WT, al final del periodo de estrés hidrico se separaban de la WT
en un cluster claramente diferenciado. El hecho de que las plantas CIN1I
sometidas a estrés hidrico se encontraran entre el cluster en condiciones control
y el cluster de la WT en condiciones estresantes (Componente Principal 1, PCI)

indicaba que dichas plantas se vieron menos afectadas por la sequia.
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Figura 2.20.- Analisis de componentes principales (PCA) a partir del perfil metabolémico en hojas maduras
de plantas de tomate WT y 2 lineas que sobreexpresan el gen CINI cultivadas en condiciones control
(marcadores redondos) o sometidas a 7 (marcadores triangulares) o 9 (marcadores rémbicos) dias de estrés
hidrico
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DISCUSION

Este capitulo tiene como objetivo la caracterizaciéon fisiolégica y
bioquimica de la repuesta al estrés hidrico de plantas de tomate que

sobreexpresan la invertasa extracelular CINT.

1.- La sobreexpresion del gen CIN1 reduce el uso de agua, mantiene la

fotosintesis e incrementa el WUE en condiciones de estrés hidrico

La sobreexpresion del gen CINI1 increment6 significativamente la
actividad cwInv en hojas de plantas de tomate sometidas a estrés hidrico
durante la fase de crecimiento vegetativo (Fig. 2.11C). Aunque no se observaron
diferencias significativas en biomasa, las plantas transgénicas fueron capaces de
mantener las relaciones hidricas y la fotosintesis durante el periodo de sequia,
aumentando significativamente el uso eficiente del agua (WUE), presuntamente

a través de una mejor regulaciéon estomaética (Fig. 2.8).

Los estomas juegan un papel primordial en el control de la pérdida de
agua y en el intercambio gaseoso en las hojas, siendo cruciales para la
adaptacion de las plantas a las variaciones en las condiciones medioambientales
(Li et al., 2013). Un adecuado control estomético podria incrementar el uso
eficiente del agua, manteniendo el crecimiento y la productividad en
condiciones de estrés hidrico (Osakabe et al., 2013). En este sentido, las plantas
CIN1 fueron mas eficientes en el control y mantenimiento de la conductancia
estomética durante el periodo de estrés hidrico, ya que mostraron una menor
transpiraciéon acumulada y un incremento del WUE (Fig. 2.8). Anteriores
estudios con plantas de tomate muestran una importante aclimatacion al estrés

hidrico mediante un incremento en el WUE a través de modificaciones en la
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conduccién estomatica (Galmés et al., 2013). De acuerdo con esto, se ha
demostrado que la degradacién de la sacarosa juega un papel importante en la
funcién de las células guarda estomaticas con impacto en el WUE (Antunes et
al., 2012). Se han hecho estudios con plantas de Arabidopsis transgénicas que
sobreexpresan un receptor de ABA, asi como aplicaciones exégenas de esta
hormona y con ello disminuye la conductancia estomdtica y aumenta el WUE,

incrementando con ello la tolerancia al estrés hidrico (Astacio & van lersel,

2011; Zhao et al., 2013).

1.1.- Las plantas CIN1 son capaces de ajustar mejor las relaciones fuente-sumidero en
condiciones de estrés, manteniendo la tasa fotosintética y reduciendo la senescencia

foliar

Muchos estudios han demostrado que el aumento de la resistencia
estomdtica durante el periodo de déficit hidrico es el principal factor limitante
de la fotosintesis (Chernyad'ev, 1997), y que el transporte de asimilados a través
del floema es fundamental para el intercambio gaseoso (Nikinmaa et al., 2013).
Se ha descrito que la acumulacién de asimilados en tejidos fuente en
condiciones de estrés hidrico y salino, también limitan directamente la
fotosintesis (conocido como efecto de “retro-inhibicién”) (Balibrea et al., 2000;
Stitt, 1991). Este efecto de retro-inhibicién también se ha observado en ensayos
llevados a cabo en ausencia de estrés, en plantas crecidas en medios de cultivo
liquidos con cantidades elevadas de asimilados (Hill et al., 2011). Esta inhibicién
de la fotosintesis como consecuencia de la acumulacién de carbohidratos podria
tener dos causas, o bien los dafios mecanicos ocasionados por los granulos de
almidén o la limitacion de fésforo debido a la inhibicion de la sintesis de
sacarosa (Stitt, 1991). Ademas, la alteracion de la homeostasis debida al estrés

da lugar a una serie de sefiales de reduccién-oxidacién (redox) que causan
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rapidos cambios en la transcripcién de genes que codifican los fotosistemas I y
I1. Los productos finales de sintesis pueden ejercer un control a corto plazo en el
metabolismo a través del reciclaje de fésforo inorganico. Mas alla de esto, la
acumulacién de carbohidratos en las hojas cuando hay un desequilibrio entre la
fuente y el sumidero a nivel de toda la planta, puede llevar a una disminucién
de la expresién de genes fotosintéticos y a una senescencia acelerada de la hoja.
(Paul & Foyer, 2001). Recientemente, se ha demostrado que el mecanismo de
tolerancia a la sequia en tomate se refleja en los pardmetros de emision de
fluorescencia de clorofilas (Mishra et al., 2012). En relacién a esto, las plantas
CIN1 presentaron una mayor tasa fotosintética (Fig. 2.7A) y mayor fluorescencia
de clorofilas (Fig. 2.5) que las plantas silvestres en condiciones de estrés hidrico,
debido, probablemente, a una mejor coordinacién del transporte de asimilados
entre tejidos fuente y sumidero, donde las invertasas juegan un papel
fundamental, manteniendo el crecimiento y retrasando la senescencia foliar.
Asimismo, el anélisis de la ultra-estructura celular en las hojas de las plantas
CIN1 puso de manifiesto la presencia de granulos de almidén mas grandes y
bien diferenciados que en las plantas silvestres (Fig. 2.10), lo que sugiere que
una adecuada regulacion del ciclo de sintesis y degradaciéon del almidén podria
ser una manera de modular las respuestas al estrés en las plantas transgénicas
(Sulpice et al., 2009), maximizando la eficiencia en el uso del carbono y evitando
problemas de retro-inhibicién fotosintética al insolubilizar el exceso de aztcares

ante una posible disminucién del transporte hacia los sumideros.

2.- La sobreexpresién del gen CIN1 altera los flujos metabdlicos en la hoja

Como ya se ha puesto de manifiesto anteriormente, incrementar la
tolerancia de las plantas al estrés abi6tico requiere una utilizaciéon éptima de los

hidratos de carbono disponibles y un mantenimiento de los flujos metabdlicos
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para el crecimiento y desarrollo. La sobreexpresion del gen CIN1 dio lugar a un
fuerte aumento de la actividad cwlnv tanto en condiciones de riego normal
como en condiciones de estrés hidrico en todas las plantas transgénicas con
respecto a las plantas control no transformadas (Fig. 2.11C). Sin embargo, las
actividades cytInv y vaclnv asi como SS no variaron significativamente (Fig.
2.11A, B y D), por lo que no parece que exista un efecto compensatorio sobre
otras actividades sacaroliticas. Curiosamente, a pesar de la mayor actividad
cwlnv, los contenidos de glucosa y fructosa en hojas de plantas CIN1 fueron
menores que en plantas silvestres (Fig. 2.9), como ya se habia observado
anteriormente en plantas transgénicas de tabaco que sobreexpresaban el gen
CIN1 bajo el control de un promotor inducible por senescencia (Lara et al.,
2004). Este hecho apoya el incremento de sintesis de almidén y su posible papel

regulador en el control del exceso de asimilados y retraso de photoinhibicién.

2.1.- En condiciones de estrés hidrico se produce una de-represion de la actividad

invertasa extracelular en plantas CIN1

Debido al papel clave de las invertasas, sus actividades deben ser
estrictamente reguladas para asegurar un adecuado desarrollo asi como una
respuesta apropiada a sefiales internas y externas (Ruan et al., 2010). La
regulacién post-transcripcional por los inhibidores de las invertasas (InvInh) es
particularmente relevante en el caso de la cwlnv ya que esta proteina es
intrinsecamente estable, debido a que es una proteina glicosilada. Sin embargo,
s6lo recientemente se ha demostrado la funcionalidad in vivo y la importancia
tisiolégica de estos inhibidores proteinicos en el crecimiento, desarrollo y las
respuestas al estrés (Bonfig et al., 2010; Jin et al., 2009; Khodakovskaya et al.,
2010). Los resultados del andlisis de la actividad inhibitoria parecen indicar que

estas pequefias proteinas son importantes reguladores de la actividad cwInv en
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plantas transformadas con el gen CIN1. En ausencia de estrés, la sobreexpresion
del gen CINI en hojas de tomate dio lugar a un fuerte incremento en la
actividad del Invinh (Fig. 2.12), que contrarresta la elevada actividad en extracto
de la cwInv (Fig. 2.11C). Por el contrario, en condiciones de estrés hidrico se
produce una de-represion de la actividad cwInv en las plantas CINI. Esta de-
represiéon post-transcripcional también ha sido descrita en plantas de
Arabidopsis infectadas con Pseudomonas syringae (Bonfig et al., 2010), asocidandose
una induccién local de la fuerza sumidero con la respuesta al estrés. Ademas,
en plantas transgénicas de Arabidopsis que codifican un gen de un Invinh
(At3g17225), aplicaciones exdgenas de ABA tuvieron un impacto en la
estabilidad de los transcriptos del Invinh, lo cual sugiere que las hormonas
vegetales también pueden jugar un papel importante en la regulacién de los
InvInhs, y, por tanto, en la actividad invertasa final (Koh et al., 2008). Por tanto,
parece que existe una relacion estrecha entre la invertasa extracelular y su
inhibidor que depende de las condiciones de cultivo: un exceso de enzima en
condiciones control induce su inactivaciéon, mientras que en condiciones de
estrés cuando la expresion estd reprimida, disminuyen los niveles del inhibidor

proteico. Conocer la naturaleza de dicha regulacion resultaria de gran interés.

El mantenimiento de los flujos metabdlicos en plantas CINI en
condiciones de estrés hidrico se asoci6 a un incremento en los niveles de
azacares intermediarios fosforilados (fructosa-6-fosfato y glucosa-6-fosfato)
(Fig. 2.9) y a la induccién de enzimas clave del metabolismo del carbono,
favoreciendo con ello un adecuado flujo de energia para procesos de
crecimiento y desarrollo en condiciones limitantes (Fig. 2.14). Como ya se sabe,
el estrés hidrico reduce la tasa fotosintética e induce la acumulaciéon de
carbohidratos solubles en agua. Estos cambios se acompafian por la alteracion
en los niveles de expresion de genes sensibles a la sequia, como HXK y FK (Xue

et al., 2008). Por el contrario, en plantas transformadas con el gen CINI, la
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aplicacién del estrés hidrico dio lugar a un aumento en la actividad de dichas
enzimas en comparacion con las plantas silvestres (Fig. 2.14A,B). En plantas de
maiz también se ha conseguido demostrar que existe una relaciéon entre la
actividad enzimética de HXK con una mayor tolerancia al estrés hidrico (Zhou
et al., 2013). La enzima FK se ha identificado como una proteina inducida por el
estrés hidrico en plantas de girasol (Fulda et al, 2011) y en plantas de
Arabidopsis (Bianchi et al., 2002), mostrando un papel protector a través de la
biosintesis de osmolitos y/o de la eliminacién de ROS en dichas condiciones

(Fulda et al., 2011).

Conjuntamente las enzimas UDP-glucosa pirofosforilasa (UGPasa),
fosfoglucomutasa (PGM), glucosa-6-fosfato dehidrogenasa (G6PDH) y aldolasa
mostraron un comportamiento similar (Fig. 2.14C-F), de forma que, en
condiciones de estrés hidrico, las plantas CIN1 fueron capaces de mantener los
niveles de actividad de dichas enzimas respecto de las condiciones no
estresantes. La enzima UGPasa juega un papel clave en el crecimiento y
desarrollo vegetal y la biosintesis de la pared celular secundaria (Wang et al.,
2011). Ciereszko et al, (2001) observaron que el estrés abiético afectaba a la
expresion de los genes de UGPasa en Arabidopsis (Ciereszko et al., 2001), dando
lugar a una rapida acumulaciéon de azicares (Sowokinos et al., 1997). En este
sentido, la disminucién de la actividad UGPasa en las plantas silvestres como
consecuencia del estrés hidrico (Fig. 2.14C) podria estar relacionada con
procesos de retro-inhibicion como consecuencia de la baja utilizacién de los
carbohidratos, mientras que las plantas CINI, con un mayor flujo metabdlico,

fueron capaces de mantener la actividad de dicha enzima.

Tradicionalmente se asume que dentro de las células heterétrofas, la
glucosa-6-fosfato es transportada desde el citosol al cloroplasto (Tauberger et

al., 2000). Este transporte requiere una conversion intraplastidial de glucosa-6-
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fosfato a glucosa-1-fosfato mediada por la PGM. El estrés abidtico ocasiona una
reduccion de la expresion de genes de PGM (Wen et al., 2010). En este sentido,
en las plantas transformadas con el gen CINI se mantuvo la actividad PGM
durante el periodo de estrés hidrico, conservandose, de esta forma, el flujo de
energia de la planta (Fig. 2.14D). En estudios con mutantes de Arabidopsis
deficientes en PGM se ha observado una acumulacién transitoria masiva de
almidén y un crecimiento mas lento que las plantas silvestres, subrayando la
importancia del flujo del carbono fotosintético (Caspar, 1985; Malinova et al.,
2011; Vriet et al., 2010). Por el contrario otros trabajos han demostrado que la
deficiencia en esta enzima causaba fallos en la sintesis de almidén en hojas de
Arabidopsis thaliana y Nicotiana sylvestris. Por otro lado, la mayor actividad
G6PDH observada en plantas CIN1 en condiciones de estrés hidrico en
comparacion con plantas no transformadas (Fig. 2.14E) podria deberse a una
mayor disponibilidad de NADPH, como se ha sugerido en plantas de tabaco,
donde la sobreexpresiéon de dicha enzima daba lugar a una mayor tolerancia a

diferentes tipos de estreses, entre ellos a la sequia (Scharte et al., 2009).

La aldolasa es una enzima que participa en la glucdlisis y, por tanto, su
funcién es proporcionar energia. Al igual que en las otras actividades
enzimaticas, la expresion de aldolasa se reduce en condiciones de sequia (Gong
et al., 2010), observandose este efecto también en plantas de Arabidopsis (Kilian
et al., 2007). Por ello, el hecho de que las plantas CINI mantengan la actividad
aldolasa en condiciones de estrés hidrico (Fig. 2.14F) se asocia a procesos de

tolerancia ya que permite a la planta seguir obteniendo energia.

Tiene especial relevancia la actividad PFK, enzima reguladora clave de la
glicolisis de la planta. En ausencia de estrés la actividad PFK fue mayor en las
plantas silvestres que en las plantas transgénicas (Fig. 2.14G), mientras que la

aplicacion de estrés hidrico supuso una reduccién importante de la actividad de
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esta enzima en todas las plantas evaluadas, siendo significativamente menor en
plantas transformadas con el gen CINI. A pesar de la poca informaciéon que
muestra la bibliografia en relaciéon con el estrés hidrico, si se ha visto una
relacion de la actividad PFK con procesos de tolerancia a hipoxia en plantas de

Arabidopsis (Hwang et al., 2011).

2.2.- Las plantas CIN1 acumulan solutos compatibles que contribuyen al ajuste

osmotico en condiciones de estrés hidrico

Las plantas sometidas a estrés hidrico acumulan solutos compatibles que
contribuyen al ajuste osmético, como acidos organicos, acidos inorganicos,
azucares, aztcares-alcohol y aminoécidos libres (Akinci & Losel, 2012). El perfil
metabolémico (Tabla 2.4) revel6 que las plantas CIN1 acumularon &cidos
organicos durante el periodo de estrés, principalmente acido citrico, treénico y
galacturdnico. Recientemente también se han descrito incrementos en 4cidos
orgénicos en condiciones de estrés hidrico en plantas de tabaco transformadas
con el gen IPT, que codifica la enzima clave en la biosintesis de CKs isopentenil-
transferasa, y que mostraron una mayor tolerancia asociada a un incremento en
los niveles de CKs (Merewitz et al., 2012). Ademas, las plantas CIN1 también
presentaron incrementos significativos en &cido shikimico y compuestos
fendlicos al final del periodo de sequia, que podrian estar asociados a una
mayor tolerancia. De hecho, en plantas de tomate cherry muy sensibles al estrés
hidrico se ha descrito una inhibiciéon de la ruta metabdlica del shikimato asi

como una reduccién de &cido cafeoilquinico y otros compuestos fendlicos

derivados (Thauer, 1988).

Aunque el estrés hidrico se ha asociado a una pérdida neta de proteinas

en hoja, acumulandose aminoécidos libres (Bauer et al., 1997), en el caso de las
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plantas CIN1, el incremento en los niveles de aminoacidos debe ser considerado
como una respuesta activa frente al estrés, y no como una consecuencia de la

des-regulacion metabdlica.

3.- La sobreexpresion del gen CIN1 da lugar a la activacién de mecanismos

enzimdticos antioxidativos en condiciones de estrés hidrico

Uno de los cambios metabdlicos inducidos en situaciones de estrés
hidrico, pero también como consecuencia de otros tipos de estrés tanto bidtico
como abidtico, es la imposicion de un estrés oxidativo (Faize et al.,, 2011;
Hernandez et al., 1993; Herndndez et al., 2004; Karpinski et al., 1999; Moran et
al., 1994). La generacion de ROS en cloroplastos de plantas sometidas a un
déficit hidrico esta relacionado con el cierre de estomas, disminuyendo por lo
tanto la concentracion de CO: e inhibiendo la cadena de transporte de
electrones y, por tanto, no regenerando aceptores electronicos finales (NADP+ y
ADP), lo que favorece la cesién de electrones al O, produciendo Oz°- y H20x.
Estas especies son algunas de las moléculas més dafiinas en las plantas, capaces
de inducir grandes perjuicios a nivel celular, dando lugar a dafio en la
membrana, oxidacion de proteinas, y alteracion del ADN (Halliwell, 2000). Para
hacer frente a la toxicidad de ROS, las plantas han desarrollado mecanismos
antioxidantes eficientes. Entre ellos nos encontramos defensas enziméticas que
incluyen la superéxido dismutasa (SOD) vy la peroxidasa total (POX) (Asada,
1999; Faize et al., 2011, Noctor & Foyer, 1998). Los cloroplastos son
especialmente sensibles al dafio por ROS, porque los electrones que escapan de
la cadena de transporte de electrones fotosintético son capaces de reaccionar
con concentraciones relativamente altas de Oz en este orgénulo (Foyer, 1994), lo

cual disminuye la tasa de fotosintesis, afectando al crecimiento de la planta.
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En las plantas silvestres, el estrés hidrico provocé una reduccion en la
actividad SOD del 42% en el apoplasto y del 20% en simplasto, mientras que en
las lineas transformadas con el gen CIN1 se observ6 una tendencia generalizada
al mantenimiento de la actividad enzimatica en ambos compartimentos,
especialmente en SOD apoplastica (Tabla 2.2), lo cual se relaciona con la
acumulaciéon de SOD en condiciones de estrés salino en este compartimento
(Hernandez et al., 2001). De forma similar, la sobreexpresion de SOD citosolica
de espinaca en plantas de tabaco (Faize et al., 2011) y SOD de tomate en plantas
de pimiento (Chatzidimitriadou et al., 2009) se han relacionado con un menor
dafio oxidativo en condiciones de estrés hidrico, incrementando la tasa

fotosintética y el WUE.

Por otro lado, tanto los andlisis enzimaticos como el estudio proteémico
revelaron que la aplicaciéon de estrés hidrico inducia la expresiéon de POX,
especialmente en las lineas transgénicas seleccionadas, lo cual parece estar
relacionado con su mayor capacidad para eliminar el exceso de ROS (Ahsan et
al., 2007). De hecho, POX desempefia un doble papel dentro de las plantas en
condiciones de estrés hidrico, regulando la homeostasis del HxO. y la
transduccion de la sefial del H2O2 en las células que median el control
estomatico en respuesta al estrés por sequia (Meinhard et al., 2002). En plantas
de Arabidopsis transformadas con el gen POX se ha demostrado una mayor
resistencia al estrés hidrico que las plantas silvestres no transformadas, asociada

a un mayor control de la transpiracion foliar (Miao et al., 2006).
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3.1.- Frente al estrés hidrico, las plantas CIN1 mantienen un elevado estado reducido
del glutation asi como los niveles de a-tocoferol, que son mecanismos no enzimdticos

de proteccion antioxidativa

En la defensa de las plantas frente al estrés oxidativo también participan
mecanismos no enzimaticos como el glutation y el a-tocoferol (Hernandez et al.,
2000). Los niveles de glutation reducido (GSH) en condiciones de estrés hidrico
fueron mayores en las plantas CIN1 que en las plantas silvestres (Fig. 2.16). Al
igual que en nuestro ensayo, un estudio reciente ha descrito que plantas de
tomate pre-tratadas con arginina eran mads tolerantes al estrés hidrico,
observandose de forma paralela un aumento del GSH (Nasibi et al., 2011). Por
tanto, es posible que en las plantas silvestres no se produzca una regeneracion
adecuada de la GSH porque la actividad glutation reductasa (GR) disminuye o
porque disminuye la biosintesis de GSH, y esto se traduce en un incremento del

glutatiéon oxidado.

Las rutas de biosintesis de compuestos isoprenoides también responden al
déficit hidrico (Abbasi, 2007). El a-tocoferol es un importante agente
antioxidante que posee la propiedad de proteger a los 4cidos grasos
poliinsaturados de las membranas y otras estructuras celulares de la
peroxidacion lipidica (Abbasi, 2007). La aplicaciéon de estrés hidrico condujo a
un aumento en la concentracion de a-tocoferol en hojas de tomate,
especialmente en la linea CINI-91, poniendo de manifiesto una mayor
proteccion frente a dafios oxidativos (Fig. 2.17). Se sabe que el aumento de los
niveles de a- tocoferol es una respuesta comun en plantas resistentes a la sequia
(Lushchak & Semchuk, 2012). En un estudio comparativo entre Solanum
lycopersicum y otra especie de tomate silvestre resistente al estrés hidrico,
Solanum chilense se ha visto que el estrés hidrico conducia a un importante

incremento de a-tocoferol en la especie silvestre (Loyola et al., 2012).
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Por otro lado, la pérdida de electrolitos es un buen indicador de lesiones
en las membranas. Este efecto de dafio en membranas se ha observado en
diferentes especies sometidas a estrés por sequia como en Populus (Xiao, 2009) y
en plantas de tabaco (Faize et al., 2011). Otros estreses abidticos, como el salino
y el estrés por altas temperaturas, también ocasionan cambios en la pérdida de
electrolitos en hojas de tomate, aumentando de forma proporcional e a las
concentraciones de NaCl (Manaa et al., 2011) y a la temperatura (Kang et al.,
2009; Yang et al., 2009). Nuestro estudio mostr6é que, si bien el estrés hidrico
provocod un aumento general en la pérdida de electrolitos, dicho aumento fue
significativamente menor en plantas transformadas con el gen CIN1 (Fig. 2.18),
lo cual indica una mayor capacidad para mantener la integridad de las

membranas celulares en condiciones de estrés hidrico.

Una posible relacién entre el metabolismo antioxidativo y el metabolismo
de los hidratos de carbono podria ser la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, que
es esencial para el mantenimiento del equilibrio redox celular y tiene un papel
importante en las respuestas de las plantas al estrés hidrico y salino (Dal Santo
et al, 2012). Debido probablemente al mecanismo de regulaciéon post-
traduccional, implicado en la activacion de esta enzima, las actividades

medidas no reflejan la situacion in vivo.

4.- El estrés hidrico provoco una induccion de proteinas asociadas con procesos

de tolerancia en plantas CIN1

El analisis proteémico puede ayudar en el esclarecimiento de importantes
procesos en las plantas en respuesta a diversos tipos de estrés abiético (Hakeem
et al., 2012). Una de las estrategias utilizadas para aumentar la tolerancia al

estrés abiotico de las plantas es sobreexpresar genes que son inducidos después
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de dicho estrés, tales como quitinasas y glucanasas (Alexander et al., 1993; JK &
BK., 2006). El estudio proteémico revel6 una fuerte inducciéon de quitinasa en
plantas que sobreexpresan el gen CIN1 (Tabla 2.3). La induccion de la expresion
de quitinasa se ha visto previamente en las especies Lycopersicum chilense and L.
esculentum sometidas a estrés hidrico (Yu et al., 1998). Ademads, se ha
encontrado una correlaciéon entre la expresion del gen de la quitinasa y el
potencial hidrico foliar durante el estrés por sequia (Yu et al., 1998). Diversos
estudios han demostrado que las serin proteasas de la familia de enzimas
proteoliticos del tipo subtilisina de Arabidopsis thaliana incrementan después de
un tratamiento con jasmonato y cadmio, sugiriendo que estas proteasas son
responsables de la tolerancia al estrés (Golldack et al., 2003). En relacién a esto,
en plantas CIN1 se observ6 una induccién de las serin proteasas tipo subtilisina
en presencia de estrés hidrico. Estas proteinas también estan relacionadas con la

tolerancia al estrés salino en plantas de Arabidopsis (Liu et al., 2007).

Por lo tanto, en nuestro caso confirma una alta expresion de una isoforma
POX en plantas CIN1 y otras proteinas relacionadas con la respuesta de defensa
de las plantas: quitinasa y proteasas tipo subtilisina. Esto podria estar
relacionado con el rendimiento de las diferentes lineas CIN1 y la pérdida de
electrolitos (estabilidad de la membrana) durante el periodo de sequia. En este
sentido, el dafio de la membrana celular en condiciones de sequia fue mas
severa en plantas silvestres y en el fenotipo CINI-8 que en las otras lineas CIN1

analizadas.
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5.- La expresién del gen CIN1 modifica el perfil hormonal de la hoja

Las respuestas al medio ambiente y la regulacién de los patrones de
crecimiento implican extensas interacciones entre el metabolismo de los
carbohidratos, la utilizaciéon de las reservas, y el balance hormonal de las
plantas (Gibson, 2004; Wingler & Roitsch, 2008). Estreses abitticos como la
sequia provocan cambios metabdlicos que van, desde la sintesis de cantidades
limitadas de metabolitos especializados, a grandes cambios en la composicion
de metabolitos primarios, asi como muchas otras respuestas fisiologicas
(Verslues & Juenger, 2011). Dado que el déficit hidrico da lugar a un
agotamiento de productos fotosintéticos, la interaccién entre las hormonas
vegetales y el metabolismo de los carbohidratos puede ser considerada como un
factor clave en la respuesta de las plantas a los estreses abitticos. De hecho, las
invertasas parecen estar estrechamente reguladas por fitohormonas como parte
de un mecanismo integrado y coordinado para controlar el crecimiento y el
desarrollo en condiciones de estrés (Roitsch, 1999). En consecuencia, cambios en
la concentracién de fitohormonas pueden ser responsable de la reduccién de las
actividades sacaroliticas en condiciones de estrés o viceversa, conocido como un
efecto de retro-inhibicién, y, especialmente, parece existir un antagonismo entre

las CKs y el etileno (Albacete et al., 2008; Roitsch et al., 2003).

5.1.- La t-Z parece ser una sefial positiva en el retraso de la senescencia foliar en

plantas CIN1 sometidas a estrés hidrico

Varios mecanismos fisiol6gicos parecen estar implicados en la regulacion
de la distribucién de asimilados en condiciones de estrés abiético (Cramer et al.,
2011), mientras que la disminucién en la concentracion de CKs en raiz,

asociada a cambios en la actividad cwInv han sido implicados previamente
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(Albacete et al., 2008). Por lo general, los estreses abiéticos disminuyen las
concentraciones de ciertas CKs que estimulan el crecimiento expansivo y
previenen el envejecimiento prematuro de las hojas (Pérez-Alfocea et al., 2011).
Se ha demostrado que la sobreexpresion del gen CINI bajo el control del
promotor asociado a la senescencia SAG12, incrementaba la fuerza de los tejidos
fuente y retrasaba la senescencia natural en hojas de tabaco, e identific6 la
cwlnv como un componente esencial del retraso de la senescencia mediado por
CKs (Lara et al., 2004). En este sentido, el retraso de la senescencia foliar
observada en plantas transformadas con el gen CIN1 en condiciones de sequia,
podria ser explicado por los elevados niveles de t-Z en hojas, la CK més activa
en plantas de tomate (Fig. 2.15). De hecho, la tolerancia a la sequia observada en
plantas de tabaco que sobreexpresaban el gen IPT, que codifica una enzima
clave en la ruta de biosintesis de CKs, isopentenil transferasa, se asocié con el
retraso de la senescencia debido a mayores niveles de CKs (Rivero et al., 2007).
Ademas, plantas de arroz que sobreexpresan el gen IPT bajo el promotor SARK,
un promotor inducido por el estrés y por la maduracién, mostraron mayor
tolerancia al estrés hidrico y mayor rendimiento debido a modificaciones

fuente-sumidero mediadas por CKs (Peleg et al., 2011).

5.2.- El precursor del etileno ACC parece ser una seiial negativa para el crecimiento y

la tolerancia al estrés hidrico

El etileno ha sido considerado durante mucho tiempo una hormona
relacionada con el estrés que interviene en la senescencia foliar en condiciones
de déficit hidrico (Munné-Bosch & Alegre, 2004), probablemente por inhibicién
de la actividad cwInv (Ghanem et al., 2008). Se ha observado una activacién de
la biosintesis de etileno en plantas de tomate sometidas a diferentes condiciones

de estrés abidtico como la sequia (Aroca et al., 2012; Liang, 2003; Sozzi et al.,
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2000). Las plantas CIN1 presentaron una disminucién general del precursor de
etileno ACC en comparaciéon con las plantas silvestres al final del periodo de
estrés hidrico (Fig. 2.15). Dado que cwlnv parece activar el metabolismo del
carbono (Lara et al., 2004), lo cual reprime la biosintesis de etileno (Mayak &
Adam, 1984), la senescencia foliar podia ser retrasada ademas por la reducciéon

en los niveles de etileno.

Tanto el IAA como el ABA son otras dos importantes hormonas que
parecen tener un papel en la regulaciéon de la actividad cwInv en condiciones de
estrés abidtico (Albacete et al., 2008; Yang et al., 2004). Sin embargo, nuestros
resultados mostraron que ABA e IAA no parecen ser los principales factores
hormonales desencadenantes de la respuesta de las plantas CINI al estrés

hidrico.

Los resultados de este estudio muestran que, aunque el promotor
utilizado deberia proporcionar expresion predominante en el desarrollo de los
frutos de tomate, ya en la fase vegetativa las plantas de tomate CIN1 mostraban
una mayor tolerancia a las condiciones de estrés abiético. Probablemente, una
débil expresion vegetativa de CIN1 era suficiente para conferir este importante
rasgo. Es importante destacar que el aumento de la tolerancia a la sequia no
estaba acompafiado con una reduccién del estado fisico de la planta en
condiciones 6ptimas de crecimiento. El hallazgo de que el uso eficiente del agua
puede ser mejorado en plantas de tomate sometidas a estrés hidrico mediante la
sobreexpresion del gen CIN1, indica que la cwInv juega un papel fundamental
en la tolerancia al estrés hidrico. Las plantas podrian adaptarse a las
condiciones de déficit de hidrico a través de una reduccién de disipacién de
energia, aumentando con ello la provision de ATP y reduciendo el dafio
oxidativo. Los resultados presentados en este estudio son muy alentadores ya

que la mejora del uso eficiente del agua en condiciones hidricas limitantes,
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podria contribuir al desarrollo de nuevas variedades de tomate sin pérdidas
significativas de rendimiento en 4reas horticolas de gran importancia
econdmica, como es el Sureste espafiol, donde la cantidad y calidad del agua de

riego es, por lo general, muy baja.
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La Agricultura supone mas del 70% del consumo de recursos hidricos, y,
en muchas partes del mundo, los niveles de utilizacién agricola son incluso
mayores, llegando al 80%. Esto junto con el rdpido crecimiento poblacional que
se estd experimentando durante estos ultimos afios, el deterioro de muchas
tierras de cultivo debido a practicas insostenibles, y los efectos del cambio
climético hacen que, ahora mdas que nunca, sea crucial desarrollar y mejorar la

eficiencia y sostenibilidad en el uso del agua.

Debido al gran problema que supone para la Agricultura la escasez de
recursos hidricos, la mejora convencional y/o biotecnolégica de los cultivos
mediante seleccion de caracteres relacionados con la tolerancia a la sequia y el
uso eficiente del agua (WUE), es cada vez mas necesaria. En nuestro pais, el
cultivo del tomate destaca tanto por su importancia econdmica como por
representar un elevado consumo de recursos hidricos, de manera que cualquier
mejora en el WUE tendria un gran impacto socioeconémico y medioambiental.
Aunque el cultivo de tomate en invernadero reduce en un 70% el consumo de
agua con respecto al cultivo al aire libre, las pérdidas de agua por transpiracion
son muy elevadas en relacién a la cantidad de biomasa producida, de manera
que en el mejor de los casos tan s6lo se producen unos 25 g de fruto por litro de
agua consumido (Reina-Sanchez et al., 2005; Soria & Cuartero, 1997). Se estima
que un incremento de un 10% en el WUE en este cultivo podria suponer, en la
Region de Murcia, un ahorro de mas de 1,1 hm3 de agua de riego, cantidad
equivalente a los requerimientos anuales de una poblacién de 20.000 habitantes
(WWE-ADENA, 2005). Algunos estudios se han enfocado en el incremento del

WUE en el cultivo de tomate, a través del control del déficit hidrico ambiental
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para reducir las tasas de transpiracion (Romero-Aranda & Longuenesse, 1995;
Romero-Aranda et al, 2002). Desde un punto de vista agronémico, la
disminucién de la evaporacion del suelo es un factor crucial en los esfuerzos
para mejorar el WUE en condiciones mediterraneas, de forma que un ciclo de
cultivo corto parece ser un factor muy relevante (Tambussi et al., 2007). Sin
embargo, atin sigue sin explotar la elevada variabilidad genética que existe en
las especies silvestres de tomate (Foolad, 2007). De ahi el interés en seguir
profundizando en los mecanismos fisiolégicos implicados en el WUE, tanto en
la raiz como en la parte aérea, asi como en la btsqueda de alternativas mas
directas e inmediatas, como puede ser el uso de los portainjertos, para mejorar

el WUE en tomate.

La utilizacion de portainjertos permite explotar directamente la
variabilidad genética existente en especies silvestres para mejorar variedades
comerciales de alto interés. En el caso del WUE, la comunicacion hidraulica,
nutricional y hormonal de la raiz con la parte aérea permitiria alterar procesos
tisiol6gicos con influencia directa en WUE, tales como éarea foliar, fotosintesis,
conductancia estomética y produccién de fruto. En este capitulo se pretende
estudiar y validar esta posibilidad mediante la identificacién y explotacién de
variabilidad genética existente en una poblacion de lineas recombinantes entre

el tomate cultivado y una especie silvestre.
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Se llevaron a cabo tres experimentos dentro del ensayo de mejora del uso
eficiente del agua en plantas de tomate, la primera realizada en camara de
cultivo con condiciones controladas (Ensayo 1), y las dos tltimas realizadas en

invernadero (Ensayos 2y 3).

1.- ENSAYO 1: VARIACION GENETICA DEL USO EFICIENTE DEL
AGUA EN UNA POBLACION RECOMBINANTE DE TOMATE

1.1.- Material vegetal

El material genético utilizado para el Ensayo 1 fue un subconjunto de 34
lineas seleccionadas de una poblacion F8 recombinante (RILs, del inglés
Recombinant Inbred Lines) de 164 lineas en total, derivada de un cruce
interespecifico entre Solanum lycopersicum (cv. Moneymaker) y Solanum
pimpinellifolium (acc. TO-937) (Imagen 3.1) (Alba et al., 2009), proporcionadas
por el Dr. Rafael Fernandez Mufioz, del Instituto de Hortofruticultura
Subtropical y Mediterrdnea "La Mayora" (IHSM) perteneciente a UMA_CSIC.
Las lineas seleccionadas se especifican en la Tabla 3.1. S. pimpinellifolium es un
pariente cercano del tomate cultivado y tiene plantas esbeltas con pequefias

hojas y muy pequefios, pero comestibles, frutos.

La poblacién de 164 lineas RIL se obtuvo por retrocruzamiento. Una
poblacién RIL permite realizar un mapeo genético de las plantas. Las
poblaciones de mapeo con el mayor contenido de informacién son aquellas
obtenidas a partir del cruzamiento entre dos individuos homocigotos
contrastantes. En las plantas F1 obtenidas, el desequilibrio de ligamiento es

maximo, y las poblaciones derivadas a partir de estas plantas F1 procuran
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explorar este desequilibrio. Por tanto este tipo de poblaciéon permite mezclar
los genes (y por lo tanto, los rasgos) de los dos parentales dejando a la mayoria
de ellos en homocigosis. La enorme variabilidad genética lograda puede ser
atil tanto parala vinculacion genética, como también para estudios
tisiol6gicos. En nuestro caso, siempre con las plantas que presentan variadas
combinaciones de rasgos relacionados con el uso del agua como la biomasa, el

area foliar y, posiblemente, las bases hormonales de estas caracteristicas.
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Imagen 3.1.- A. Construcciéon de la poblacién RIL (164 lineas en Fs) obtenida del cruzamiento
interespecifico entre Solanum lycopersicum (cv. Moneymaker) y Solanum pimpinellifolium (acc. TO-937).
B. Fotografia tomada de los parentales, generaciéon F1 y generaciéon F8. Por cortesia del Dr. Rafael
Fernandez Mufioz perteneciente al IHSM La Mayora UMA_CSIC.

Las lineas seleccionadas fueron aquellas que presentaban los valores mas
altos y mas bajos de parametros relacionados con (i) el vigor de la planta como
la biomasa, la altura, la superficie foliar y el calibre del tallo, y con (ii) el estado
hidrico como el contenido relativo de agua en hoja y la conductancia

estomatica.

Tabla 3.1.- Cuadro de las lineas RIL seleccionadas.

PARENTALES F, RIL Fg

2 59 91 124
9 65 92 143
Solanum lycopersicum 1 6 94 e
(cv. Moneymaker) 14 63 5% el
17 70 109 164
Solanum pimpinellifolium 20 73 111 175
(acc. TO-937) 30 77 112 179

38 85 120

45 88 121
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1.2.- Diseiio experimental
1.2.1.- Condiciones de crecimiento

Las 34 lineas RIL seleccionadas siguiendo los criterios citados
anteriormente, se estudiaron en 7 cultivos independientes, llevados a cabo entre
los meses de julio de 2009 y junio de 2010. Para estos cultivos se dispuso de una
camara de altas prestaciones (ARALAB modelo FITOCLIMA 23000EH). Esta es
una cdmara-habitacién con control preciso e independiente de la radiacion, la
temperatura, la humedad relativa y la concentracion de diéxido de carbono,
que permite establecer condiciones climaticas con una evolucién horaria similar

a la que se puede presentar durante el dia en el interior de un invernadero.

En cada cultivo se evaluaron 5 lineas RIL, a excepcion del cultivo 7 donde
se evaluaron 4 lineas RIL, y las dos lineas parentales Solanum lycopersicum cv.
Moneymaker y Solanum pimpinellifolium acc. TO-937, con 6 réplicas cada una.
Las semillas se esterilizaron y germinaron como se describié anteriormente en
el ensayo de estrés hidrico con plantas CIN1 (Capitulo II). Una vez germinadas
las semillas, las plantulas se pasaron a unos pequenios soportes de lana de roca
que permiti6 su trasplante directo al cultivo en disolucién nutritiva de
Hoagland diluida a la mitad con aireacién continua (Hoagland & Arnon, 1950).
Las plantas se dispusieron en contenedores individuales de 3 litros de
capacidad. La disolucién nutritiva se cambié semanalmente para asegurar una

adecuada nutricién. Cada cultivo tuvo una duraciéon de 30 dias.

Al final de cada uno de los 7 periodos de cultivo se evaluaron los

siguientes parametros.
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1.3 - Pardmetros relacionados con el vigor de la planta

Se determinaron distintos pardmetros relacionados con el vigor de la
planta como la biomasa vegetativa, la altura, el didmetro del tallo, namero de

hojas y &rea foliar, esta ultima utilizando un integrador de superficie LI-COR

mod. Li-3000A.

1.4.- Relaciones Hidricas de las plantas y Fotosintesis
1.4.1.- Determinacion del Contenido Relativo en Agua

El procedimiento a seguir fue el mismo que el descrito en el anterior

experimento de estrés hidrico, perteneciente a Sharp et al. (1990).
1.4.2.- Medidas de intercambio gaseoso

Las medidas de fotosintesis neta (A), conductancia estomatica (gs) y
transpiracion (E) se llevaron a cabo en hojas adultas recién expandidas,
utilizando un equipo de anélisis de gases por infrarrojos (LICOR- 6400) como se
describi6 en el Capitulo II. Las medidas se llevaron a cabo por la mafiana entre
las 10:00 y las 11:00 h. Se midieron 2-3 hojas por planta. A partir de estas

medidas se calcul6 el uso eficiente de agua instantdneo como la relacién A/E.
WUE; = A/E
1.4.3.- Consumo acumulado de agua

El consumo acumulado de agua (IV) se determiné semanalmente antes de
cada cambio de disolucion nutritiva de los contenedores por la diferencia de
peso de la solucién nutritiva restante en los contenedores al cabo de una

semana.
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1.4.4.- Uso Eficiente del Agua Agronémico (WUEa)

Para determinar el uso eficiente agua agronémico o WUEa (del inglés,
Vegetative Agronomic Water Use Efficiency) se obtuvo el peso fresco y seco de
raices, tallos y hojas, asi como el consumo acumulado de agua como se explica

en el apartado anterior.

El uso eficiente del agua agronémico se determiné como la relacién entre
la biomasa producida por la planta entera (en gramos) y el volumen de agua
consumido durante el periodo de cultivo (en litros), corregido por Ila
evaporacion medida en contenedores sin plantas. En este primer ensayo se

midi6 en base a la biomasa vegetativa, por ello se denomina IWUEav.
WUE, = B/W
1.4.5.- Fluorescencia de clorofilas

Al final de cada ciclo de cultivo se midi6 la fluorescencia de clorofilas
(Fv/Fm) como pardmetro indicador de la eficacia fotoquimica del PSII y de la
evolucion de la senescencia natural durante el desarrollo de una hoja ya
madura del tercio apical. Se utiliz6 un medidor portatil de fluorescencia de
clorofilas OS-30 (OptiSciences, Herts, UK) siguiendo el protocolo descrito en el
Capitulo II.

1.5.- Extraccién Hormonal y Andlisis

El anélisis hormonal se realizé en las hojas sexta y séptima, segin la
metodologia descrita por Albacete et al. (2008) con algunas modificaciones en la

extraccion hormonal.
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1.5.1.- Extraccion hormonal

Las determinaciones analiticas se realizaron a partir de la savia o jugo
celular del material vegetal. Para la obtencién de este extracto los foliolos del
material a analizar se introducian en puntas de pipeta de 5 ml (unos 8 g de
material vegetal fresco aproximadamente), previamente se introducia una
pequena cantidad de lana de vidrio para que actuara como filtro del extracto a

centrifugar.

Las puntas con el material vegetal fresco eran rdpidamente congeladas en
nitrégeno liquido. Posteriormente se dejaban descongelar durante 20 minutos
aproximadamente, eliminando toda el agua de condensacién; con este proceso
de congelacién-descongelacién se produce la rotura de las paredes celulares. A
continuacion se centrifugaban las puntas a 1.000 g durante 10 min y a 4°C. El
volumen de savia obtenido se separaba en varias alicuotas en tubos Eppendorf,
que se volvian a centrifugar a 20.000 g durante 5 min y 4°C hasta obtener un
extracto totalmente transparente y bien se analizaba inmediatamente o se

congelaba a -20°C para su posterior anélisis.

1.6.- Obtencion de muestras y andlisis de iones

En las muestras de hoja madura se analizaron los niveles de los distintos

macronutrientes y micronutrientes a final de cada ciclo.
1.6.1.- Obtencion de extractos para analisis

Una vez pesadas cada una de las muestras (peso fresco), los tejidos fueron
lavados con agua destilada, secados en horno a 65°C durante un minimo de

48h, pesados (peso seco) y molidos para su posterior analisis.
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1.6.2.- Andalisis de iones

Una vez molidas las muestras, se someti6 a digestiéon 0,1 g de material
vegetal con una mezcla de HNO3;H:O2 (5:3 en volumen) utilizando un
programa en un microondas (CERM) en el que se alcanza 200°C en 20 minutos,
y se mantenia esta temperatura durante 2 horas (CEM Mars Xpress, North
Carolina, USA). El andlisis del contenido en nutrientes se llevé a cabo en el
servicio de Jonémica del CEBAS-CSIC. De las muestras entregadas se
obtuvieron datos de los elementos mostrados en la Tabla 3.2 mediante
espectrometria de plasma acoplado inductivamente (ICP-OES), usando un
equipo Thermo ICAP 6000 series (Iris Intrepid II, Thermo Electron Corporation,
Franklin, USA). Las concentraciones de N y C se midieron en muestras molidas,
sin digestion previa, utilizando un analizador elemental Thermo-Finnigan 1112

EA (Thermo-Finnigan, Milan, Italy).

Tabla 3.2.- Tabla de Nutrientes Esenciales.

NUTRIENTES NO MINERALES

PRIMARIOS

LI7A=|zZ|0

MACRONUTRIENTES

SECUNDARIOS | Mg?*
NUTRIENTES Ca?*
MINERALES B3+
Cu?*
MICRONUTRIENTES Fe3*
Mn2*
Zn?t
Na*
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2.- ENSAYO 2: ESTUDIO DEL EFECTO DIFERENCIAL DE LA RAIZ Y
LA PARTE AEREA SOBRE EL USO EFICIENTE DEL AGUA

2.1.- Material vegetal

El material genético utilizado para el Ensayo 2 fue una selecciéon de 4
lineas recombinantes de las 34 lineas RIL estudiadas en el anterior ensayo,
ademas de los parentales S. lycopersicum y S. pimpinellifolium. La poblacién RIL
se selecciono6 utilizando el programa estadistico SPSS 18. Para ello primero se
realiz6 un Andlisis de Componentes Principales o PCA (del inglés, Principal
Component Analysis) con las 34 lineas para agrupar las variables en torno al
consumo de agua y a la biomasa. A partir del andlisis de componentes
principales se gener6 un gréfico de regresion de las puntuaciones de los factores
(Biplot), representando los residuos de la regresién entre biomasa y el consumo

de agua (Imagen 3.2).
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Imagen 3.2.- Grafico de Regresion de las puntuaciones de los factores (Biplot).
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En cada cuadrante se seleccionaron las lineas mas alejadas de los ejes y de la
interseccion entre ellos. Estas lineas representan las cuatro combinaciones

posibles entre biomasa y consumo de agua.

v'Baja biomasa/Bajo consumo de agua (bw)= Linea 175
v’ Alta biomasa/bajo consumo de agua (Bw) = Linea 65
v'Baja biomasa/alto consumo de agua (bIV)= Linea 66

v’ Alta biomasa/alto consumo de agua (BW)= Linea 38

Abajo se muestra un cuadro resumen de las 4 lineas utilizadas para el

ensayo (Tabla 3.3).

Tabla 3.3.- Cuadro de las lineas RIL seleccionadas.

BIOMASA CONSUMO DE AGUA RIL Fs
Alto (W) 38 (BIW)

Alta (B) Bajo (w) 65 (Bw)

. Alto (W) 66 (BV)
Baja (b) Bajo (w) 175 (bw)

2.2.- Diseiio experimental
2.2.1.- Obtencion de las plantas injertadas

Se desarrollaron injertos reciprocos con las 4 lineas RIL mencionadas en el
apartado anterior, combinando las lineas con baja biomasa y bajo consumo de
agua (bw) con lineas con alta biomasa y alto consumo de agua (BW) y al revés
combinando lineas con alta biomasa y bajo consumo de agua (Bw) con lineas de
baja biomasa y elevado consumo de agua (bIV). Ademas el ensayo incluia las

lineas sin injertar y autoinjertadas, las cuales se utilizaron como controles.

200




MATERIAL Y METODOS

Por lo tanto, durante el ensayo se evaluaron las 12 combinaciones posibles
entre las 4 lineas RIL, 4 lineas autoinjertadas y las 4 RIL mas las dos lineas
parentales Solanum lycopersicum cv. Moneymaker y Solanum pimpinellifolium acc.

TO-937 sin injertar. En total fueron 22 combinaciones con 6 réplicas cada una.

El protocolo llevado a cabo para realizar los injertos fue el descrito
previamente por Santa-Cruz et al. (2002). Los injertos se hicieron cuando las
plantulas tenian totalmente desarrolladas las 2-3 hojas verdaderas,
aproximadamente cuatro semanas después de la siembra. La técnica de injerto
utilizada fue la de aproximacion, en la cual al juntar las plantas se fusionan los
cambium. Se forma una quimera de células entre el portainjertos y la variedad

que se estd injertando.

En las bandejas de vermiculita utilizadas para la germinacion, se realizo
un corte oblicuo en el tallo con un bisturi, por encima de los cotiledones, en el
genotipo que se iba a utilizar como portainjerto, y por debajo del dpice en el que
se iba a wutilizar como esqueje (Imagen 3.3). Los injertos se realizaron
inmediatamente después de cortar ambas plantas. El corte oblicuo nos
proporcionaba una mayor superficie de contacto entre ambas partes, las cuales
permanecian estrechamente unidas sujetdndolas con unas pinzas adecuadas
para ello. Inmediatamente después, las plantas injertadas se cubrieron con una
tapa de plastico transparente para mantener una humedad préxima al 100% y
facilitar asi la formacién del injerto y ademdas se mantuvieron 24 horas en
oscuridad. Tras este periodo, la intensidad de luz se iba aumentando
progresivamente y disminuyendo la humedad relativa, hasta recuperar las
condiciones ambientales que tenian las plantulas inicialmente, justo antes de

injertarlas. Este periodo de adaptacion durd 6 dias.
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Imagen 3.3.-Imagen de la técnica de injerto por aproximacion.

2.2.2.- Condiciones de crecimiento

Las condiciones ambientales de la caAmara de cultivo para el crecimiento
vegetal (de 8 dias después de la siembra hasta el final del experimento) fueron
seleccionados para simular los cambios naturales en la temperatura diurna y la
irradiacion de crecimiento de las plantas: 25-18°C, 70-90% de humedad relativa
(en condiciones de luz y oscuridad, respectivamente), y 16 horas de luz con una
densidad de flujo de fotones fotosintéticos a nivel de planta de 245/81
mmol-m-2- s-1 (400-700 nm). Estas condiciones ambientales se mantuvieron
durante el injerto, a excepcién de la intensidad y fotoperiodo de luz, después
del primer dia, en el que las plantas injertadas se mantuvieron en oscuridad, el
periodo de luz y la intensidad de luz se incrementaron cada dia, hasta alcanzar

los valores normales para la planta en crecimiento.
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Transcurridos 70 dias tras la germinacién de las plantulas fueron
trasplantadas a un invernadero de polietileno utilizando bidones con un
volumen util aproximado de 33,5 litros. Las plantas se distribuyeron en un
marco de plantacién de 2 m entre hileras y 0,5 m entre plantas dentro de las
tilas, cultivado con un solo tallo, eliminando todas las yemas axilares (Imagen
3.4). El cultivo se llevé a cabo entre los meses de marzo a junio de 2011, durante
un periodo de tiempo de 8 semanas, en un invernadero tipo ttnel con cubierta
de policarbonato, con una superficie de 1.000 m? y dotado de un sistema de
refrigeracion del tipo “Cooling-system” que se conectaba cuanto la temperatura
sobrepasaba los 25-30°C segun la época. Las condiciones ambientales del
invernadero fueron las siguientes: temperatura diurna entre 20-30°C, y
temperatura nocturna nunca inferior a los 15°C. Ademas, el invernadero tiene
pantallas térmicas que permitian controlar el exceso de radiaciéon y
temperatura, un sistema de calefaccion que mantenia la temperatura por
encima de los 15°C en invierno, y un sistema de nebulizacién para mantener la
humedad relativa apropiada para el buen desarrollo del cultivo (65%) con
posibilidad de aplicaciones fitosanitarias. El invernadero incluye también un
sistema de sensores para el control ambiental, que recogen periddicamente
datos climéticos dentro y fuera del invernadero y los registra en una base de

datos.
La fertilizacién aplicada fue la estandar para el tomate:

» Fosfato monopotasico (KH2POs) : 0,136g/1

> Sulfato de Magnesio (MgSOs) : 0,225 g/1

> Nitrato de Calcio (Ca(NOs)2) : 0,8704 g/1

> Nitrato de Potasio (KNOs) : 0,611 g/1

» Micronutrientes quelatados (incluyendo Fe) : 0,016 g/1
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El pH de la disolucion nutritiva de los bidones fue aproximadamente de 7
y la conductividad eléctrica de 2 mS. Dicha solucién se cambi6é cada dos

semanas. El agua de riego procedia del Transvase Tajo-Segura.

U

Imagen 3.4.-Fotografia tomada en el invernadero tras una semana del trasplante.

2.3.- Pardmetros relacionados con el vigor de la planta

Se evaluaron parametros de tipo morfologico (didmetro del tallo y

biomasa vegetativa) al final del ensayo tras 8 semanas en el invernadero.
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2.4.- Relaciones Hidricas de las plantas y Fotosintesis
2.4.1.- Determinacion del Contenido Relativo en Agua

El procedimiento a seguir fue el mismo que el descrito en el Capitulo II
perteneciente a Sharp et al. (1990). Los calculos se hicieron en el foliolo apical
lateral de una hoja madura trascurridos 7 semanas de ensayo. Ademas se midi6
el contenido de agua de la hoja como la diferencia entre el peso fresco y el peso

seco. Esta ultima medida se tom6 en hoja joven, intermedia y madura.
2.4.2.- Medidas de intercambio de gaseoso

Las medidas de fotosintesis neta (A), conductancia estomatica (gs) y
transpiracion (E) se llevaron a cabo en hojas adultas recién expandidas,
utilizando un equipo de anélisis de gases por infrarrojos (LICOR- 6400) como se
describi6 en el anterior ensayo. Se midieron 2-3 hojas por planta. A partir de

estas medidas se calcul6 el WUEi como la relaciéon A/E y como la relaciéon A/gs.
2.4.3.- Consumo acumulado de agua

El consumo acumulado de agua (V) se determiné cada dos semanas antes
de cada cambio de disolucién nutritiva de los bidones por la diferencia de peso

de la solucién nutritiva restante en los contenedores al cabo de dos semanas.
2.4.4.- Uso Eficiente del Agua Agronomico (WUEa)

Ese parametro se determiné como se explica en el anterior ensayo, en base

a biomasa vegetativa, nombrandose por ello WUEav.
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2.4.5.- Potencial hidrico foliar

El potencial hidrico foliar (Yw) se determiné con una cdmara de presion
tipo Scholander (PMS Instrument, Corvallis, OR), de acuerdo con la técnica
seguida por Scholander et al. (1965). Las medidas se realizaron en dos foliolos

basales de una hoja intermedia de la planta.
2.4.6.- Fluorescencia de clorofilas

Se hicieron dos medidas de la fluorescencia de clorofilas (Fv/Fm) a lo largo
del experimento en una hoja intermedia de la planta. Se utiliz6 un medidor
portéatil de fluorescencia de clorofilas OS-30 (OptiSciences, Herts, UK) siguiendo

el protocolo descrito en el ensayo anterior.
2.4.7. - Indice de clorofilas

En la misma hoja utilizada para la medida de fluorescencia de clorofilas,
se midi6 el indice de clorofilas (IC). Las medidas se hicieron al final del ensayo
con un medidor portatil de contenido de clorofila CCM-200 Plus (Opti-Sciences,
USA), mediante un andlisis 6ptico, no invasivo. Para realizar las medidas, el
medidor de clorofila utiliza LEDs que emiten longitudes de onda
especificas en las gamas de color rojo e infrarrojo. El detector analiza la relacién
de las dos longitudes de onda para determinar el indice de concentracién de

clorofila.

2.5.- Extraccién Hormonal y Andlisis

El andlisis hormonal se realiz6 en savia xilemética de hoja madura
extraida con una cdmara Scholander de acuerdo con el método descrito en

Albacete et al. (2008). La hoja entera se coloc6 en una cdmara de presion
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Scholander, y las muestras se obtuvieron mediante aplicacién de una presiéon de
nitrégeno similar al potencial hidrico de la hoja (-0,5 MPa para plantas en
condiciones control y alrededor de -0,9 MPa para plantas estresadas) con la
tinalidad de mantener el flujo de savia tan cerca como sea posible a la tasa de

transpiracion de la planta entera.

2.6.- Obtencion de muestras y andlisis de iones

El protocolo a seguir es el mismo que el explicado en el Capitulo II.
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3.- ENSAYO 3: EXPLOTACION DE CARACTERES APORTADOS POR
LA RAIZ A UNA VARIEDAD COMERCIAL DE TOMATE
INJERTADA SOBRE LINEAS RIL SELECCIONADAS

3.1.- Material vegetal

El material genético utilizado para el Ensayo 3 fueron las cuatro lineas
seleccionadas en el anterior ensayo mds otras 6 lineas con caracteres muy
dispares en relaciéon con el WUE, pero similares a las del ensayo anterior (Tabla
3.4). Dichas lineas se seleccionaron utilizando el programa estadistico SPSS 18,
mediante un Anadlisis de Componentes Principales (PCA) y un gréfico de
regresion de las puntuaciones de los factores (Biplot), al igual que se hizo en el

ensayo 2 (Imagen 3.5).
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Imagen 3.5.- Grafico de Regresion de las puntuaciones de los factores (Biplot).
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Tabla 3.4.- Cuadro de las lineas RIL seleccionadas.

BIOMASA CONSUMO DE AGUA RIL Fs

38 (BW)

Alto (W) 98 (BW)

Alta (B) 112 (BW)
oo

66 (bW)

Alto (W) 59 (BV)

Baja (b) 121 (bw)
Bajo (w) 124 (bw)

175 (bw)

3.2.- Diseiio experimental
3.2.1.- Obtencion de las plantas injertadas

Se desarrollaron injertos con las 10 lineas RIL mencionadas en el apartado
anterior como portainjertos de la variedad comercial TT-115 (Unigenia
Bioscience). Ademds, como referencia, se utilizaron portainjertos comerciales de
diferente vigor: Maxifort (L. esculentum x L. hirsutum) de alto vigor, Beaufort de

vigor intermedio, y Spirit (L. esculentum x L. pimpinellifolium) de bajo vigor.

Por lo tanto, durante el ensayo se evaluaron un total de 15 combinaciones,
incluyendo los 13 portainjertos y el cultivar comercial sin injertar y

autoinjertado, con 6 réplicas cada una.

El protocolo llevado a cabo para realizar los injertos fue el descrito
previamente por Santa-Cruz et al., 2002 del mismo modo y utilizando las

mismas condiciones que se describen en el anterior ensayo (Imagen 3.6).
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Imagen 3.6.- Fotografia de las plantas injertadas.

3.2.2.- Condiciones de crecimiento

El cultivo se llev6 a cabo entre los meses de enero de 2011 y julio de 2011,
en un invernadero de pléstico cubierto con polietileno térmico de 200 pm de
espesor, y provisto de sistema de fertirrigacién automatico y registro continuo
de la radiacion, temperatura y humedad relativa (Imagen 3.7). El trasplante se
realiz6 el 6 de abril del 2011. Las plantas se cultivaron con un sistema semi-
hidropénico abierto sobre un sustrato de arena de silice en macetas individuales
de 18 litros de capacidad. La solucién nutritiva Hoagland se suministré
mediante un sistema de goteros (1 por planta) que suministran un caudal de
2,2 1/h. Se aplicé un nivel de riego 6ptimo que se fue ajustando en volumen y
frecuencia a lo largo del ciclo de cultivo en funcién del desarrollo de las plantas

y de las condiciones climaéticas.
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Imagen 3.7.- Fotografia tomada en el invernadero del IHSM “La Mayora” UMA_CSIC.

3.3.- Pardmetros relacionados con el vigor de la planta

Desde el establecimiento de todos los frutos del segundo racimo, se marcé
la hoja inmediatamente inferior que lo alimentaba. El 17 de mayo, cuando la
mitad aproximadamente de los frutos del racimo terminaron de crecer
(detectado como cambio en color que indica comienzo de maduracion), se
recolecté dicha hoja, a la que se determiné el peso fresco y seco. Asimismo al
final del ensayo se registré la biomasa foliar de la planta y el peso seco de las
raices. El peso seco de las raices se midié después de secar las mismas durante 3
dias a 70°C. Todos estos parametros se determinaron en 6 plantas por

combinacién.
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3.4.- Relaciones Hidricas de las plantas
3.4.1.- Determinacion del Contenido Relativo en Agua

El procedimiento a seguir fue el mismo que el descrito en el anterior
ensayo, perteneciente a Sharp et al. (1990). Se utilizaron hojas jévenes situadas
entre la séptima y novena posicién, contada desde el apice de la planta. Se
muestrearon 2 foliolos por planta, en 6 plantas por combinaciéon de

variedad/ portainjerto.
3.4.2.- Consumo acumulado de agua

Estas medidas se realizaron semanalmente durante todo el tiempo de
cultivo, por diferencia entre el volumen de riego aportado durante un periodo
de 24 horas y el drenaje recogido durante el mismo tiempo. Estos datos
permitieron determinar posibles diferencias de consumo durante las fases de
crecimiento vegetativo y de fructificacién, asi como el célculo del consumo
acumulado total, necesario para determinar el WUE agronémico al final del

ensayo.
3.4.3.- Uso Eficiente del Agua Agronomico (WUEa)

Ese parametro se determiné como se explica en el anterior ensayo. Sin

embargo en este tercer ensayo se midi6 en base a fruto, denomindndose en este

caso WUEay (del inglés, yield).

212



MATERIAL Y METODOS

3.5.- Pardmetros de produccién de cosecha

Se hizo una recogida semanal durante todo el periodo de cosecha, es decir,
durante 2 meses. En cada recogida se anot6 el namero de frutos por planta y

por racimo, y el peso fresco de los mismos.

3.6.- Extraccién Hormonal y Andlisis

El anédlisis hormonal se realiz6 en savia xilematica de hoja del 4° racimo
extraida con una camara Scholander de acuerdo con el método descrito en
Pérez-Alfocea y col., 2000. Para la extraccion de savia xilemética de hoja se sigue

la metologia descrita en el Ensayo 2.

3.6.1.- Estudio comparativo entre las hormonas medidas en jugo celular de hoja

obtenido por centrifugacion y savia xilemdtica de hoja extraido con camara Scholander

Se realiz6 un estudio comparativo mediante correlaciones entre las
concentraciones hormonales en savia de xilema de hoja (recolectado mediante
separacion de la hoja, colocacién en la camara de presion Scholander, y
aplicacion de presion) y jugo celular de hoja (obtenido mediante centrifugacion)
de plantas de tomate (Solanum lycopersicum L. cv. Ailsa Craig) auto-injertadas e
injertadas sobre dos genotipos de tomate que sobreexpresan el gen NCED que
codifica una enzima fundamental en la biosintesis de ABA (Thompson et al.,,
2007) (portainjertos SP5 y SP12), crecidas hidropénicamente en una cdmara de
cultivo controlado en condiciones 6ptimas de crecimiento, con 3 repeticiones de

cada linea.
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Las concentraciones hormonales se midieron de acuerdo con el protocolo

Albacete et al. (2008); Albacete et al. (2009), utilizando un sistema U-HPLC-MS.

4.- TRATAMIENTO ESTADISTICO

Los anélisis estadisticos se realizaron aplicando métodos estandarizados
que ofrece el programa SPSS 18 (Statistical Package for Social Sciences, 2002).
Los resultados se sometieron a un andlisis de la varianza (ANOVA). Los valores

medios se compararon mediante el test Tukey al nivel de probabilidad del 5%.
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1.- ENSAYO 1: VARIACION GENETICA DEL USO EFICIENTE DEL AGUA
EN UNA POBLACION RECOMBINANTE DE TOMATE

En este primer ensayo se estudi6é la variacion genética de parametros
tisiologicos y estructurales que podian estar implicados en el uso eficiente del
agua en una poblaciéon de lineas puras recombinantes (RIL) de tomate. Se
evaluaron un conjunto de 34 RILs obtenidas a partir de un cruce interespecifico
entre Solanum lycopersicum (cv. Moneymaker) y Solanum pimpinellifolium (acc.
TO-937), asi como ambos parentales, a lo largo de siete ciclos experimentales
consecutivos. Para el estudio fisiolégico y hormonal se tomaron muestras de las
hojas sexta y séptima de cada planta, al final de cada uno de los siete periodos

de ensayo.

1.1.- Pardmetros relacionados con el vigor de la planta
1.1.1.- Biomasa Vegetativa

En general existe una gran variabilidad en cuanto a la biomasa de las RILs

con respecto a los parentales.
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Figura 3.1.- Peso seco de la parte aérea (A), peso seco de la raiz (B), peso seco de la planta entera (C) y
relacién raiz/parte aérea (D), de la poblaciéon F8 recombinante (RIL) y de sus lineas parentales Solanum
Iycopersicum cv. Moneymaker y Solanum pimpinellifolium acc. TO 937. Cada barra representa la media de 6
plantas + el error estandar. * indica que las diferencias son significativas respecto al parental doméstico
Solanum lycopersicum cv. Moneymaker (Sl) de acuerdo con el test de Tukey al P<0.05.
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Trece lineas presentaron un mayor peso seco de la parte aérea que la
variedad cultivada S. lycopersicum (Fig. 3.1A), siendo significativo para las
lineas 2 y 14 (63 y 60%, respectivamente), mientras que 22 lineas presentaron un
menor peso respecto al parental cultivado siendo significativo para las lineas S.
pimpinellifolium, 59, 92, 111 y 175, con una reduccién aproximada de la mitad.
Con respecto a la raiz, la mitad de poblaciéon RIL estudiada presenté6 un
incremento en el peso seco de la raiz con respecto a S. lycopersicum (Fig. 3.1B),
siendo estadisticamente significativo en las lineas 2 y 112 (75%), en la linea 30
(81%), en las lineas 65 y 14 (2 y 3 veces mas que el parental cultivado,
respectivamente) y en la 164 (91%). Catorce lineas RIL mostraron mayor
biomasa total que S. Iycopersicum (Fig. 3.1C), siendo estadisticamente
significativo para las lineas 2 (65%) y 14 (75%), mostrando ademas 5 lineas un
peso significativamente inferior a dicho parental: el parental S. pimpinellifolium,
y las lineas 59, 92, 111 y 175. No se observaron diferencias significativas en la

relacion raiz/parte aérea (Fig. 3.1D).

1.1.2.- Altura

Ambos parentales mostraron una altura similar, sin diferencias

significativas entre ellos (Fig. 3.2).

Maés de la mitad de las lineas RIL registraron mayor altura que los
parentales, con diferencias significativas para las lineas 2 y 12 (54-58%), las
lineas 14, 17, 20, 30, 38 y 65 (41-47%), las lineas 66, 124 y 161 (33-37%), las lineas
98 y 164 (74%) y la linea 179 (41%) (Fig. 3.2).
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Figura 3.2.- Altura de la poblacién F8 recombinante (RIL) y de sus lineas parentales Solanum lycopersicum
cv. Moneymaker y Solanum pimpinellifolium acc. TO 937. Cada barra representa la media de 6 plantas * el
error estandar. * indica que las diferencias son significativas respecto al parental doméstico Solanum
Iycopersicum cv. Moneymaker (Sl) de acuerdo con el test de Tukey al P<0.05.

1.1.3.- Diametro del tallo

Dado que el diametro del tallo est4 considerado un pardmetro relacionado
con el vigor de la planta, se observa una variabilidad importante de este
parametro respecto al parental cultivado. De hecho 26 lineas presentan un
diametro significativamente menor respecto a S. lycopersicum: el parental S.
pimpinellifolium y las lineas RIL 2,9, 12, 17, 20, 30, 45, 59, 65, 70, 73, 77, 85,92, 94,
98, 109, 111, 112, 120, 121, 143, 151, 161 y 175. Por otra parte solamente dos
lineas (14 y 91) presentan mayor calibre que el parental S. lycopersicum, no
siendo significativo en ningtn caso (Fig. 3.3).
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Figura 3.3.- Diametro del tallo de la poblacién F8 recombinante (RIL) y de sus lineas parentales Solanum
Iycopersicum cv. Moneymaker y Solanum pimpinellifolium acc. TO 937. Cada barra representa la media de 6
plantas + el error estandar. * indica que las diferencias son significativas respecto al parental doméstico
Solanum lycopersicum cv. Moneymaker (Sl) de acuerdo con el test de Tukey al P<0.05.
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1.1.4.- Niimero de hojas

Mas de la mitad de la poblaciéon RIL present6 un incremento en namero de
hojas en relaciéon a ambos parentales, siendo significativo para la linea 2 (36%),
las lineas 12 y 14 (24-25%), las lineas 38 y 65 (34-35%), la linea 124 (23%) y las
lineas 164 y 179 (32-35%) respecto al parental cultivado (Fig. 3.4).
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Figura 3.4.- Namero de hojas de la poblacién F8 recombinante (RIL) y de sus lineas parentales Solanum
Iycopersicum cv. Moneymaker y Solanum pimpinellifolium acc. TO 937. Cada barra representa la media de 6

plantas + el error estandar. * indica que las diferencias son significativas respecto al parental doméstico
Solanum lycopersicum cv. Moneymaker (Sl) de acuerdo con el test de Tukey al P<0.05.

1.1.5.- Area foliar

Existe una variabilidad notable en cuanto al 4rea foliar de las lineas
recombinantes con respecto a ambas lineas parentales, asi como las parentales
entre si, mostrando S. Ilycopersicurn mas del doble de &rea foliar que S.
pimpinellifolium (Fig. 3.5). Catorce lineas RIL registraron una mayor area foliar
que el parental cultivado, siendo estadisticamente significativo para la linea 2
(54%), la linea 14 con casi el doble de &rea foliar y las lineas 38, 65, 91 y 164 (50-
55%). Hay que destacar 3 lineas RIL con un area foliar significativamente menor

que S. lycopersicum, las lineas 73, 111 y 175 con menos de la mitad area foliar.
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Figura 3.5.- Area foliar de la poblacién F8 recombinante (RIL) y de sus lineas parentales Solanum
lycopersicum cv. Moneymaker y Solanum pimpinellifolium acc. TO 937. Cada barra representa la media de 6
plantas + el error estandar. * indica que las diferencias son significativas respecto al parental doméstico
Solanum lycopersicum cv. Moneymaker (Sl) de acuerdo con el test de Tukey al P<0.05.

1.2.- Relaciones Hidricas y Fotosintesis
1.2.1.- Contenido relativo en en agua

El contenido relativo de agua (RWC) es un indicador del grado de
hidratacién de los tejidos. A mediodia, cuando el estrés ambiental es méximo, el
RWLC en las hojas vari6 de unas lineas a otras entre el 78 y el 89% (Fig. 3.6). Once
lineas RIL mostraron valores ligeramente superiores a los de ambos parentales,
sin embargo estas diferencias no fueron significativas en ningtn caso. Por otra
parte si se observaron disminuciones significativas en las lineas RIL 2 y 30

respecto al parental cultivado S. lycopersicum.
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Figura 3.6.- Contenido relativo de agua de la poblacién F8 recombinante (RIL) y de sus lineas parentales
Solanum lycopersicum cv. Moneymaker y Solanum pimpinellifolium acc. TO 937. Cada barra representa la
media de 6 plantas + el error estdndar. * indica que las diferencias son significativas respecto al parental
doméstico Solanum lycopersicum cv. Moneymaker (Sl) de acuerdo con el test de Tukey al P<0.05.
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1.2.2.- Medidas de intercambio gaseoso: tasa fotosintética, conductancia estomdtica y

tasa de transpiracion

Al final de cada ciclo se realiz6é una medida de los parametros de

intercambio gaseoso, observandose que los valores de tasa fotosintética (A)

fueron similares en ambos parentales y para la mayoria de lineas recombinantes

(Fig. 3.7A).
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Figura 3.7.- Tasa de fotosintesis (A) representada como grafico de barras (A) y como diagrama de cajas (B),
de la poblacién F8 recombinante (RIL) y de sus lineas parentales Solanum lycopersicum cv. Moneymaker y
Solanum pimpinellifolium acc. TO 937. Cada barra representa la media de 6 plantas * el error estandar. *
indica que las diferencias son significativas respecto al parental doméstico Solanum lycopersicum cv.
Moneymaker (Sl) de acuerdo con el test de Tukey al P<0.05.
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No obstante, seis lineas RIL presentaron incrementos estadisticamente
significativos: linea 9 (78%), linea 65 (60%), linea 68 (37%), linea 121 (65%) y
lineas 124 y 179 (42%). Mediante un diagrama de cajas representamos la
variabilidad en la tasa fotosintética tanto entre lineas con el parental como
intralinea (Fig. 3.7B). En términos generales, se observé poca dispersion dentro

de cada linea, a excepcién de las lineas 14, 65 y 124.

En relacién a la conductancia estomaética (¢s) tinicamente se observaron
diferencias significativas por debajo, mostrando las lineas 65, 92 y 94 menos de
la mitad conductancia estomédtica que el parental cultivado (Fig. 3.8). Por otra
parte a pesar de que 12 lineas RIL presentaron un ligero aumento en este

pardmetro, estas diferencias no fueron significativas.
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Figura 3.8.- Conductancia estomaética (gs) de la poblacién F8 recombinante (RIL) y de sus lineas parentales
Solanum lycopersicum cv. Moneymaker y Solanum pimpinellifolium acc. TO 937. Cada barra representa la
media de 6 plantas + el error estdndar. * indica que las diferencias son significativas respecto al parental
doméstico Solanum lycopersicum cv. Moneymaker (Sl) de acuerdo con el test de Tukey al P<0.05.

La tasa de transpiracion (E) sigui6 un patrén muy similar a la
conductancia estomaética. Se observaron ligeros incrementos en las mismas doce
lineas RIL, aunque dichos incrementos no fueron estadisticamente significativos
(Fig. 3.9). Seis lineas mostraron disminuciones significativas respecto a S.

lycopersicum, siendo estas lineas la 14, 68, 88, 92, 94 y la linea 124.
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Figura 3.9.- Tasa de transpiracion (E) de la poblacién F8 recombinante (RIL) y de sus lineas parentales
Solanum lycopersicum cv. Moneymaker y Solanum pimpinellifolium acc. TO 937. Cada barra representa la
media de 6 plantas + el error estdndar. * indica que las diferencias son significativas respecto al parental
doméstico Solanum lycopersicum cv. Moneymaker (Sl) de acuerdo con el test de Tukey al P<0.05.

1.2.3.- Consumo acumulado de agua

A nivel general, se observé una gran variabilidad en el consumo
acumulado de agua (V) (Fig. 3.10). El parental cultivado consumi6 casi el doble
de agua que el parental silvestre, mientras que 15 de las lineas recombinantes
superaron en W a S. lycopersicum. De ellas, siete mostraron incrementos
estadisticamente significativos: 2 (62%), la linea 14 con casi el doble de W que el
parental cultivado, 38 (55%), 65y 91 (44%), 112 (35%) y 161 (38%). Por otra parte
se midieron menores IV en algunas lineas, siendo las diferencias significativas
respecto a S. lycopersicum en las lineas 85, 92, 94, 111, 120, 151 y 175 con

reducciones que oscilan entre 38 % y 48%.
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Figura 3.10.- Consumo acumulado de agua de la poblacién F8 recombinante (RIL) y de sus lineas
parentales Solanum lycopersicum cv. Moneymaker y Solanum pimpinellifolium acc. TO 937. Cada barra
representa la media de 6 plantas * el error estandar. * indica que las diferencias son significativas respecto
al parental doméstico Solanum lycopersicum cv. Moneymaker (SI) de acuerdo con el test de Tukey al P<0.05.
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1.2.4.- Uso eficiente del agua (WUE)

El uso eficiente del agua es un parametro que toma especial relevancia en
este estudio. Es un pardmetro relativo que se calcula a partir de otros
pardmetros directos. En este estudio se han distinguido entre el uso eficiente del
agua agronémico (WUEav) medido como cantidad de biomasa vegetativa
producida por volumen de agua consumida, y el uso eficiente del agua
instantaneo (WUEi) que es la relaciéon entre la tasa de fotosintesis neta y la
transpiracion.
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Figura 3.11.- Uso eficiente del agua agronémico, representado como grafico de barras (A) y como
diagrama de cajas (B), de la poblacion F8 recombinante (RIL) y de sus lineas parentales Solanum
Iycopersicum cv. Moneymaker y Solanum pimpinellifolium acc. TO 937. Cada barra representa la media de 6
plantas + el error estandar. * indica que las diferencias son significativas respecto al parental doméstico
Solanum lycopersicum cv. Moneymaker (Sl) de acuerdo con el test de Tukey al P<0.05.
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A pesar de la variabilidad observada en el WUEav (Fig. 3.11A), sélo las
lineas 9 y 88 mostraron incrementos significativos respecto de los parentales
con incrementos de aproximadamente el 50%. Por otra parte, las lineas RIL 17,
45 y 175 presentaron reducciones significativas de entre 31 y 44%. El diagrama
de cajas confirm¢ la variabilidad en el WUEav asi como pequefias dispersiones

intralinea (Fig. 3.11B).
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Figura 3.12.- Uso eficiente del agua instantdneo (WUEi = A/E), representado como grafico de barras (A) y
como diagrama de cajas (B), de la poblacién F8 recombinante (RIL) y de sus lineas parentales Solanum
Iycopersicum cv. Moneymaker y Solanum pimpinellifolium acc. TO 937. Cada barra representa la media de 6
plantas + el error estandar. * indica que las diferencias son significativas respecto al parental doméstico
Solanum lycopersicum cv. Moneymaker (Sl) de acuerdo con el test de Tukey al P<0.05.
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En cuanto al WUEIi, también se observé una importante variabilidad en la
poblaciéon RIL estudiada, mostrando cuatro lineas RIL incrementos
significativos respecto de los parentales: lineas 65 (71%), 68 (90%), 121 (60%),
124 (82%) (Fig. 3.12A). Al igual que en el caso anterior, el diagrama de cajas
confirmé tendencia de variabilidad, donde las lineas 65 y 68 mostraron una

mayor separacién respecto del parental cultivado (Fig. 3.12B).

1.2.5. - Fluorescencia de clorofilas

Para evaluar la eficiencia fotoquimica del fotosistema II, se midi6 la
fluorescencia de clorofilas (Fv/Fm) en una hoja madura. Se pudo constatar una
importante variabilidad entre las lineas RIL evaluadas y entre éstas y los
parentales (Fig. 3.13). Nueve lineas presentaron mayor Fy/Fm que los
parentales, mientras que otras tantas presentaron valores menores, siendo estas

reducciones significativas en las lineas 30, 120 y especialmente en la linea 175.
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Figura 3.13.- Rendimiento cuédntico maximo del fotosistemalIl (PSII) (Fv/Fm) de la poblaciéon F8
recombinante (RIL) y de sus lineas parentales Solanum lycopersicum cv. Moneymaker y Solanum
pimpinellifolium acc. TO 937. Cada barra representa la media de 6 plantas * el error estandar. * indica que
las diferencias son significativas respecto al parental doméstico Solanum lycopersicum cv. Moneymaker (SI)
de acuerdo con el test de Tukey al P<0.05.
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1.3.- Niveles hormonales

Los valores medios de concentracion de cada una de las hormonas
analizadas, asi como las relaciones entre ellas, se muestran en la tabla 3.1. Al
igual que para los pardmetros anteriores, existe una gran variabilidad en la

poblacién RIL para las hormonas analizadas.

La concentraciéon foliar de t-Z, asi como las CKs totales (-Z + rZ)
incrementaron de forma significativa en las lineas 92, 112 y 143 respecto del
parental cultivado. El contenido de IAA varié de forma desigual en la poblacion
RIL, observandose una disminucioén significativa respecto de S. lycopersicum en
las lineas 94, 111 y 151, mientras que aument6 en la linea 88. Ademas, las
relaciones IAA/CK de la linea 111 y CK/ACC de las lineas 88 y 143

incrementaron de forma significativa respecto de los parentales.

La concentraciéon de ABA mostré un fuerte incremento en la poblacién RIL
estudiada respecto del parental cultivado, siendo significativo para las lineas 2,
9,12, 20, 30, 65, 68, 77, 91, 121 y 124. Respecto al contenido foliar de ACC el
valor mas elevado significativamente correspondi¢ a la linea 98, duplicando los
niveles observados en el parental silvestre. Otras 13 lineas superaron al

parental, aunque dichas diferencias no fueron significativas.

La concentraciéon foliar de SA de las lineas RIL 2 y 12 aument6
significativamente respecto de S. pimpinellifolium, mientras que JA fue

significativamente mayor en las lineas 30, 77, 112y 143.
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RESULTADOS

Tabla 3.1.- Concentracién de acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), trans-zeatina (f-Z), ribo-zeatina (rZ), suma de citoquininas (CK), acido indol-3-acético (IAA),
acido abscisico (ABA), acido jasmoénico (JA), acido salicilico (SA) y las relaciones ACC/ABA, CK/ACC y IAA/CK de la poblacién F8 recombinante (RIL) y de sus lineas
parentales Solanum lycopersicum cv. Moneymaker y Solanum pimpinellifolium acc. TO 937. Cada medida representa la media de 3 plantas + el error estdndar. * indica que las
diferencias son significativas respecto al parental doméstico Solanum lycopersicum cv. Moneymaker (Sl) de acuerdo con el test de Tukey al P<0.05.

Concentracién (ng - ml1) Relaciones hormonales
GENOTIPO ACC t-Z rZ CK TAA ABA JA SA ACC/ CK/ A4/
ABA ACC CK

Sp 91.98+£17.32 83.66+63.84 25.70£9.94 104.78+62.55 17.79+£3.73 61.23+12.82 46.90+15.03 109.59+14.70 2.37+0.68 1.42+0.54 0.61+0.22
Sl 77.40£18.45 89.94+59.77 19.04+7.21 108.98+59.37 21.36+4.68 66.82+16.43 69.99+£26.60 101.78+25.98 2.12+0.66 2.42+1.00 0.7620.25
2 48.65+£7.91 7.50£2.04 29.54+4.91 37.04+5.57 22.70£3.26 198.19+20.86* 115.59+10.54 281.81+28.41* 0.26+0.06 0.88+0.19 0.75£0.21
9 22.76x1.72 26.34%3.03 46.64+6.37 72.98+6.09 10.78+1.40 180.43+14.32* 89.07£13.37 92.71+6.40 0.13+£0.01 3.27+0.28 0.15+0.02
12 34.28+9.68 5.21+0.84 29.22+4.98 34.44+4.99 24.33+4.14 190.73+£20.14* 143.46+17.68 260.02+35.21* 0.19£0.06 1.37+0.33 0.79+0.20
14 38.38+2.62 160.87+36.31 68.34+10.38* 229.21+36.15 33.40+2.14 69.54+9.05 43.85+4.57 125.32425.61 0.61+0.09 6.13+1.02 0.17+0.03
17 81.97+4.70 189.20+90.82 7.2620.96 196.46+91.61 8.09+0.84 26.58+2.72 40.71x12.15 118.36+8.73 3.19+0.31 2.66x1.44 0.07+0.02
20 36.66%3.18 7.13+£1.10 40.68+5.90 47.80+6.75 18.33+2.45 153.72+.9.61* 117.30£13.25 196.41£13.42 0.24+0.03 1.38+0.29 0.45+0.12
30 34.72+2.99 6.05+1.07 41.71+4.26 47.76+4.87 16.28+1.82 155.64+10.44* 163.53+8.33* 177.97+26.06 0.22+0.02 1.42+0.17 0.37£0.07
38 119.58+13.97 35.99+5.52 2.68+0.43 38.67+5.90 23.30+2.55 63.74+13.32 24.87+3.11 84.88+5.48 2.41+0.67 0.33£0.04 0.70+0.16
45 152.51+24.46 20.08+1.12 4.34+0.75 24.42+1.23 15.05+1.21 30.21+2.03 18.86+3.02 81.06+3.29 5.20+1.03 0.17+0.02 0.63+0.07
59 128.78+14.81 294.60+85.05 8.36+1.01 302.96+85.05 7.77+0.47 25.70£1.29 68.32+15.47 111.24+30.06 5.00+0.47 2.45+0.74 0.03+£0.01
65 27.39+1.37 4.41+0.71 36.24+4.94 40.65%5.05 14.39£0.78 173.48+10.49* 41.01+2.30 128.11£18.74 0.16+0.01 1.50£0.20 0.39+0.06
66 104.78+9.52 15.37+1.66 3.11+0.73 18.48+1.83 19.99+£1.93 23.46+2.56 22.39+3.52 80.20+4.66 4.63+0.50 0.19+0.03 1.17+0.21
68 12.10+£0.94 11.42+2.71 38.97+7.60 50.40£9.90 17.7620.84 151.34+16.26* 40.21+2.89 171.50£13.46 0.08+0.01 4.21+0.82 0.28+0.06
70 35.07+1.53 33.94+5.95 14.51+2.05 48.44+7.01 15.04+1.55 26.53+2.32 87.11£17.01 71.49+7.58 1.39£0.17 1.40+0.24 0.3620.08
73 118.43+6.02 12.29+£1.55 3.29+0.73 15.57+2.15 16.48+1.70 25.24+4.63 20.58+1.91 91.19+3.47 5.35+0.76 0.13+0.02 1.23+0.28
77 34.92+3.28 4.75+0.85 24.51£3.12 29.25%3.20 22.73+1.32 154.16£6.96* 158.76+12.48* 195.75+15.84 0.23+0.03 0.84+0.06 0.82+0.10
85 25.73+1.38 46.88+5.35 9.82+2.15 56.70£7.09 7.49+0.69 23.2343.11 80.50+15.04 85.67+2.03 1.20£0.15 2.28+0.34 0.15£0.03
88 41.71+£12.29 132.05+18.44 73.10+6.43* 205.15+18.33 38.31+3.26* 87.44+12.87 53.12+12.31 132.88+9.21 0.55+0.19 10.25+4.16* 0.19+0.01
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Continuacion...
Concentracién (ng - ml-1) Relaciones hormonales
GENOTIPO | ACC t-Z tZ CK IAA ABA JA SA ACC/ CK/ IAA/
ABA ACC CK

91 46.57+4.77 91.45+17.74 69.27+11.03* 160.72+18.08 21.50+2.02 138.97+10.66* 43.31+3.87 75.69+5.43 0.35+0.05 3.65+0.50 0.14+0.02

92 168.07+8.46 626.38+260.68* 19.09+5.02 647.79+264.54* 7.70+0.64 23.32+3.27 79.94+14.87 60.38+4.04 7.70+2.66* 8.97+5.64 0.12+0.09

94 160.27+£119.47 5.27+5.76 3.21+3.24 8.48+2.51 4.40%+0.63* 99.88+31.19 12.86+5.24 51.43+36.24 1.68+0.39 0.06£0.02 0.89+0.35

98 223.97+91.23* 14.73+1.88 4.24+1.14 18.98+2.76 12.36+0.91 28.75+4.21 26.70£3.81 84.77+3.34 8.47+3.60* 0.12+0.03 0.74+0.13
109 154.95+26.77 364.98+80.26 6.18+0.38 371.17480.27 6.21£0.51 18.96+1.62 133.77+22.00 71.29+14.55 6.72+1.99* 23.70£3.20 0.06£0.03
111 175.90+43.81 1.31£0.61 1.36£0.25 2.66+0.84 4.70+0.53* 119.88+22.53 7.30£0.56 210.61£78.31 1.71£0.37 0.02+0.00 2.56%0.62*
112 133.44+9.72 344.51+171.68* 10.22+1.91 755.79+171.05* 7.44+0.61 23.64+2.08 80.68+28.51* 90.32+12.14 3.75+0.73 41.26+34.88 0.03+0.01
120 27.16£2.85 22.07+2.41 7.08+1.36 29.15+3.53 12.63£1.11 35.3746.72 55.60+8.60 86.65£8.86 0.85£0.13 1.1840.21 0.49£0.12
121 16.13£2.66 8.36£0.66 29.97+2.46 21.92+1.74 13.71£3.03 151.18+14.50* 115.58+11.38 113.99+3.69 3.2240.68 0.15£0.02 0.38+0.03
124 11.45+1.04 6.41+1.29 51.00+6.71 57.42+6.28 10.35+1.35 142.26+13.97* 28.91+3.30 154.95+£20.98 0.09+0.01 5.12+0.50 0.18+0.01
143 133.44+3.67 344.51+31.27* 10.22+0.74 930.04+239.96* 7.44+£0.06 23.64+0.91 80.68+2.30* 90.3249.76 3.81+0.87 28.82+18.59* 0.03+0.01
151 142.20+£24.03 13.66+2.72 11.59+1.94 25.25+11.36 5.06+0.93* 78.84+18.38 19.73+2.94 106.33+33.67 1.79+0.08 0.21+0.10 0.44+0.12
161 66.08+0.49 79.00+6.67 21.57+2.89 21.92+1.74 9.84+0.55 86.26+6.67 60.10+1.93 110.45+3.26 0.19+0.07 2.70+0.20 7.01+0.86
164 21.80£2.33 34.4242.67 45.48+6.92 79.90+9.87 24.90£1.80 94.2742.67 41.4545.07 92.58+21.55 0.23+0.03 3.83+0.75 0.33+0.06
175 21.62+4.87 24.25+5.06 13.36+17.38 37.61+7.55 10.32+0.91 53.50+5.06 88.55+27.51 99.89+11.50 0.57+0.18 2.41+0.68 0.35+0.08
179 8.58+0.56 4.28+0.81 49.49+14.49 53.76+7.28 6.96+0.39 121.79+0.81 32.2244.62 157.73+£16.58 0.08+0.01 6.28+0.80 0.14+0.03
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1.4.- Concentracion de iones

Las concentraciones de los micronutrientes Fe3*, K*, Mg?*, Mn?*, Na*, Py
Zn?*y el macronutriente N no variaron significativamente con respecto a ambos
parentales. So6lo se observaron diferencias significativas respecto de los
parentales en las concentraciones de B3* de las lineas 30 y 112, de Ca?* de la
linea 14, de Cu?* de las lineas 91 y 164, y de S de las lineas 12, 68 y 20. Las

concentraciones de iones en todas las lineas se muestran en la tabla 3.2.
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RESULTADOS

Tabla 3.2.- Contenido de los distintos nutrientes minerales de la poblacién F8 recombinante (RIL) y de sus lineas parentales Solanum lycopersicum cv. Moneymaker y Solanum
pimpinellifolium acc. TO 937. Cada medida representa la media de 3 plantas * el error estindar. * indica que las diferencias son significativas respecto al parental doméstico
Solanum lycopersicum cv. Moneymaker (Sl) de acuerdo con el test de Tukey al P<0.05.

NUTRIENTES MINERALES (mg/1)
PRIMAIi\;I(I)ASC RONUTRI];;EIEJSNDARIOS MICRONUTRIENTES
GENOTIPO C N P K+ S Mg?2* Ca?* B3+ Cu? Fe3+ Mn?2* Zn? Na+*
Sp 41,53+0,38 6,08+0,14 21,23+1,43 141,5343,27 29,22+1,98 17,23+1,06 118,64+8,32 0,18+0,01 0,100,01 0,91+0,14 1,02+0,09 0,20+0,01 3,25+0,43
Sl 40,410,52 5,72+0,13 23,40+1,06 157,03+6,78 29,50+2,16 20,76%1,37 144,86+11,57 0,26+0,02 0,07+0,01 0,63+0,02 0,67+0,02 0,13+0,01 2,53+0,15
2 39,98+0,70 6,24+0,06 22,4610,88 166,58+18,90 30,77+4,13 19,3610,61 135,30+4,23 0,31+0,01 0,09+0,01 0,78+0,04 0,52+0,05 0,19+0,01 2,11£0,15
9 39,47+0,19 5,99+0,05 19,37+0,33 167,28+9,94 34,35+1,21 19,97+0,91 148,30+7,26 0,19+0,01 0,08+0,01 0,66+0,09 0,82+0,03 0,11+0,01 2,56+0,16
12 40,57+0,19 6,79+0,06 22,230,63 177,91£0,82 45,75+2,31* 15,22+0,20 119,37+5,66 0,29+0,01 0,12+0,01 0,90+0,04 0,810,01 0,21£0,01 2,58+0,38
14 38,12+0,64 6,04+0,35 24,20+2,77 | 192,05£25,34 32,55+1,87 23,07+1,94 | 258,50+57,18* 0,22+0,01 0,100,01 0,510,01 1,10£0,26 0,13+0,01 4,09+0,80
17 40,01+0,47 5,86+0,02 21,92+1,07 188,42+7,65 25,93+0,95 21,75+0,86 159,81+5,30 0,20%0,01 0,06+0,01 0,66+0,01 0,91+0,12 0,10+0,01 2,79+0,20
20 39,38+0,39 5,86+0,05 25,0610,61 138,68+1,98 51,37+3,47* 21,51+1,01 159,63+4,68 0,360,02 0,09+0,01 0,63+0,02 0,67+0,03 0,17£0,01 2,58+0,42
30 39,80+0,29 6,00£0,25 19,82+0,58 129,03+0,83 38,99+0,21 21,0610,30 172,40+0,99 0,49+0,01* 0,100,01 0,84+0,01 0,79+0,02 0,17£0,01 3,04£0,16
38 40,38+0,64 5,53+0,21 22,13+0,71 157,81+12,17 29,63+1,55 21,02+0,96 163,56%3,96 0,24+0,02 0,08+0,01 0,72+0,09 0,72+0,02 0,18+0,01 4,38+0,88
45 41,38+0,06 5,97£0,21 19,57+0,96 159,09£10,01 34,36+2,11 17,7610,54 141,64+4,51 0,24+0,02 0,08+0,01 0,63+0,04 1,01£0,11 0,15+0,01 2,48+0,18
59 39,53+0,31 6,60£0,11 27,11+0,45 175,0745,49 36,32+0,91 20,72+1,85 140,70+5,36 0,200,01 0,09+0,01 0,98+0,14 0,67+0,03 0,17£0,01 2,94+0,08
65 36,34+0,41* 5,70+0,01 27,55+2,93 137,34+11,91 40,62+2,76 22,48+0,70 242,83+7,62 0,32+0,01 0,100,01 0,88+0,10 1,4940,15 0,17+0,01 4,3610,25
66 41,33+0,28 6,13+0,04 22,28+0,82 146,53+4,81 20,35+1,38 20,27+1,31 144,39+3,15 0,200,01 0,08+0,01 0,53+0,04 1,03+0,07 0,19+0,01 2,89+0,16
68 38,17+0,97 6,13+0,08 28,70+2,67 171,154£7,05 49,93+4,15* 19,66+1,90 171,71£12,57 0,29+0,01 0,09+0,01 0,73+0,04 0,66+0,04 0,14+0,02 4,86+0,79
70 41,430,61 6,52+0,13 22,82+1,36 159,9148,08 30,29+1,84 20,480,95 133,09+5,30 0,28+0,02 0,09+0,01 1,06+0,16 1,21£0,02 0,17£0,01 2,01£0,08
73 42,03+0,32 6,06+0,05 21,32+0,72 134,56+2,91 39,79+2,35 16,39+0,66 139,27+2,55 0,29+0,02 0,100,01 0,62+0,07 0,89+0,03 0,16+0,01 2,86+0,11
77 38,82+0,28 6,48+0,04 22,51+1,74 134,89+3,38 38,565+2,22 22,55+0,86 166,54+2,17 0,31+0,04 0,110,01 0,59+0,03 0,90+0,05 0,18+0,01 2,80+0,18
85 40,300,35 5,84+0,31 26,9410,49 162,38+4,71 28,59+1,14 21,04+2,44 131,56+11,74 0,310,01 0,07+0,01 0,84+0,07 0,93+0,19 0,17£0,02 3,96+0,34
88 38,03+0,37 6,48+0,09 22,58+0,48 187,2347,76 39,59+3,58 20,510,55 246,03+45,43 0,19+0,03 0,15+0,01 0,62+0,04 1,47+0,35 0,15+0,01 3,63+0,29
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Continuacion...
NUTRIENTES MINERALES (mg/1)
MACRONUTRIENTES
MICRONUTRIENTES
GENOTIPO C N P K+ S Mg2* Ca2* B3+ Cu? Fe3* Mn?* Zn?* Na*
91 38024048 | 6,18+0,11 | 24,39+0,96 | 18447+589 | 41,13+221 | 24,93+1,47 | 24033+43,78 | 0,25:0,02 | 0,17+0,01* | 0,75£0,08 1,39+0,02 0,110,01 3,58+0,20
92 40,6940,28 | 645:0,08 | 24,12+051 | 143,50£7,22 | 23,460,669 | 19,86:0,28 | 158,20+1,10 | 0,25+0,01 0,08+0,01 0,680,04 0,5420,01 0,1420,01 2,90+0,27
94 40,76£0,60 | 643015 | 20,09+1,07 | 151,10+3,19 | 23,90+0,81 | 1596+1,15 | 12423824 | 0,22+0,01 0,100,01 0,78+0,03 0,72£0,09 0,19+0,02 2,37+0,16
98 40,6840,24 | 588003 | 1798052 | 180,97+054 | 3242+1,17 | 20,1240,45 | 133,64+4,72 | 0,23+0,01 0,08+0,01 0,70+0,03 0,96£0,10 0,1320,01 2,5040,15
109 4110094 | 653019 | 22174225 | 150,51¢625 | 2991370 | 18,36+1,13 | 150,19+14,74 | 0,25+0,01 0,08+0,01 0,8320,02 0,7420,12 0,13£0,02 | 3,2620,39
111 40,2840,17 | 6,17+0,13 | 20,67+0,17 | 147,84£129 | 27,73+126 | 16574041 | 13503%3,17 | 0,22+0,01 0,07+0,01 0,65+0,02 1,00£0,12 0,17+0,01 3,38+0,27
112 38974054 | 6,15:0,19 | 2537+0,62 | 14568+4,15 | 2851124 | 24,76:0,68 | 19032+10,63 | 0,40£0,02* | 0,07+0,01 0,81+0,04 0,86+0,02 0,16+0,01 3,4540,24
120 4058£0,01 | 636+0,03 | 22,14+021 | 186,79+0,83 | 3498+045 | 17,0740,11 | 113,76£0,96 | 0,28+0,01 0,100,01 0,88+0,03 0,90+0,03 0,2020,01 2,7820,11
121 41154013 | 6,19+0,04 | 1956+026 | 17520+2,05 | 3871x097 | 16912021 | 117,98+1,32 | 0,2040,01 0,100,01 0,92+0,08 0,7520,06 0,12£0,01 2,7520,11
124 39,7040,45 | 583005 | 2292+1,05 | 184,06#871 | 29,16+258 | 16,5840,11 | 12643+531 | 0,18+0,01 0,10+0,01 1,09£0,07 | 0,69+0,12 0,1320,01 3,12¢0,25
143 403040,18 | 636+0,12 | 23,17+1,24 | 160,24#11,28 | 39,54+1,08 | 20,0740,31 | 155454648 | 0,32+0,02 0,10+0,01 0,80+0,11 1,07+0,06 0,16+0,01 3,310,08
151 40,13£0,60 | 6,09+0,10 | 2337+299 | 15816577 | 27,72+1,14 | 19,6141,82 | 124,74%563 | 0,2120,02 0,08+0,01 0,840,04 0,8420,06 0,18+0,03 1,9420,11
161 40594¢0,17 | 6,06+0,06 | 24,39+0,63 | 184,15+3,89 | 3355¢325 | 16,1940,34 | 134,29+1,38 | 0,26+0,02 0,08+0,01 0,530,01 1,21%0,08 0,15+0,01 2,48+0,09
164 4024044 | 6,13+0,14 | 21,76x056 | 161,07+297 | 3226+1,11 | 19,28+059 | 135134062 | 0204001 | 0,19%0,01* | 0,63£0,02 0,74+0,05 0,13+0,01 2,2240,10
175 41424031 | 598007 | 2483057 | 15530£349 | 3373+1,98 | 16804096 | 11854%3,56 | 0,24+0,01 0,0920,01 1,03£0,07 | 0,93£0,10 070,02 | 3,72+0,31
179 38,66£0,37 | 560£039 | 27,75+032 | 182444543 | 3524+0,77 | 18494028 | 157,82+7,04 | 0,35+0,01 0,12+0,01 1,26:£0,04 0,90£0,04 0,17+0,01 5,00+0,03
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RESULTADOS

1.5.- Andlisis de componentes principales

Para estudiar la contribucion real de los pardmetros fisiolégicos, hidricos y

hormonales analizados a la variabilidad total de la poblacién y en relacién a la

productividad y uso eficiente del agua, se realizé un andlisis de componentes

principales (PCA) (Fig. 3.14).
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Figura 3.14.- Analisis de componentes principales (PCA, del inglés Principal Component Analysis) donde
se muestra la posicion relativa de los distintos pardmetros agronémicos y fisioloégicos estudiados en la
poblacién RIL y en las lineas parentales. Las flechas indican vectores propios que representan la fuerza
(dada por la longitud del vector) y la direccién de la variable en relacién con los dos primeros
componentes principales (PC1, PC2). Los circulos (cluster) encierran aquellas variables fisioldgicas
altamente relacionadas. (Factores hormonales: Z, ACC, ABA, rZ, SA, TAA, JA; Relaciones hormonales:
ACC/ABA,IAA/ABA, CK/ABA, CK, IAA/CK, IAA/ACC; CK/ACC; Factores iénicos: C, N, Mn, Fe, Zn,
Mg, Ca, P, B, Na, K, Cu, S; Pardmetros vegetativos: AF = area foliar; PSgr = peso seco raiz; PSag = peso seco
parte aérea; PSp = peso seco planta entera; H = altura; Ng = n° de hojas; @ = calibre tallo; Parametros
hidricos y fotosintéticos: W = consumo de agua; WUEa = uso eficiente del agua agronémico; WUEi = uso

eficiente del agua instantineo; A = tasa fotosintética; E = tasa de transpiraciéon; gs = conducancia
estomatica; FvFm = eficiencia del PSIL; A/ g)

Los dos componentes principales (PCs) representan un 45% de la

variabilidad total de la poblacién, representando un 29% de variabilidad el

235



RESULTADOS

componente 1 y un 16 % el componente 2. Tanto la fotosintesis neta como los
parametros de uso eficiente del agua agrondémico e instantdneo se asociaron al
PCl. Ademéds, la mayoria de los pardmetros de crecimiento, algunos
nutricionales (Cu, S, K, B, P, Ca, P y Mg), e importantes factores hormonales
(IAA, ABA, rZ y las relaciones IAA/ACC y CK/ACC) covariaban dentro del
mismo cluster. En un segundo cluster se asociaron aquéllos parametros que
covariaban en sentido inverso (negativo) a los pardmetros de productividad y
uso eficiente del agua. Cabe destacar el precursor del etileno ACC, asi como las

relaciones hormonales ACC/ABA e [AA/ABA.

A pesar de agruparse en el mismo cluster (Figura 3.14), WUEav (en base a
biomasa vegativa) y W no se correlacionaban significativamente (r= 0,157,
n=200), aunque si se correlacionaba significativamente el WUEav con
pardmetros vegetativos como AF (r=0,512**, n=200) y PSp (r=0, 605**, n= 200). Al
igual que ocurre con WUEav, el WUEi tampoco se correlacion6
significativamente con el W (r=0,120, n=200), existiendo sin embargo una

relacion significativa con el PSp (r=0, 278**, n= 200).

Como hemos comentado en el primer pérrafo, los parametros
fotosintéticos también covariaban con el WUEav y el WUEi. De hecho A se
asociaba al componente 1 junto con WUEav (r=0.536**, n= 200), mostrando
ademas una correlacion significativa con pardmetros de biomasa vegetativa

como PSp (r=0.380**, n= 200) y AF (r=0.310**, n= 200) y con pardmetros de

consumo de agua W (r=0.185**, n= 200). Fy/Fm también se asociaba al
componente 1 covariando con pardmetros vegetativos como PSp (r=0, 200**, n=

200).

Los parametros de intercambio gaseoso se encontraban agrupados en un
cluster diferente a los pardmetros vegetativos y fotosintéticos (Figura 3.14).

Llaman la atencion las correlaciones negativas y significativas entre Fy/Fmy gs
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(r= -0.284**, n= 200) y por supuesto entre Fyv/Fm y E (r= -0.367**, n= 200).
Respecto a los pardmetros hormonales, existe una significativa correlacion entre

lar-Zy el Fy/Fm(r= 0,396**, n=197).

Dado que WUE: se define como el cociente entre A y E, era de esperar que
covariara con A (r=0,642**, n=200), y que se encontrara en un cluster diferente a

E (r=-0,548**, n=200), asi como a gs (r=-0,533**, n=200).

Con respecto a los factores hormonales, tanto SA como la citoquinina rZ,
el IAA, JA, ABA, asi como las relaciones IAA/ACC y CK/ACC se asociaron en
el mismo cluster que los factores de crecimiento, la fotosintesis, el WUEav y el
WUE: (Figura 3.14). Destaca la estrecha correlacién positiva que existe entre SA
y WUEav (r= 0,381**, n=200) y la ausencia de correlacion significativa entre JA y
WUEav (r= 0,035, n=200). Por otra parte, en el extremo opuesto del PCA, en un
cluster diferente a los parametros de crecimiento, fotosintesis y hormonas como
ABA, se encuentra el precursor del etileno ACC, asi como la relacién
ACC/ABA, estando por ello asociados negativamente con el tamafio de hoja (r=

-0,332**, n=200) y el WUEav (r= -0,231**, n=200).

La mayoria de parametros nutricionales se encuentran agrupados en el
mismo cluster que los pardmetros vegetativos e hidricos (Figura 3.14). Cu?* es
un pardmetro importante ya que se encuentra asociado al componente 1 del
PCA y ademas presenta una fuerte relacién con parametros fotosintéticos como
A (r= 0331**, n=200) y Fy/Fm (r= 0,249*, n=200) y con parametros de
crecimiento como Np (r= 0,261**, n=200) y H (r= 0,256**, n=200). A pesar de
encontrarse mas alejado en el cluster, destaca la correlacién que existe entre el
Mg?* y el desarrollo radicular (r= 0,408**, n=200) y crecimiento vegetativo (r=
0,384**, n=200), asi como entre el Ca?* y el PSp (r= 0,475**, n=200). Fv/Fm
también se encuentra correlacionado con el B3* (r= 0,215**, n=200) y con el Na*

(r= 0,287**, n=200).

237



RESULTADOS

1.6.- Seleccion de lineas

Con los datos obtenidos en este ensayo realizamos un anélisis preliminar
exploratorio de las dispersiones entre ciclos. Para corregir dichas dispersiones
calculamos para cada ciclo y para cada variable las variaciones de los valores
medidos con respecto al registrado en el parental cultivado. Después de hacer

esto y generar un fichero de medias, tipificamos las variables.

Para la seleccion de lineas se hizo un PCA agrupando las variables en
torno al consumo de agua y la biomasa vegetativa (Imagen 3.5. de material y
métodos). A partir del PCA se gener6 un grafico de regresion de las
puntuaciones de los factores (Biplot). Esto viene a representar los residuos de la

regresion entre la biomasa y consumo de agua.

En cada cuadrante se seleccionaron las lineas mas alejadas de los ejes y de
la interseccién entre ellos (Imagen 3.5. de material y métodos). Estas lineas
representan las cuatro combinaciones posibles entre consumo de agua y

biomasa y se utilizaran en el ENSAYO 2:

Baja biomasa/Bajo consumo de agua = Lineas 175 y 121 (bw)
Alta biomasa/bajo consumo de agua = Lineas 65y 59 (Bw)
Baja biomasa/alto consumo de agua = Lineas 66y 94 (bIV)
Alta biomasa/alto consumo de agua = Lineas 38 y 112 (BWW)
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2.- ENSAYO 2: ESTUDIO DEL EFECTO DIFERENCIAL DE LA RAIZ Y
LA PARTE AEREA SOBRE EL USO EFICIENTE DEL AGUA

Con objeto de determinar la influencia relativa de las caracteristicas de la
raiz y de la parte aérea sobre el WUE, se llevé a cabo un ensayo con injertos
reciprocos con cuatro de las lineas seleccionadas en el ensayo anterior teniendo
en cuenta la correlaciéon entre biomasa (B) y consumo de agua (W): lineas 38
(BW), 65 (Bw), 66 (bW) y 175 (bw). El ensayo se prolongé durante 7 semanas en

ausencia de estrés en un invernadero de condiciones controladas.

2.1.- Pardmetros relacionados con el vigor de la planta
2.1.1.- Biomasa vegetativa

Durante la fase de semillero, y justo antes de proceder al trasplante en
invernadero, ya se observaron diferencias entre lineas. En la Imagen 3.1A se
muestra una comparativa de las raices de ambos parentales, destacando el
mayor namero de raices del parental silvestre. En la fotografia inferior podemos
ver el predominio que tenia la parte aérea frente a la raiz en ambas
combinaciones mostradas (Imagen 3.1B), destacando la mayor biomasa de la
linea 65-Bw sin injertar y de la combinacién 65/66 donde la linea 65-Bw actuaba
como parte aérea, frente a la menor biomasa de la linea 66-b/V y la combinacién
66/65 en la que la linea 66-bIV intervenia como parte aérea. Al final del ensayo
estas diferencias son mucho mas llamativas, resaltando aun mas el predominio
que tenia la parte aérea frente a la raiz en las distintas combinaciones de injertos
reciprocos (Imagen 3.2). Esta fotografia muestra claramente el mayor tamafio de

raiz de la linea 65-Bw (linea seleccionada por su mayor vigor) y de la
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combinacién 65/175, donde la linea 65-Bw ejercia como parte aérea (Imagen

3.2B).

S. lycopersicum S. pimpinellifolium

65/66 65 66 66/65

Imagen. 3.1.- Fotografias de (A) las raices de los parentales Solanum lycopersicum (cv. Moneymaker) y
Solanum pimpinellifolium (acc.TO-937) y (B) de las lineas RIL 65y 66 y los injertos reciprocos 65/66 y 66/65
antes de realizar el en el momento del trasplante a invernadero.

Por tanto, de forma global, y en lo que se refiere a los pardmetros de
biomasa, se confirma que las lineas 38-BIV'y 65-Bw seleccionadas de alto vigor
en el ensayo anterior mantienen su peso fresco en este ensayo. Lo mismo ocurre
con las lineas seleccionadas de bajo vigor 175-bw y 66-bWV. La linea 38-BW fue la

mas vigorosa, con mayor biomasa de raiz y parte aérea, tanto sin injertar como
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autoinjertada o usada como parte aérea en injertos reciprocos con las otras
lineas RIL seleccionadas (Fig. 3.15A-C). La linea que present6 una menor
biomasa tanto de raiz como de parte aérea fue la 175-bw. Ademads, todas las
combinaciones que utilizaban la linea 175-bw como parte aérea presentaban una
reduccion significativa de biomasa (Fig. 3.15A-C) No se observaron diferencias

significativas en ningtn caso para la relacion parte aérea/raiz (Fig. 3.15D).

65 175/65 65/175 175

Imagen. 3.2.- (A) Vista general de las raices de todas las plantas utilizadas y (B) detalle de las raices de las
lineas RIL 65 y 175 y de las combinaciones 175/65 y 65/175 al final del periodo de ensayo.
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Figura 3.15.- Peso fresco de la parte aérea (A), peso fresco de la raiz (B), peso fresco de la planta entera (C)
y relacién raiz/parte aérea (D) de los genotipos parentales Solanum lycopersicum (cv. Moneymaker) y
Solanum pimpinellifolium (acc.TO-937), 4 lineas RIL seleccionadas sin injertar y auto-injertadas, y 12
combinaciones de injertos reciprocos. Cada barra representa la media de 6 plantas * el error estandar.
Diferentes letras indican que las diferencias son significativas de acuerdo con el test de Tukey al P<0.05.
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2.1.2.- Diametro del tallo

No se observaron diferencias significativas en el didmetro del tallo entre

las distintas lineas RIL y las combinaciones de injertos reciprocos utilizados

(Fig. 3.16)
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Figura 3.16.- Diametro del tallo de los genotipos parentales Solanum lycopersicum (cv. Moneymaker) y
Solanum pimpinellifolium (acc.TO-937), 4 lineas RIL seleccionadas sin injertar y auto-injertadas, y 12

combinaciones de injertos reciprocos. Cada barra representa la media de 6 plantas * el error estandar.
Diferentes letras indican que las diferencias son significativas de acuerdo con el test de Tukey al P<0.05

2.2.- Relaciones hidricas y fotosintesis
2.2.1.- Contenido relativo en agua y contenido en agua de la hoja

El RWC no vari6é de forma significativa para ninguna de las lineas ni
combinaciones de injertos utilizadas (Fig. 3.17A). Si bien tanto el contenido en
agua total, como el contenido de agua en hoja madura tampoco mostraron
diferencias significativas en ningtn caso, si se pudo observar una mayor

variabilidad que en el caso del RWC (Fig. 3.17B,C).
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Figura 3.17.- Contenido relativo de agua (A), contenido de agua de hoja madura (B) y contenido de agua
total (C), de los genotipos parentales Solanum lycopersicum (cv. Moneymaker) y Solanum pimpinellifolium
(acc.TO-937), 4 lineas RIL seleccionadas sin injertar y auto-injertadas, y 12 combinaciones de injertos
reciprocos. Cada barra representa la media de 6 plantas * el error estdndar. Diferentes letras indican que
las diferencias son significativas de acuerdo con el test de Tukey al P<0.05

2.2.2.- Medidas de intercambio gaseoso: tasa fotosintética, conductancia estomdtica y

tasa de transpiracion

Las medidas de tasa de fotosintesis (A) (Fig. 3.18) revelaron una gran

variabilidad en las distintas lineas y combinaciones utilizadas, sin ser
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significativas dichas diferencias. La linea 38-BIV, de alto vigor, presentaba una
mayor tasa de fotosintesis sin injertar, auto-injertada o como parte aérea de las
lineas RIL 65-BW y 175-bw. Por el contrario, la linea 175-bw, con una menor
biomasa, redujo la tasa fotosintética de las combinaciones en las que actuaba

como parte aérea.

No se observaron diferencias significativas para la conductancia
estomatica (gs) (Fig. 3.19) ni para la tasa de transpiracion (Fig. 3.20) entre las
distintas lineas RIL ni en las combinaciones de injertos reciprocos.
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Figura 3.18.- Tasa de fotosintesis de los genotipos parentales Solanum lycopersicum (cv. Moneymaker) y
Solanum pimpinellifolium (acc.TO-937), 4 lineas RIL seleccionadas sin injertar y auto-injertadas, y 12
combinaciones de injertos reciprocos. Cada barra representa la media de 6 plantas * el error estandar.
Diferentes letras indican que las diferencias son significativas de acuerdo con el test de Tukey al P<0.05
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Figura 3.19.- Conductancia estomatica de los genotipos parentales Solanum lycopersicum (cv. Moneymaker)
y Solanum pimpinellifolium (acc.TO-937), 4 lineas RIL seleccionadas sin injertar y auto-injertadas, y 12
combinaciones de injertos reciprocos. Cada barra representa la media de 6 plantas * el error estandar.
Diferentes letras indican que las diferencias son significativas de acuerdo con el test de Tukey al P<0.05
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Figura 3.20.- Tasa de transpiracién de los genotipos parentales Solanum lycopersicum (cv. Moneymaker) y
Solanum pimpinellifolium (acc.TO-937), 4 lineas RIL seleccionadas sin injertar y auto-injertadas, y 12
combinaciones de injertos reciprocos. Cada barra representa la media de 6 plantas * el error estandar.
Diferentes letras indican que las diferencias son significativas de acuerdo con el test de Tukey al P<0.05

2.2.3.- Consumo acumulado de agua

Globalmente se observé variabilidad en el consumo acumulado de agua.
La linea 38-BIV, tanto sin injertar como usada como parte aérea, consumié un
30% mas de agua que ambos parentales (Fig. 3.21), mientras que en la linea 175-
bw se observé una disminucién significativa del consumo de agua de hasta un

25% sin injertar y un 20% cuando actuaba como parte aérea.
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Figura 3.21.- Consumo acumulado de agua de los genotipos parentales Solanum lycopersicum (cv.
Moneymaker) y Solanum pimpinellifolium (acc.TO-937), 4 lineas RIL seleccionadas sin injertar y auto-
injertadas, y 12 combinaciones de injertos reciprocos. Cada barra representa la media de 6 plantas + el
error estandar. Diferentes letras indican que las diferencias son significativas de acuerdo con el test de
Tukey al P<0.05
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2.2.4.- Uso eficiente del agua

Se observé una importante variabilidad entre las distintas lineas y
combinaciones en cuanto al WUEav (en base vegetativa), destacando el papel
predominante de la parte aérea en los injertos reciprocos (Fig. 3.22). En
particular la linea 175-bw, sin injertar o utilizada como parte aérea del resto de
lineas RIL dio lugar a una disminucién significativa en el WUEav de hasta en un

40% en comparacién con las combinaciones de mayor WUEav.
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Figura 3.22.- Uso Eficiente del Agua Agronémico de los genotipos parentales Solanum lycopersicum (cv.
Moneymaker) y Solanum pimpinellifolium (acc.TO-937), 4 lineas RIL seleccionadas sin injertar y auto-
injertadas, y 12 combinaciones de injertos reciprocos. Cada barra representa la media de 6 plantas + el

error estandar. Diferentes letras indican que las diferencias son significativas de acuerdo con el test de
Tukey al P<0.05.

Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en el WUE:i (Fig.
3.23), destacando tnicamente la combinacién 66/38, que duplicé el valor del

parental registrado por ambos parentales.
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Figura 3.23.- Uso Eficiente del Agua Instantaneo de los genotipos parentales Solanum lycopersicum (cv.
Moneymaker) y Solanum pimpinellifolium (acc.TO-937), 4 lineas RIL seleccionadas sin injertar y auto-
injertadas, y 12 combinaciones de injertos reciprocos. Cada barra representa la media de 6 plantas + el
error estandar. Diferentes letras indican que las diferencias son significativas de acuerdo con el test de
Tukey al P<0.05

2.2.5. - Potencial hidrico foliar

En general, el potencial hidrico foliar tendi6 a disminuir en algunas de las
combinaciones estudiadas respecto del parental cultivado, sin embargo no se

observaron diferencias significativas en ningan caso (Fig. 3.24).
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Figura 3.24.- Potencial hidrico foliar de los genotipos parentales Solanum lycopersicum (cv. Moneymaker) y
Solanum pimpinellifolium (acc.TO-937), 4 lineas RIL seleccionadas sin injertar y auto-injertadas, y 12
combinaciones de injertos reciprocos. Cada barra representa la media de 6 plantas * el error estandar.
Diferentes letras indican que las diferencias son significativas de acuerdo con el test de Tukey al P<0.05
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2.2.6. - Fluorescencia e indice de clorofilas

Tanto la eficiencia del fotosistema II en hojas adaptadas a la oscuridad,

Fv/Fm (Fig. 3.25A), como el indice de clorofilas (IC) (Fig. 3.25B), relacionado con

la integridad de este pigmento fotosintético, fueron menores en las

combinaciones donde la linea 66-bWV actuaba como parte aérea, asi como en la

linea 66-bWV sin injertar, resultando significativo en el caso del IC. Para el resto

de lineas e injertos reciprocos no se observaron diferencias significativas.
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Figura 3.25.- Rendimiento cudntico méximo del fotosistema II (PSII) (Fy/Fm) (A) e indice de clorofilas (B)
de los genotipos parentales Solanum lycopersicum (cv. Moneymaker) y Solanum pimpinellifolium (acc.TO-
937), 4 lineas RIL seleccionadas sin injertar y auto-injertadas, y 12 combinaciones de injertos reciprocos.
Cada barra representa la media de 6 plantas * el error estandar. Diferentes letras indican que las
diferencias son significativas de acuerdo con el test de Tukey al P<0.05
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2.3.- Niveles hormonales
2.3.1.- Acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico

En general se observaron diferencias en la concentraciéon del precursor del
etileno ACC entre las distintas lineas y combinaciones estudiadas.
Especificamente, para la linea 175-bw se observé una disminucién significativa
de la concentracion de ACC en xilema de las plantas sin injertar y auto-
injertadas, asi como cuando era utilizada como parte aérea de las otras RIL (Fig.

3.26).
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Figura 3.26.- Concentracién de acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) de los genotipos parentales
Solanum lycopersicum (cv. Moneymaker) y Solanum pimpinellifolium (acc.TO-937), 4 lineas RIL seleccionadas
sin injertar y auto-injertadas, y 12 combinaciones de injertos reciprocos. Cada barra representa la media de

6 plantas * el error estdndar. Diferentes letras indican que las diferencias son significativas de acuerdo con
el test de Tukey al P<0.05

2.3.2.- Citoquininas

El contenido de la CK mas activa en tomate, f-Z, se redujo
significativamente a la mitad (~6 ng- ml) de forma generalizada en todas las
lineas y combinaciones estudiadas en comparacién con el parental cultivado
(Fig. 3.27A). Este descenso en las concentraciones de t-Z fue todavia mds
acusado en la linea 65-Bw, que present6 los niveles més bajos tanto en plantas

sin injertar y auto-injertadas, asi como en combinaciones donde actuaba como
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parte aérea. La concentracién de rZ, no mostré diferencias significativas en
ninguna de las lineas e injertos reciprocos utilizados (Fig. 3.27B). Unicamente la
linea 66-bW, que tanto sin injertar como auto-injertada o utilizada como parte
aérea de las otras lineas RIL, mostr6 un incremento de hasta 2 veces respecto del
parental cultivado. Los niveles de CKs totales medidos (t-Z + rZ) mostraron un
comportamiento similar a la t-Z, destacando la linea RIL 65-Bw sin injertar,

auto-injertada y utilizada por parte aérea (Fig. 3.27C).
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Figura 3.27.- Concentracién de trans-zeatina (t-Z) (A), ribo-zeatina (rZ) (B) y la suma de citoquininas (CK)
(C) de los genotipos parentales Solanum lycopersicum (cv. Moneymaker) y Solanum pimpinellifolium (acc.TO-
937), 4 lineas RIL seleccionadas sin injertar y auto-injertadas, y 12 combinaciones de injertos reciprocos.
Cada barra representa la media de 6 plantas * el error estandar. Diferentes letras indican que las
diferencias son significativas de acuerdo con el test de Tukey al P<0.05
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2.3.3.- Acido indolacético

Como se puede observar en la figura 3.28, existe una tendencia
generalizada para todas las lineas y combinaciones de una disminucion
significativa de los niveles de IAA en relacién al parental cultivado, a excepcion
de la linea 66-bIV sin injertar y las combinaciones con dicha linea actuando
como parte aérea.
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Figura 3.28.- Concentraciéon de acido indol-3-acético (IAA) de los genotipos parentales Solanum
Iycopersicum (cv. Moneymaker) y Solanum pimpinellifolium (acc.TO-937), 4 lineas RIL seleccionadas sin
injertar y auto-injertadas, y 12 combinaciones de injertos reciprocos. Cada barra representa la media de 6
plantas * el error estdndar. Diferentes letras indican que las diferencias son significativas de acuerdo con el
test de Tukey al P<0.05.

2.3.4.- Acido abscisico
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Figura 3.29.- Concentracién de acido abscisico (ABA) de los genotipos parentales Solanum lycopersicum (cv.
Moneymaker) y Solanum pimpinellifolium (acc.TO-937), 4 lineas RIL seleccionadas sin injertar y auto-
injertadas, y 12 combinaciones de injertos reciprocos. Cada barra representa la media de 6 plantas + el
error estandar. Diferentes letras indican que las diferencias son significativas de acuerdo con el test de
Tukey al P<0.05.
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Se observé un incremento en las concentraciones de ABA en las lineas 38-
BW'y 66-blV, especialmente en las plantas sin injertar o cuando eran utilizadas
como parte aérea en injertos reciprocos con otras RILs, aunque las diferencias

no fueron significativas en ningtn caso (Fig. 3.29).

2.3.5.- Acido jasménico

Las concentraciones de JA mostraron una importante variabilidad. Por un
lado la linea 65-Bw, que tanto sin injertar como cuando era injertada sobre si
misma o sobre las otras lineas RIL, mostré un incremento significativo en las
concentraciones de JA respecto de ambos parentales (Fig. 3.30). Por otro lado la
linea 38-BWV, que usada como parte aérea de si misma o de las otras lineas
seleccionadas, provoc6 una disminucién significativa en las concentraciones de

JA (hasta un 80%) respecto de S. pimpinellifolium.
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Figura 3.30.- Concentracion de dcido jasmoénico (JA) de los genotipos parentales Solanum lycopersicum (cv.
Moneymaker) y Solanum pimpinellifolium (acc.TO-937), 4 lineas RIL seleccionadas sin injertar y auto-
injertadas, y 12 combinaciones de injertos reciprocos. Cada barra representa la media de 6 plantas + el
error estandar. Diferentes letras indican que las diferencias son significativas de acuerdo con el test de
Tukey al P<0.05.
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2.3.6.- Acido salicilico

Las concentraciones de SA variaron de forma significativa entre las
distintas lineas y combinaciones de injertos. Destaca el incremento en los
niveles de SA observado en la linea 175-bw, sobre todo en la combinacién auto-
injertada y en la que acttia como parte aérea de la linea RIL 66- bW (Fig. 3.31).
Las lineas 65-Bw y 66-bIV, por el contrario, tendieron a disminuir las
concentraciones de SA tanto en plantas sin injertar y auto-injertadas, como

cuando eran usadas como parte aérea en injertos reciprocos (Fig. 3.31).
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Figura 3.31.- Concentracién de acido salicilico (SA) de los genotipos parentales Solanum lycopersicum (cv.
Moneymaker) y Solanum pimpinellifolium (acc.TO-937), 4 lineas RIL seleccionadas sin injertar y auto-
injertadas, y 12 combinaciones de injertos reciprocos. Cada barra representa la media de 6 plantas + el
error estandar. Diferentes letras indican que las diferencias son significativas de acuerdo con el test de
Tukey al P<0.05.
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2.4.- Concentracioén de iones

En general, las concentraciones de iones en hoja madura no variaron de
forma llamativa ni entre lineas ni entre las distintas combinaciones de injertos
reciprocos (Tabla 3.4). A pesar de ello, algunas lineas y combinaciones
presentaron variaciones significativas en los niveles de algunos iones, como la
linea 175-bw, de baja biomasa, que tenia una concentraciéon de carbono
significativamente menor a las otras lineas y combinaciones. Ademas, cuando la
linea 175-bw era utilizada como parte aérea de otras lineas RIL, se observaba
una reduccion en las concentraciones de C, aunque no era significativa (Tabla
3.4). Las concentraciones de N, Mg?*, Ca?*, Mn?* y Na* aumentaron
significativamente de forma generalizada en todas las lineas y combinaciones
estudiadas en comparacion con el parental cultivado, especialmente en la linea
65-Bw cuando era utilizada como parte aérea de otras RILs en injertos
reciprocos. En cuanto a las concentraciones de K* y P, la linea 175-bw sin injertar
y usada como parte aérea de si misma y de las otras lineas RIL mostré una
concentraciéon significativamente superior en comparacion con el parental
cultivado. Por otro lado, los niveles de B3* en la linea 38-BW y de Cu?* en la
linea 175-bw descendieron de forma significativa, tanto en plantas sin injertar

como auto-injertadas y en combinacion con otras RILs como parte aérea.
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Tabla 3.4.- Contenido de los distintos nutrientes minerales de los genotipos parentales Solanum lycopersicum (cv. Moneymaker) y Solanum pimpinellifolium (acc.TO-937), 4 lineas
RIL seleccionadas sin injertar y auto-injertadas, y 12 combinaciones de injertos reciprocos. Cada valor representa la media de 6 plantas * el error estdndar. Diferentes letras
indican que las diferencias son significativas de acuerdo con el test de Tukey al P<0.05.

NUTRIENTES MINERALES (mg/1)
MACRONUTRIENTES
MICRONUTRIENTES
PRIMARIOS SECUNDARIOS
GENOTIPO C N P K+ S Mg2 Ca2* B3+ Cu?* Fed+ Mn2* Zn?* Na+*
SP 42,7;1;_;0,99 4,78(:;),22 20,221;(;,45 144,7(2‘510,66 32,&2]13‘51,91 15,9(7;)0,82 55,4(7:)—1,61 0,1(0;3,01 O,lé)bic(;,()l 0,310,03 0,25(§§),02 0,1440,02 1,24('?)0,09
Sl 40,56+0,75 6,0620,26 19,92+1,31 179,75£17,73 39,47+4,01 24,10+1,41 92,19+4,04 0,12+0,01 0,11+0,01 0,40£0,02 0,42+0,02 0,160,01 4,10+0,63
(abc) (abc) (bc) (abc) (abc) (a) (abcde) (ab) (abc) (abed) (ab)
38 41,9(25;),51 5,5(;5(3314 18,7?;1,20 138,(6]37;2,02 30,9(]31,50 17,7(23),40 70,515;22),87 0,0EZE;),Ol 0,0(9bic(;,01 0,37+0,07 O,2(7Cid(;,03 0,13+0,01 2(,535&,;1
65 40,(9a0bic(;,15 6,28(':;),26 20,(2:3;1),74 147,;1]36;7,51 43,;53]:.;2),34 22,0(5;_;;),46 1105;1)35,32 0,0?aib(;,o’l O,lg)ic(;,()l 0,4540,02 O,éii;(g;ﬁ 0,1920,01 4,33(:;),51
66 41,(5:&(;,67 5,9(25(3318 24,(6;;:),49 147,(5]33;7,68 51,1(8;0,63 22,5(231,48 82&?;232)54 0,12;0),01 O,létj;),Ol 0,3440,02 O/(t%ic%(;l 0,18+0,01 2,(‘iit(f),g‘§3
175 38,7?;1,14 4,92&(;,12 30,3(2;3,34 217,5(7:;20,07 35,7(]7;—)2,16 20,7(;;_;;1,30 69,%3;2,31 0,1(2;)(;,01 0,08(:;),01 0,3240,02 O,éii:iigﬁ 0,1420,01 3,9(?%2356
38 /38 41,5225;),25 5,9(25(2;18 24,(1;;3),31 151,(7]35;5,06 35,4(2;1,42 18,7(231,32 74,?5;2),44 0,09(;),01 O,l(ii(c);Ol 0,44+0,03 O,é&ic(zi()w 0,17+0,01 1,8(()fig(;,12
65 /65 39,5(2?;),41 6,33(':-;),14 23,(5:;2),00 170,(0:;1)1,09 44,;1613]:_3,74 23,6(2;_;;5,51 124,7(9;23,61 0,1(2;)(;,01 0,1(26111-3(;,01 0,4240,03 0,57(':-;),07 0,2120,02 4,021]—3(;,80
66, /6 6 40,20;3,49 5,7(?1%(2518 22,?:3;1),14 158,(9:;1)1,19 51,0(7;2,90 24,7(2;0,93 8&2;45;15(;’)10 0,1;5:1)(;,01 0,1(3:]3(;,01 0,3120,01 O,(4a2bic(():i§)3 0,1740,01 éiii(;,fg
175 /175 40,21:;3,36 6,(125(3310 30,1(2;1,59 189,(9616;)7,29 37,(6a5li1),55 21,9(23),44 77&]9383370 0,14(2;),01 O,l(gi(c);Ol 0,44+0,05 0,5(3;3(;,05 0,16£0,01 zgizg,é;)
65 /38 40,(6a7bi'c(;,52 6,1?:]3(;,22 18,2?30,89 160,;1216;1)0,94 46,5(2;_;;5,67 21,7(;1;_;;1,78 1105112)?;3,62 0,0?aib(;,o’l O,’l(li(c)s()l 0,4120,01 O,(I%attc(():ig)l 0,160,01 3,(9a3bic(():i‘)15
66 /38 42,1(i§;),48 5,7(25(3318 23,(2:;:),39 136,(6]36;8,52 35,6(]8331,72 19,2(231,40 85(;1)(1?6519 O,l(ZaibO),Ol O,l(ii(c);Ol 0,37+0,03 O,(C‘;iic(zi()ﬁ 0,17+0,01 2,?:11;(;;14
175, /38 41,(2:;(;,46 6,0(:%(2320 27,(2:;2),53 170,(9:;:)9,67 36,&2{43‘51,44 20,&22;_;;1,48 86(;6b9ci§e,)73 0,1(2;)(;,01 0,1(3;3(;,01 0,4340,02 0,53;-]3(;,04 0,1740,02 Z(i)Zf;eOf,Ig%f
38 /65 41,9(25;),46 6,2(7:]3(;,31 26,;1619&3),51 165/216&1)0,64 33,9(9];;1,01 18,1(231,02 70,29;:),82 0,0(9;30),01 O,l(gi(c);Ol 0,39+0,05 O,(3a9bic(3:i())6 0,19+0,03 2(f:1§3f,;)6
66, /65 42,1(25;),37 6,2(3;—]3(;,12 22,(2:;1),38 125,5(3&9,09 35,4(]5;—)2,06 18,9(;1;_;;1,62 806153232337 0,0(9;)(;,01 O,’l(;i(c);()l 0,38+0,02 O,Iz;l):g,)03 0,1540,02 2(5:;&,;1
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Continuacion...
NUTRIENTES MINERALES (mg/1)
MACRONUTRIENTES MICRONUTRIENTES
GENOTIPO C N P K* S Mg?2+ Ca?* B3+ Cu? Fe3* Mn?* Zn?* Na*
65/66 40,;5a8é(;,54 6,23;(;,32 20,(6;:_;1),30 157,(5;);1)4,48 44,?:;2),63 22,9(2;1,17 109(,aobscid9),51 0,1?;’(;,02 0,1(52;01 0.4120,05 0,(4;11:3())4 01740,02 3{:5:3;2)8
175/66 41,(2:;(;,63 6,45(:;),26 31,221;_;2,97 189,3(:;.;)21,34 37,?:;2),55 19,3(2;_:)1,83 67,2(7;4,36 0,1(2;0),01 0,0(9;(;,01 0,39:0,04 O,igi(c);% 01420,02 éﬁzﬂg
38/175 42,1(23),63 5,9(Z§2;43 24,(6;1:_;2),69 150,(25;8,34 35,5(3;)1,46 19,1(:)1,16 62,1(9:)4,23 0,1?;’(;,01 0,1&2;01 0,42:40,04 0,&11;3())3 0185001 1,7315,14
65/175 39,(7:;(;,43 5,9(;2;44 19,6(?):)1,03 153,(9;1;_;3,01 43,2):3,31 21,9(;1))2,77 115,1(21«_;)11,77 0,12;_;)(;,01 0,12);0),01 043£0,02 0,&1;3())5 0.1940,01 3(?1?:3&%;3
66/175 41,(7:;_;(;,28 5,&252515 22,(75;.;1),85 146,?:;3,44 43,?:;3)»,31 21,9(:5;),84 9ez,azbzg_;2e,)69 0,1(2;(;,01 0,1(152;01 0,36£0,03 O,é%i(ggm 0,18£0,02 (za,gigflg‘;
175/65 40,(9:;(;,60 5,52:§2;27 24,2):;2),08 165,21;);1)1,67 34,(116)32,33 19,9(;;1,21 sztfca_:iséiss 0,1(1;_;)(;,01 0,1(;2;01 0,36£0,02 o,éﬁ%())s 01420,02 Zigzg,fg
38/66 42,6(2;_;;),50 5,9(&;2;37 21,21:;1),19 155£ii£)3,36 36,5;?)31,97 19,&22;_:?,99 71,29;‘36),99 0,09(3),01 0,1(§i(c);01 0,380,02 0,3(%:3,)01 016£0,01 1,9(5;;;;)),14
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3.- ENSAYO 3: EXPLOTACION DE CARACTERES APORTADOS POR
LA RAIZ A UNA VARIEDAD COMERCIAL DE TOMATE
INJERTADA SOBRE LINEAS RIL SELECCIONADAS: PRUEBA DE
CONCEPTO

En este ensayo se pretende explotar directamente caracteres de la raiz
asociados al WUE, usando lineas RIL portadoras de dichos caracteres como
portainjertos de una variedad de interés comercial. Se evaluaron las lineas
seleccionadas en el anterior ensayo mas otras 6 lineas RIL con caracteres muy
dispares en relaciéon con el WUE y 3 portainjertos usados comtnmente en la

produccién comercial de tomate.
3.1.- Pardmetros relacionados con el vigor de la planta
3.1.1.- Biomasa Vegetativa

En general, se observ6 un incremento en el peso fresco de la parte aérea de
la variedad comercial TT-115 injertada sobre la mayoria de las lineas RIL
respecto de la linea autoinjertada, a excepcién de las lineas de baja biomasa 66-
bW, 121-bw y 175-bw (Fig. 3.32A). Sin embargo, destaca el portainjerto de baja
biomasa 94-bIV con un incremento significativo de biomasa foliar de un 45%

respecto a la variedad comercial autoinjertada.

El peso seco de la raiz no present6 diferencias significativas para ninguna
de las lineas RIL y portainjertos comerciales respecto de la variedad TT-115
autoinjertada y sin injertar, a excepciéon de la linea de bajo vigor 66-blV, donde

disminuy¢6 un 50% (Fig. 3.32B).
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Figura 3.32.- Peso fresco de las hojas (A) y peso seco de la raiz (B) de plantas de tomate de la variedad
comercial TT-115 sin injertar, autoinjertada, e injertada sobre tres portainjertos comerciales, Beaufort,
Maxifort y Spirit, y 10 lineas RIL seleccionadas. Cada barra representa la media de 6 plantas * el error
estandar. Diferentes letras indican que las diferencias son significativas de acuerdo con el test de Tukey al
P<0.05.

3.2.- Relaciones hidricas

3.2.1.- Contenido relativo en agua
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Figura 3.33.- Contenido relativo de agua de plantas de tomate de la variedad comercial TT-115
autoinjertada, e injertada sobre 8 lineas RIL seleccionadas. Cada barra representa la media de 6 plantas + el
error estandar. Diferentes letras indican que las diferencias son significativas de acuerdo con el test de
Tukey al P<0.05.
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No se observaron diferencias significativas en el RWC de plantas
injertadas sobre distintas lineas RIL (Fig. 3.33). Unicamente se observé una
reduccion del 4% del RWC de las plantas injertadas en la linea de bajo vigor 66-
bWV.

3.2.2.- Consumo de agua

Independientemente de las fluctuaciones del estrés ambiental, el consumo
acumulado de agua varié segun el genotipo del portainjerto empleado, de
manera que las plantas injertadas sobre las lineas RIL 112-BW , 121-bw, y 175-bw
presentaron un menor consumo de agua a lo largo de todo el periodo de
ensayo, mientras que el mayor consumo se registré en las plantas injertadas
sobre las lineas de alto vigor 38-BIW 'y 65-Bw, coincidiendo con lo observado en
planta entera (Ensayo 1, Fig. 3.10) a excepcién de la linea 112-BW (Fig. 3.34). No
obstante las diferencias en el consumo de agua acumulado entre las lineas RIL
fueron menores en las primeras semanas de ensayo en ausencia de estrés. Estas
diferencias se empiezan a marcar a partir de la semana 18 del ensayo, y fueron
maximas en la semana 21 coincidiento con el final del ensayo y con el

incremento del estrés ambiental.
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Figura 3.34.- Evolucion del consumo acumulado de agua durante el periodo de ensayo de plantas de
tomate de la variedad comercial TT-115 autoinjertada, e injertada sobre 8 lineas RIL seleccionadas. Cada
punto representa la media de 6 plantas.
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El consumo acumulado durante todo el periodo de ensayo mostro
diferencias entre lineas de mas de 30 litros por planta, siendo significativamente
superior en las plantas injertadas sobre la linea RIL de alto vigor y consumo de
agua 38-BW vy significativamente inferior, de aproximadamente un 15%, en las
plantas injertadas sobre las lineas de bajo vigor y consumo de agua 121-bw y

175-bw respecto a la variedad comercial autoinjertada TT-115 (Fig. 3.35).

Consumo acumulado (l)

4 of’$ o qg’ix sgs a"$ w"\s o &
P S A

Figura 3.35.- Consumo acumulado de agua a final del ensayo de plantas de tomate de la variedad
comercial TT-115 autoinjertada, e injertada sobre 8 lineas RIL seleccionadas. Cada barra representa la
media de 6 plantas * el error estindar. Diferentes letras indican que las diferencias son significativas de
acuerdo con el test de Tukey al P<0.05.

Al final del periodo de ensayo, cuando el estrés ambiental era mas
elevado, se registraron diferencias de consumo diario de agua entre
combinaciones de injertos de mas de 1,5 litros por planta (Fig. 3.36). Sin

embargo, las diferencias entre lineas no fueron significativas.
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Figura 3.36.- Consumo diario al final del periodo de cosecha de plantas de tomate de la variedad
comercial TT-115 sin injertar, autoinjertada, e injertada sobre tres portainjertos comerciales, Beaufort,
Maxifort y Spirit, y 10 lineas RIL seleccionadas. Cada barra representa la media de 6 plantas * el error
estandar. Diferentes letras indican que las diferencias son significativas de acuerdo con el test de Tukey al
P<0.05.

3.2.3.- Uso eficiente del agua

Se observé una tendencia generalizada a aumentar el WUEay en términos
de cosecha en comparacion con la variedad comercial autoinjertada TT-115,
oscilando entre los 33 g de fruto por litro de agua consumida que presentaron
las plantas injertadas sobre la linea 94-blV, y los 43 g de fruto por litro de agua
consumida que produjeron las plantas injertadas sobre la linea 175-bw,
mostrando esta ultima linea RIL junto con la linea 121-bw un WUEay
significativamente superior a la variedad comercial autoinjertada de mas de un

30% (Fig. 3.37).
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Figura 3.37.- Uso Eficiente del Agua Agronémico de plantas de tomate de la variedad comercial TT-115
autoinjertada, e injertada sobre 8 lineas RIL seleccionadas. Cada barra representa la media de 6 plantas * el
error estandar. Diferentes letras indican que las diferencias son significativas de acuerdo con el test de
Tukey al P<0.05.
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3.3.- Parametros de cosecha

El peso de fruto en el primer racimo es significativamente superior en las
plantas injertadas sobre la linea 38-BWW respecto a la variedad comercial
autoinjertada TT-115 (Fig. 3.38A). En el tercer racimo el peso medio de los
frutos present6 cierta variabilidad segun la linea RIL utilizada como
portainjerto, siendo los frutos mas grandes los recolectados en las plantas
injertadas sobre las lineas 38-BIW y 65-Bw , si bien estas diferencias no fueron
significativas (Fig. 3.38A). Conforme avanzoé el experimento (cuarto, quinto y
sexto racimo), el peso medio de los frutos se redujo hasta 50 g respecto de su
maximo valor en el tercer racimo. Esta reduccién en el tamafio del fruto varié
segin el genotipo utilizado como portainjerto, siendo especialmente
significativa en la linea 38-BIWV, alcanzando un peso minimo de 58 g en el sexto

racimo (Fig. 3.38B).
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Figura 3.38.- Peso medio del fruto del racimo 1 y racimo 3 (A) y racimo 4, racimo 5 y racimo 6 (B) de
plantas de tomate de la variedad comercial TT-115 sin injertar, autoinjertada, e injertada sobre tres
portainjertos comerciales, Beaufort, Maxifort y Spirit, y 10 lineas RIL seleccionadas. Cada barra representa
la media de 6 plantas * el error estdindar. Diferentes letras indican que las diferencias son significativas de
acuerdo con el test de Tukey al P<0.05.
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Con respecto a la cosecha total acumulada hasta el sexto racimo, se
observé una importante variabilidad en funcién del portainjerto utilizado,
oscilando entre 4600 g en plantas injertadas sobre la linea 112-BIWW y 5853 g en
plantas injertadas sobre la linea 38-BW (Fig. 3.39). La mayoria de las plantas
injertadas sobre lineas RIL superaron a la produccién obtenida con los
portainjertos comerciales Spirit y Beaufort, y las mejores igualaron a Maxifort.

7.000 -
AB AB AB
6.000 - ABC ABC ABC

5.000 - ¢

4.000 -
3.000 -

2.000

1.000 -+

Cosecha acumulada hasta 62 racimo (g)

0 -

Figura 3.39.- Cosecha acumulada de plantas de tomate de la variedad comercial TT-115 sin injertar,
autoinjertada, e injertada sobre tres portainjertos comerciales, Beaufort, Maxifort y Spirit, y 10 lineas RIL
seleccionadas. Cada barra representa la media de 6 plantas * el error estindar. Diferentes letras indican
que las diferencias son significativas de acuerdo con el test de Tukey al P<0.05.

3.4.- Regresiones lineales

Se observ6 una correlacion positiva y significativa entre la biomasa foliar y
el consumo diario de agua (r = 0,5416, P < 0,01) (Fig. 3.40A), al igual que se
observaba en el ensayo 1 con la planta entera (Fig. 3.14). De hecho, el consumo
diario de agua estuvo condicionado por el desarrollo foliar. Sin embargo, este
consumo no estaba relacionado con la carga de frutos, ya que no se encontré
ninguna relacién entre la cosecha acumulada y el consumo diario final de la
planta (Fig. 3.40B). En relacién a esto, el consumo diario registrado en distintas
fechas durante el periodo de cosecha (una vez despuntadas las plantas) vario
seglin la demanda evaporativa del dia, no registrandose cambios significativos

conforme se iban recolectando los frutos. Por tanto, plantas con igual o similar
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produccién en fruto presentaron grandes diferencias (hasta 1000 ml) en

consumo de agua (Fig. 3.40).
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Figura 3.40.- Correlacion lineal entre biomasa foliar y consumo de agua (A) y entre produccion en fruto y
consumo de agua (B), de plantas de tomate de la variedad comercial TT-115 sin injertar, autoinjertada, e
injertada sobre tres portainjertos comerciales, Beaufort, Maxifort y Spirit, y 10 lineas RIL seleccionadas.

Con la finalidad de comprobar si existe correlaciéon entre el vigor de las
lineas RIL utilizadas como planta entera en el primer ensayo y las mismas lineas
RIL utilizadas como portainjerto en este ensayo, se realizé un andlisis de
correlacion (Fig. 3.41). Se observé una correlacion positiva y significativa entre
el peso seco de la parte aérea de la planta entera (1¢* ensayo) y el peso fresco de
la parte aérea de la planta utilizada como portainjerto (3" ensayo) (r = 0,48, P <

0,01).
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Figura 3.41.- Correlacion lineal entre biomasa foliar de las 10 lineas RIL utilizadas como portainjerto en el
tercer ensayo y biomasa foliar de esas mismas lineas RIL utilizadas como planta entera en el primer
ensayo.

3.5.- Hormonas vegetales
3.5.1.- Niveles hormonales

Dada la relacién entre biomasa foliar y consumo de agua (Fig. 3.40A), asi
como con el comportamiento del portainjerto cuando se estudié como planta
entera (ensayo 1; Fig. 3.41), con la finalidad de evaluar el papel de las hormonas
vegetales en el WUE de una variedad comercial de tomate injertada sobre
distintas lineas RIL, se determind la concentracién de siete hormonas vegetales
en la savia xilematica de la hoja (Tabla 3.5). Teniendo en cuenta las diferentes
edades de las plantas y los métodos de obtencién de las muestras, por
simplificacién, la figura 3.42 representa una comparativa de las distintas
concentraciones y relaciones hormonales, expresadas ambas en unidades
relativas, de plantas de tomate injertadas sobre las lineas seleccionadas de
caracter extremo, es decir, de alto vigor y alto consumo de agua (BW) frente a

las lineas de bajo vigor y bajo consumo de agua (bw).
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Tabla 3.5.- Concentracién de acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), trans-zeatina (f-Z), ribo-zeatina (rZ), suma de citoquininas (CK), acido indol-3-acético (IAA),
acido abscisico (ABA), acido jasmoénico (JA), 4cido salicilico (SA) y las relaciones ACC/ABA, CK/ACC y IAA/CK de plantas de tomate de la variedad comercial TT-115
autoinjertada, e injertada sobre 8 lineas RIL seleccionadas. Cada valor representa la media de 6 plantas * el error estindar. Diferentes letras indican que las diferencias son

significativas de acuerdo con el test de Tukey al P<0.05.

Concentracion (ng-ml?)

GENOTIPO ACC SA TIAA JA t-Z ABA 17 CK
Beaufort 269.39456,2 36.16+3,2 (a) 72.78+11,9 (ab) 67.79+5,3 20.1240,2 218.05+58,7 (a) 2.06+0,8 22,17+0.3
Maxifort 202.90+112,1 35.58+14,8 (a) 104.21£22,3 (a) 67.3347,7 30.2546,6 210.65+33,1 (ab) 2.54+0,6 32,8041.2

Spirit 174,7245,2 18,43+6,0 (ab) 74,34+15,0 (ab) 68,14+2,7 23,37+1,6 208,24:4,5 (ab) 1,64+0,1 25,0152
TT115 56,21£15,0 22,44%2,0 (ab) 79,8945,3 (ab) 58,56+7,0 27,08+4,2 235,16£18,6 (a) 2,82+0,8 32,46+1.6
TT115/TT115 176,09478,1 28,24+4,7 (ab) 95,18+21,2 (ab) 54,39+4,1 29,1546, 159,2115,8 (abc) 3,3141,2 29,90+0.9
38-BW 173,11£63,2 19,82+4,2 (ab) 64,04+9,4 (ab) 48,41%7,0 25,58+6,2 196,73+12,0 (abc) 2,210,6 27,78+1.5
59-Bw 99,38+18,6 14,53+4,6 (b) 59,28+4,9 (ab) 66,87+17,4 18,09+1,7 118,62422,4 (bc) 1,85:0,3 19,94+2.3
65-Bw 85,94:22,9 21,33+1,7 (ab) 83,54+5,2 (ab) 66,70+4,4 21,86+2,3 194,68+6,2 (abc) 2,2240,3 24,0945.7
66-bW 130,51£38,4 21,14+4,4 (ab) 65,19+9,6 (ab) 52,05+1,8 16,05+2,8 158,97414,9 (abc) 2,01£0,2 18,06+2.6
94-bW 146,17+62,4 17,50+1,0 (ab) 56,47+4,4 (ab) 53,1747,9 16,66+3,2 180,18427,4 (abc) 2,34+0,7 19,00+0.9
98-BW 287,33+97,4 22,4243,5 (ab) 47,24+4,8 (b) 44,07+2,8 15,23+1,5 118,72+12,4 (bc) 0,99+0,1 16,22+1.2
112-BW 148,32+42,7 16,22+3,0 (b) 67,8348,2 (ab) 49,06+3,2 24,9045,7 154,91420,6 (abc) 2,10£0,4 27,0042.5
121- bw 164,10+61,4 15,45+0,2 (b) 57,26+5,6 (ab) 46,94+4,0 17,5243,7 109,4411,5 (b) 1,7240,3 19.2542.7
124-bw 174,87+111,5 26,74+5,7 (ab) 93,07+29,8 (ab) 47,57+4,4 24,65+8,2 149,22429,2 (abc) 1,97+0,3 26.62+1.4
175-bw 212,57490,4 18,28+1,2 (ab) 59,67+5,6 (ab) 35,00£9,4 18,68+2,6 169,72421,2 (abc) 1,97+0,2 20.65+0.9
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Figura 3.42- Concentracién de 1l-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), acido salicilico (SA), acido
indol-3-acético (IAA), , acido, 4cido jasménico (JA), trans-zeatina (t-Z), acido abscisico (ABA), ribo-zeatina
(rZ), suma de citoquininas (CK) (A) y las relaciones ACC/ABA, CK/ACC, IAA/CKy t-Z/rZ (B) medidas
en unidades relativas, de lineas con alto vigor y alto consumo de agua (BW) frente a lineas con bajo vigor y
bajo consumo de agua (bw). Cada barra representa la media de tres lineas de cada combinacién.

De todas las hormonas analizadas, las concentraciones de ACC, TAA, t-Z,
rZ y ABA fueron las que presentaron las mayores diferencias entre lineas BIW'y
bw (Fig. 3.42A). En concreto, los niveles del precursor del etileno ACC fueron
mayores en plantas injertadas sobre lineas bw respecto de aquellas injertadas
sobre lineas BW. Sin embargo, en el caso de ABA, IAA, t-Z y rZ se observé una
relacién positiva entre las concentraciones de dichas hormonas y la biomasa, ya
que en las plantas injertadas sobre lineas BW presentaron niveles superiores

(Fig. 3.42).
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Respecto a las relaciones hormonales, 3 de ellas presentan unas diferencias
entre lineas mas acentuadas, la relacion ACC/ABA, CK/ACC y t-Z/xZ (Fig.
3.42B). En las plantas injertadas sobre lineas RIL de mayor vigor BW, la relacién
ACC/ABA disminuy6, mientras que, por el contrario, la relacion CK/ACC
aument6 en dichas combinaciones. Estos resultados se pueden relacionar con
los obtenidos en el primer ensayo, donde las lineas RIL eran usadas como
planta entera. Analizando el PCA de los distintos pardmetros del primer ensayo
(Fig. 3.14) se observa una correlacién negativa significativa entre el peso seco de
la planta entera y la relacion ACC/ABA (r= -0,210**, n=200). Por otra parte la
relacion CK/ACC covaria con los parametros vegetativos, asocidndose por
tanto en el mismo cluster (Fig. 3.14). La relacién entre la CK mas activa del
tomate t-Z y su ribésido rZ fue superior en las lineas de alta biomasa, pudiendo
ser dicha relacién un parametro importante en relacion con el vigor de la planta
(Fig. 3.42B). Por lo tanto, en lineas generales, se repiten las relaciones entre los
distintos pardmetros hormonales, vegetativos e hidricos en las lineas RIL usadas

como portainjertos (Ensayo 1) y como planta entera (Ensayo 3).

3.5.2.- Analisis de correlacion entre pardametros hormonales

Para comprobar si parametros hormonales que influenciaban caracteres
hidricos y el WUE de una poblacién RIL utilizada como planta entera (Ensayo
1) se correlacionaban con factores hormonales en lineas seleccionadas de esa
poblacién RIL utilizadas como portainjertos (Ensayo 3), realizamos un andlisis

de correlacion (Tabla 3.6) y una regresion lineal (Fig.3.43).

Se observé una correlacion positiva y significativa entre los niveles
hormonales foliares de las lineas RIL usadas como planta entera y los niveles de

las lineas RIL usadas como portainjerto (r = 0,537***, n=67) (Fig. 3.43). Asimismo
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el andlisis de correlaciéon puso de manifiesto una asociaciéon positiva entre las
concentraciones del precursor del etileno ACC entre lineas RIL utilizadas como
planta entera y como portainjerto, con una alta significacion estadistica, con un
valor de r = 0,896**, P < 0,01, n=60 (Tabla 3.6). De forma similar, las
concentraciones de ABA mostraron una correlacién positiva y significativa
entre planta entera y portainjerto (r= 0,698* P < 0,05, n=60). A pesar de que las
concentraciones de SA, IAA vy las citoquininas #-Z y rZ de las lineas RIL como
planta entera se relacionaron positivamente con las observadas en lineas RIL

utilizadas como portainjerto, dichas correlaciones no fueron significativas.

El coeficiente de correlaciéon de los ratios ACC/ABA y CK/ACC también
tue positivo y significativo (r = 0,763* y r = 0,681*, respectivamente, P < 0,05,
n=60). El resto de relaciones hormonales, IAA/CK, IAA/ABA, t-Z/1Z, asi como
las CKs totales, t-Z + rZ, mostraron una correlacién positiva pero no

significativa.

Tabla 3.6.- Valores del coeficiente de correlacion lineal r de Pearson entre las concentraciones de ACC, SA,
IAA, JA, t-Z, ABA, rZ, CKy las relaciones ACC/ABA, CK/ACC, IAA/CKy Z/rZ en hoja de las lineas RIL
usadas como planta entera y como portainjertos. * = P < 0,05y ** P < 0,01 (bilateral).

HORMONAS INDIVIDUALES
ACC +Z Z CK IAA ABA JA SA
Coef. de | (goge | 0575 0,269 0,578 0,106 0,698* | -0,034 0,461

correlacion
n 60 60 60 60 60 60 60 60
RELACIONES HORMONALES
ACC/ABA | CK/ACC | IAA/CK | IAA/ABA | t-Z/tZ
Coef. de 0,763* 0,681* 0,138 0,040 0,264
correlacion
n 60 60 60 60 60
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Figura 3.43.- Correlacién lineal entre las concentraciones hormonales de hoja de las lineas RIL utilizadas
como planta entera y esas mismas lineas RIL utilizadas como portainjerto.

3.5.3. - Estudio comparativo entre las hormonas medidas en extracto de hoja y

xilema de raiz

Dado que la obtenciéon de las muestras para el andlisis hormonal se realizé
mediante dos métodos en este capitulo: obtencién de jugo celular de hoja
mediante centrifugacion (Ensayo 1) y obtencién de savia xilematica de hoja
mediante cdmara de presiéon Scholander (Ensayo 2 y 3), se realizé un estudio
comparativo para validar las correlaciones entre las hormonas medidas con

ambas metodologias.

Se realiz6 un anélisis de regresion lineal entre hormonas extraidas de jugo
celular de hoja (mediante centrifugacion a 1.000 g durante 10 min y a 4°C, como
se hizo en el Ensayo 1) y hormonas extraidas de xilema foliar (mediante presion

neumatica, como se hizo en el Ensayo 2 y en el Ensayo 3).

Se observé una correlacion positiva y significativa entre la concentraciéon
total de hormonas extraidas del jugo celular con la extraida de savia xilematica

de hoja (r = 0,5408***, P< 0,001) (Fig. 3.44).
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Figura 3.44.- Correlacion lineal entre concentracion hormonal en jugo de hoja (obtenido por
centrifugacion) y concentracion hormonal en xilema de hoja (obtenido por cdmara de presién Scholander)
de plantas de tomate (Solanum lycopersicum L. cv. Ailsa Craig) auto-injertadas e injertadas sobre dos
genotipos de tomate que sobreexpresan ABA (portainjertos SP5 y SP12).

Globalmente, los resultados anteriores ponen de manifiesto la existencia

de una correlacién cuantitativa entre las hormonas analizadas cuando se

utilizan dos métodos de obtenciéon distintos de la savia foliar (xilema por

presién vs centrifugacion), apoyando las conclusiones obtenidas en este estudio.
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DISCUSION

1.- ENSAYO 1: EXISTE VARIABILIDAD GENETICA EN EL USO
EFICIENTE DEL AGUA Y PARAMETROS RELACIONADOS EN LA
POBLACION RIL DURANTE EL DESARROLLO VEGETATIVO

Existe variabilidad genética dentro de la especie Solanum respecto a la
tolerancia al estrés hidrico, siendo mayor en las especies silvestres que en el
tomate cultivado (Foolad, 2007; Martin et al., 1989). Esta variabilidad genética
afecta a parametros hidricos, vegetativos, nutricionales y hormonales. La
identificacion de esta variabilidad servird para identificar los factores mas

relevantes en el uso eficiente del agua (WUE), asi como para su explotacion.

El WUEav y el WUEI estdn mds correlacionados con la biomasa vegetativa que con el

consumo de agua

A pesar de la covariacion entre el WUEav (en base vegativa) y el consumo
de agua (W) (Fig. 3.14), la correlaciéon entre ambos pardmetros no era
significativa. Por otra parte tanto el area foliar (AF) como el peso seco de la
planta entera (PSp) si mostraron una correlaciéon significativa con dicho
parametro. Al igual que ocurre con WUEav, el WUEi en la poblaciéon RIL,
calculada en relaciéon a la tasa de transpiracién, tampoco se correlacion6
significativamente con el WV, existiendo, sin embargo, una relacion significativa
con la biomasa. Esto sugiere, por un lado, que una mayor biomasa foliar
condiciona un mayor WUEav y un mayor WUEi, manteniéndose un W'y, por
otro lado, que el peso seco es un importante pardmetro indicador de la
capacidad de absorcion de agua del sistema radicular (Reina-Sanchez et al.,

2005).
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La mayor productividad vegetativa de la poblacién RIL se correlaciona con un mayor

tamaiio de hoja y capacidad fotosintética

Dado que la tasa fotosintética aporta carbono y energia para el crecimiento
vegetal (Galmés et al., 2011), era de esperar que covariara en el PCA (Fig. 3.14)
con parametros de biomasa, correlaciondndose significativamente con los datos
de biomasa vegetativa de la planta entera (PSp) y ademds asocidndose al
componente 1 del PCA, lo cual muestra su importancia relativa. De hecho, el
area foliar (AF) estd positivamente relacionado con la A en la mayoria de las
lineas RIL. Los resultados obtenidos son similares a los observados en otras
investigaciones donde se evidencié una correlacién positiva entre la tasa
fotosintética neta y el crecimiento vegetativo en plantas de tomate (Nebauer et

al., 2013).

La eficiencia cuantica maxima del fotosistema II (PSII), medida como
Fv/Fm, mostré también una variabilidad importante en la poblaciéon RIL (Fig.
3.13). Cuando una hoja se transfiere desde la oscuridad hacia la luz, los centros
de reaccion del PSII se cierran progresivamente. Esto da lugar a un aumento en
el rendimiento de la fluorescencia de clorofilas. A raiz de esto, sin embargo, el
nivel de fluorescencia empieza a caer debido a que hay un incremento en la
velocidad de transporte de electrones lejos del PSII debido a la activaciéon
dependiente de luz de enzimas implicadas en el metabolismo del carbono y a la
apertura estomatica (Maxwell & Johnson, 2000). Por lo tanto, la fluorescencia de
clorofilas esta inversamente relacionada con la conductancia estomatica, tal y
como se observa en el PCA (Fig. 3.14), llamando especialmente la atencién la
linea RIL 175, con un valor Fy/Fm muy bajo respecto a la elevada g (Fig. 3.13) .
Y por supuesto, como se observa en la covariacion de g y la tasa transpiratoria
(E) (Fig. 3.14), también existe una correlacion negativa significativa entre Fy/Fm
y E en la poblacién RIL. Existen muchos estudios que corroboran la reduccion

de la fluorescencia de clorofilas tras el cierre estomético, y por tanto la
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inminente disminucién de la transpiracion foliar (Else et al., 2009). Estos
mismos autores observaron que los cambios en los parametros de fluorescencia
ante el estrés por inundacién causado en plantas de tomate nunca precedian al
cierre estomatico, y de hecho la reduccién de Fv/Fm es tardia, sugiriendo que
cualquier dafio en el PSII ocurre después del cierre estomatico. Por otra parte
Fv/Fm se encuentra en el mismo cluster que los parametros de biomasa (Fig.
3.14), correlaciondndose positivamente con el peso seco de la planta entera en la
poblacién de lineas RIL, indicando que el aumento de la productividad de los
cultivos se correlaciona con cambios en el crecimiento de las hojas y en la
capacidad fotosintética (Albacete et al., 2009). Respecto a los parametros
hormonales, existe una significativa correlacion entre la r-Z y el Fy/Fm debido a
la implicacién que tiene las CKs en la regulacion de la senescencia foliar (Guo &

Gan, 2007; Lara et al., 2004).

La conductancia estomdtica tiene un papel fundamental en el control de la pérdida de

agua, y por tanto estd negativamente correlacionado con WUEi y con A

Dado que la tasa de transpiracion (E) depende de la conductancia
estomdtica (gs) (Caird, 2007), existe una relacién directa entre ambos
pardmetros, como podemos observar en la poblaciéon RIL estudiada (Fig. 3.14).
Ademas, ya que WUE:i se define como el cociente entre tasa neta de fotosintesis
(A) y E o entre Ay gs (Farquhar et al., 1986), era de esperar que este pardmetro
covariara en el PCA con A en el mismo cluster (Fig. 3.14) y que se encontrara en
un cluster diferente a E y gs. Los datos de correlacion encontrados en nuestro
ensayo, asi como los encontrados en la bibliografia (Galmés et al., 2011) apoyan

el PCA, observandose una correlacién negativa entre el WUEi y gs.
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El grado de hidrataciéon de los tejidos, medido como RWC, también mostro
una importante variabilidad en la poblacién RIL estudiada (Fig. 3.6). Teniendo
en cuenta que todas las plantas se cultivaron en medio hidropénico y que las
condiciones ambientales fueron las mismas, las diferencias observadas en el
estado hidrico de la parte aérea sugieren la existencia de diferencias en la
capacidad de las raices para abastecer la demanda de agua de la parte aérea,
y/o diferencias en la cubierta foliar para evitar las pérdidas de agua por
transpiracion (Jurado et al., 2009; Kitaya et al., 2003; Reina-Sanchez et al., 2005).
En este sentido, la regulaciéon de la apertura estomética tiene un papel
fundamental en el control de la pérdida de agua y en el intercambio gaseoso en
las hojas. Un aumento en la apertura estomatica da lugar a un incremento de la
transpiracién de la planta entera y de la tasa fotosintética neta (Sade et al., 2010),
existiendo, por tanto, una estrecha conexién entre conductancia estomatica y
tasa fotosintética (Galmés et al., 2011; Gornall & Guy, 2007; Soolanayakanahally
et al., 2009; Wong et al., 1979). Esta relacién también existe en la poblacion RIL
estudiada (r=0.298**, n=200), pero es débil, sugiriendo una alta variabilidad en
la regulaciéon de ambos parametros, lo cual puede ser de interés para aumentar

el WUE.

Los factores hormonales ABA, rZ, SA, IAA, JA, IAA/ACC y CK/ACC parecen ser

sefiales positivas para la regulacién del crecimiento foliar, WUEav y WUEi

El PCA realizado a las 34 lineas RIL estudiadas (Fig. 3.14) revel6é un
importante papel de distintos parametros hidricos, hormonales y nutricionales
en la regulaciéon del WUE. En cuanto a los factores hormonales, tanto el SA
como la citoquinina rZ, el IAA, JA y el ABA se relacionaron estrechamente con
factores de crecimiento, la fotosintesis y el WUE, encontrandose todos ellos

asociados en el mismo cluster. Muy cercano a estos factores también se
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asociaron las relaciones IAA/ACC y CK/ACC, algo a tener en cuenta ya que
son relaciones de una hormona de crecimiento y una hormona de estrés,
ademas se encuentran en sentido contrario a la relacion ACC/ABA en el PCA.
Esto pone de manifiesto la importancia de dichas hormonas en el control del
WUE. La estrecha relacion entre SA y WUEav (Fig. 3.14) nos indica que este
pardmetro hormonal influye en los parametros vegetativos asi como en el
consumo de agua. En relacion a eso, se conoce que SA esta implicado en las vias
de sefializacion relacionadas con el estrés (Apel & Hirt, 2004; Fujita et al., 2006),
participando en las respuestas de defensa de las plantas a enfermedades (Dong,
2008). Sin embargo no hay constancia bibliografica de la influencia de SA en la
mejora del WUEav ni parametros relacionados. Al igual que SA, JA se relaciona
comunmente a la tolerancia del tomate a estrés bidtico, ademads recientemente
se ha descubierto que en plantas de judia la acumulacién de esta hormona
aporta mas resistencia contra el estrés ocasionado por la elevada radiacion UV
(Choudhary & Agrawal, 2014). Sin embargo, a pesar de encontrarse en el

mismo cluster que WUEav y WUEI, JA no presenta una correlacién significativa.

La relacion de ABA con pardmetros de crecimiento y fluorescencia de
clorofilas no es nueva (Albacete et al., 2009). Dado que el ABA se sintetiza en la
raiz (Dodd, 2003) y se transporta hacia la parte aérea por el sistema radicular, es
un parametro que podria ser susceptible de ser explotado mas adelante en un
ensayo realizado con portainjertos para mejorar el WUE. Esta conclusion se
apoya en la bibliografia, dado que esta hormona favorece el cierre estomatico,
disminuye la tasa de transpiracién, mantiene el potencial hidrico foliar
(Fambrini et al., 1995; Nagel et al., 1994) y el contenido relativo de agua (Dodd,
2003), y por tanto aumenta la biomasa vegetativa y radicular (Nagel et al., 1994),
incrementando con ello el area foliar (Dodd, 2003; Sharp & Lenoble, 2002).
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ACC y ACC/ABA estin relacionados negativamente con el WUE

En el extremo opuesto del PCA (Fig. 3.14), en posicion contraria a ABA y a
los parametros de crecimiento y fotosintesis, se encuentra el precursor del
etileno ACC, asi como la relacion ACC/ABA, estando por ello asociados
negativamente con el tamafio de hoja y con el WUEav (en base vegetativa). Estas
mismas relaciones se repiten cuando las plantas de tomate se cultivan en
condiciones salinas (Albacete et al., 2009). Por ello, ACC se considera junto con
ABA, un factor importante a tener en cuenta en posteriores experimentos, ya
que el ACC es inductor de la senescencia foliar e inhibidor del crecimiento

vegetativo (Ghanem et al., 2008).

cExiste una interaccién positiva entre los pardmetros nutricionales Cu**, Mg*, Ca%*,
B* y Na* y el control del WUEav?

Se sabe que el Cu?* tiene un papel importante en la funcién de los
fotosistemas 1 y II (Gupta et al.,, 2011, Roosta & Hamidpour, 2011), como
podemos constatar en el PCA por la asociaciéon con parametros fotosintéticos
como la tasa de fotosintesis y Fv/Fm y con pardmetros de crecimiento. De hecho,
una deficiencia de Cu?* puede ocasionar importantes cambios metabdlicos y

una inhibicién del crecimiento vegetal (Jason et al., 2009).

Estudios realizados en remolacha muestran que la deficiencia de Mg?* en
el medio da lugar a una inhibicién drastica en el crecimiento de la raiz, incluso
antes de causar ningtin cambio obvio en el crecimiento de la parte aérea y en la
concentraciéon de clorofila (Hermans et al.,, 2005). Por ello, existe una clara
relacion entre el Mg?*y el desarrollo radicular, y entre el Mg?*y el crecimiento
vegetativo (Fig. 3.14). Por otra parte el Ca?* actia como componente estructural
de  macromoléculas, proporcionando ligamientos intermoleculares,

principalmente en las paredes celulares y en las membranas plasmaéticas.
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(Tewari et al.,, 2010; Tisdale et al., 1985), explicando su covariacién con

parametros de crecimiento.

Cerca del centro del PCA (Fig. 3.14) asociado con el Fy/Fm nos
encontramos con los micronutrientes B* y Na*. De hecho se han hecho estudios
con plantas de tomate cultivadas en medio hidropénico que demuestran que
una elevada concentracion de Na* en el agua de riego ejerce un efecto protector
contra la toxicidad de B*, retrasando con ello la senescencia (Guidi et al., 2011).
Sin embargo, dada la posiciéon en el PCA, la influencia de ambos iones en

nuestro ensayo no es muy importante.

La disponibilidad de una coleccién de lineas recombinantes con una gran
varianza genotipica en un fondo genético comun, es un material muy adecuado
para el estudio de caracteres de herencia cuantitativa como el WUE vy los
pardmetros hidraulicos, i6nicos y hormonales que lo condicionan, asi como
para la obtenciéon de lineas con un mayor uso eficiente del agua mediante

mejora genética.
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2.- ENSAYO 2: LA PARTE AEREA TIENE UN EFECTO
PREDOMINANTE EN EL WUE Y PARAMETROS RELACIONADOS
DURANTE EL DESARROLLO VEGETATIVO EN CONDICIONES
OPTIMAS

(Los pardmetros hormonales y nutricionales relacionados con el WUE son

susceptibles de ser modificados por el sistema radicular?

Del anélisis del PCA del ensayo anterior (Fig. 3.14) se extrae que diferentes
factores hormonales (SA, ACC, ABA, IAA, CK, IAA/ACC y ACC/ABA) y
nutricionales (Cu*?, Mg*?, Ca*?, B* y Na*) parecen influir de forma significativa
en la variabilidad de la poblaciéon RIL estudiada. Dichos factores podrian ser
susceptibles de ser modificados por la raiz cuando dicha poblaciéon RIL es

utilizada como portainjerto para conseguir una mejora en el WUEa.

El anterior ensayo muestra que la poblaciéon RIL derivada de un cruce
interespecifico entre Solanum lycopersicum (cv. Moneymaker) y Solanum
pimpinellifolium (acc. TO-937) presenta variacion genética en el uso eficiente del
agua y en algunos parametros que condicionan el consumo de agua y el estado

hidrico de la planta.

Si bien el papel de la parte aérea parece ser predominante, diversos
estudios han mostrado que el efecto de la raiz es suficiente para modificar
significativamente el comportamiento de la parte aérea de la planta,
condicionando la acumulacién en hoja de diversos osmolitos, nutrientes y
hormonas, y modificando el potencial hidrico foliar y la superficie y senescencia
foliar (Ruiz et al, 2005; Estafi et al, 2005; Albacete et al, 2009; Ghanem et al,
2011). Por tanto, la tecnologia del injerto constituye una herramienta

fundamental para explorar y explotar la importancia relativa de la raiz y/o
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parte aérea y su comunicacion para mejorar el WUE en tomate, aprovechando

la variabilidad genética aportada por las especies silvestres.

El genotipo de la raiz no altera ni la biomasa ni el WUE de la parte aérea durante el

desarrollo vegetativo y en ausencia de estrés

Numerosos estudios en tomate han demostrado que los parametros de
vigor de la planta se ven alterados segin el portainjerto utilizado
(Abdelmageed, 2009; Albacete et al., 2009; Estévez-Caparrés et al., 2011). Sin
embargo, en las condiciones de nuestro estudio, no se observé un efecto del
genotipo del portainjerto sobre la parte aérea para ninguno de los injertos
reciprocos, como ya se ha observado en trabajos anteriores (Martinez-Rodriguez
et al.,, 2008). De hecho, es la parte aérea la que parece tener un efecto
preponderante ya que, por ejemplo, la linea 38-BW solo inducia una mayor

biomasa cuando era usada como tal (Fig. 3.15).

Dado que el crecimiento de las plantas depende también del contenido de
agua y el potencial de turgor intrinseco, los diferentes cambios inducidos por el
portainjerto en el crecimiento de la parte aérea también se muestra a nivel de las
relaciones hidricas (Santa-Cruz et al., 2002). En este sentido, el WUEav, es un
buen ejemplo del poder que tiene la parte aérea respecto a la raiz en las
combinaciones de injertos de la poblacién RIL seleccionada (Fig. 3.22). Si nos
tijamos en la combinacion 175-bw/38-BW, observamos cémo el comportamiento
es claramente semejante al de la linea RIL 175-bw sin injertar, siendo el WUEav
muy inferior al resto de lineas, al igual que al resto de combinaciones que
poseen la linea 175-bw en la parte aérea. Sin embargo, la linea 38-BIV muestra el

mayor WUEav de toda la poblacion RIL. Esto esta acorde con el primer ensayo
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(Fig. 3.11), cuando las plantas eran usadas como planta entera, mostrando la

linea 175-bw el menor WUEav.

Existe un efecto dominante de la parte aérea en los injertos en condiciones éptimas de

cultivo

Utilizando injertos reciprocos de 4 lineas RIL seleccionadas pudimos
comprobar cémo el injerto en si mismo no afectaba a los pardmetros fisiolégicos
estudiados en condiciones 6ptimas de cultivo. Estos resultados corroboran los
datos previos obtenidos con diferentes genotipos de parte aérea de tomate
(Estaii et al., 2005; Santa-Cruz et al., 2002) y los de Romero (1997) en plantas de
melon injertadas, quien sugirié que el control del crecimiento de la planta
reside en la parte aérea, y no en la raiz, cuando las plantas se cultivan en
ausencia de sal (Martinez-Rodriguez et al., 2008). Sin embargo, cuando las
condiciones son limitantes y el estrés es severo, parece ser que la raiz empieza a
jugar un papel fundamental en la respuesta de la planta a dicho estrés. Estudios
recientes realizados con tomates tipo cherry muestran que la realizaciéon de
injertos utilizando como portainjerto especies mas adaptadas a las condiciones
de estrés hidrico puede ser una herramienta ttil para mejorar los cultivos frente
a ese tipo de estrés (Sdnchez-Rodriguez et al.,, 2012b). No obstante, en la
bibliografia se han hecho experimentos muy semejantes pero con resultados
opuestos, como por ejemplo los realizados por Sanchez- Rodriguez y col.
(2012a). Estos estudios demuestran que las respuestas antioxidantes mostradas
por las plantas de tomate cuando son cultivadas en condiciones de estrés
hidrico reside en la parte aérea en injertos reciprocos (Sanchez-Rodriguez et al.,
2012a), lo que no excluye que la raiz tenga un efecto menor pero significativo en

respuesta al estrés.
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Por lo tanto, de este ensayo se concluye que el genotipo del portainjerto en
las lineas contrastadas no alteraba ni la biomasa ni los parametros relacionados
con el WUEav de sus respectivos injertos bajo las condiciones ensayadas: estado
vegetativo, cultivo hidropoénico y ausencia de estrés. Todos esos parametros

dependen del genotipo de la parte aérea.
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3.- ENSAYO 3: EXPLOTACION DE CARACTERES APORTADOS POR
LA RAIZ A UNA VARIEDAD COMERCIAL DE TOMATE
INJERTADA SOBRE LINEAS RIL SELECCIONADAS

3.1.- El consumo diario de agua parece estar condicionado por el desarrollo foliar sin
afectar significativamente al rendimiento del fruto, aunque las diferencias aparecen al

final del cultivo, coincidiendo con la intensificacién del estrés ambiental

La mayoria de los experimentos realizados con injertos sugieren que los
cambios en la parte aérea estan regulados por el portainjerto a través de un
control en la captacion, sintesis y traslocacién de agua, minerales y hormonas
vegetales (Lee & Oda, 2003). En nuestro ensayo, en el conjunto de plantas RIL
injertadas, el consumo diario de agua (Fig. 3.36) estuvo condicionado por el
desarrollo foliar (r=0,661**, n=54, Figs. 3.32 y 3.40). Se sabe que determinados
portainjertos pueden aumentar la capacidad de absorber agua y nutrientes del
suelo (Romero, 1997) y transferirlos a la parte aérea, ya que tienen raices mas
densas y largas (Kovalev, 1990; Ra, 1995). En este ensayo, el uso de plantas RIL
como portainjertos también modificé siginificativamente el consumo de agua
de la variedad injertada al final del periodo de ensayo, periodo en el cual la tasa
de transpiraciéon era mdas elevada por el incremento de temperatura. Esta
modificaciéon del consumo del agua parece estar mediado esencialmente a

través del desarrollo foliar.

El peso fresco de los frutos, por su alto contenido en agua, se debe
considerar como un pardmetro integrador del estado hidrico experimentado
por las plantas durante el periodo de crecimiento y maduracién de los mismos
(De Swaef & Steppe, 2011). Puesto que el volumen de riego aportado fue el
mismo para todas las plantas, las diferencias de peso de fruto deben
relacionarse con diferencias en el suministro de agua asociada al genotipo del

portainjerto (r=0,339%, n=90), teniendo en cuenta ademds que, en condiciones
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hidricas limitantes, existe cierta competencia por la disponibilidad de agua
entre los tejidos vegetativos y los tejidos reproductivos (Consoli et al., 2014). En
la literatura existen muchos estudios que demuestran que la prolongada
duracién de la cosecha de la fruta en plantas injertadas es debido a la mejora de
la absorcion de agua y minerales (Gomi & Masuda, 1981; Kim & Lee, 1989;
Masuda, 1989; Masuda & Gomi, 1982). Resultados previos realizados en plantas
de tomate de la variedad Pear Cherry apoyan estos resultados (Estévez-
Caparro6s et al., 2011). Con lo cual el consumo de agua depende de la biomasa
foliar, pero un mayor consumo de agua no implica un incremento de
rendimiento (Fig. 3.40), sugiriendo que ni la biomasa foliar ni el consumo de
agua son limitantes para la productividad en las condiciones ensayadas, en

ausencia de ningtn estrés impuesto (Albacete et al., 2008).

La productividad y el WUEay del cultivo dependen de la biomasa foliar inducida por

la linea RIL utilizada como portainjerto

El crecimiento del fruto depende de la aportaciéon de suministros por parte
de las hojas (Andriolo et al., 1998), asi como del periodo de cosecha (Davis et al.,
2008), por ello cuando el cultivo estd en las primeras fases, el peso del fruto es
menor que cuando el cultivo estd mas avanzado como se observé en el racimo 1
(Fig. 3.38A). Sin embargo hay que tener en cuenta que al final del ensayo el
estrés hidrico ambiental se intensificé y el riego aplicado pudo no ser el 6ptimo
y/o la demanda hidrica de las plantas se intensificoé para adaptarse a esas
condiciones. A mitad del experimento, en los racimos 3 y 4, el peso medio de los
frutos vari6é segun la linea RIL utilizada como portainjerto. Los frutos mas
grandes se recogieron en el racimo 3 de las plantas injertadas sobre las lineas

seleccionadas de alta biomasa 38-BIV y 65-Bw, independientemente de su
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consumo de agua, corroborando la importancia de la biomasa foliar en la

productividad.

La cosecha total acumulada hasta el 6° racimo se correlacion6
positivamente con el WUEay (r=0,544**, n=54), como muestra la bibliografia
(Oztekin & Tuzel, 2011; Oztekin et al., 2009), oscilando entre los 4600 g/ planta
registrados en las plantas injertadas sobre la linea de alto vigor 112-BW vy los
5853 g/ planta registrados en otra linea de alto vigor, 38-BWV (Fig. 3.39). Ademas,
portainjertos de alto vigor, como las lineas RIL 38-BW, 65-Bw y 59-Bw
incrementaron el peso medio del fruto al inicio del ensayo respecto a los
portainjertos comerciales (Fig. 3.38). Ya anteriores estudios demostraron que las
plantas injertadas de tomate incrementaban el rendimiento medio de fruto
respecto a plantas sin injertar, segtn el vigor del portainjerto utilizado (Davis et
al., 2008). Sin embargo, a final del ensayo, con alto estrés ambiental, los
portainjertos derivados de las plantas RIL de alto vigor, como la linea 38-BIV
mostraron frutos de menor peso medio, mientras que los portainjertos
derivados de plantas RIL de bajo vigor, como 66-blV, mejoraban el rendimiento
del fruto hasta un 30% (Fig. 3.38B). Esto se debe a la competencia que existe por
los recursos hidricos y nutricionales de la planta entre los tejidos reproductivos
y los tejidos vegetativos (Consoli et al., 2014). La mayoria de las lineas RIL han
superando la produccién a la obtenida con los portainjertos comerciales Spirit y
Beaufort, no sucediendo eso con Maxifort. Los mismos resultados fueron
obtenidos por Estévez-Caparros et al. (2011) cuando Beaufort y Maxifort eran
injertados en un cultivo de tomate cherry Luciplas. Estudios previos muestran
que plantas injertadas que dependen de las caracteristicas del portainjerto en
cultivos vegetales dan lugar a un aumento en el rendimiento y/o calidad del
fruto (Chung et al., 1997; Flores et al., 2010; Kacja Marsic & Osvald, 2004; Khah
et al., 2006; Rouphael et al., 2010), aunque depende de las condiciones de cultivo

y de la variedad injertada.
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El WUEa proporciona un medio simple de evaluar si el rendimiento de un
cultivo estd limitado por el suministro de agua o por otros factores (Angus &
van Herwaarden, 2001). Los resultados indican que el WUEay en términos de
cosecha depende de las diferencias en el consumo acumulado de agua en la
poblaciéon RIL actuando como portainjerto en las condiciones de alto estrés
ambiental (r=0,453%, n=54). No es nuevo que la mejora del WUE y del
rendimiento en cultivos de tomate dependa del consumo de agua (Agele et al.,
2011). De hecho se han hecho estudios con cultivos de tomate “Big Red” que
muestran plantas autoinjertadas e injertadas sobre la variedad “He-mans” con
un 50% mayor WUE en comparacién con plantas no injertadas debido a que
éstas ultimas consumian madas agua y nutrientes (Lykas et al., 2008). Asi, las
plantas injertadas sobre las lineas de bajo vigor 121-bw y 175-bw, con un
consumo acumulado de agua significativamente menor, de aproximadamente
un 15% menos que la variedad comercial auto-injertada TT-115 (Fig. 3.35),
presentaron un incremento en el WUEay de més de un 30% (Fig. 3.37), lo cual

estéa relacionado con la biomasa foliar.

3.2. El precursor del etileno ACC y el ABA parecen ser sefiales reguladoras del
crecimiento foliar principalmente al final del periodo de cultivo, cuando la tasa
de transpiracién era mds elevada, aumentando el WUEay (en base a produccion

de fruto) a través de un control de la biomasa foliar

Cuando las lineas RIL se evaluaron como planta entera (Ensayo 1), la biomasa

foliar se correlacion6 negativamente con los niveles del precursor del etileno
ACC (r=-0,214**, n=200, Fig. 3.14), debido a que el ACC es inductor de la

senescencia foliar e inhibidor del crecimiento vegetativo (Ghanem et al., 2008).
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El precursor del etileno ACC estd positivamente relacionado con la WUEay (en base a

fruto) a través de un control negativo del drea foliar

Esta correlacion del ACC con la biomasa foliar se mantuvo constante
cuando las lineas RIL seleccionadas se utilizaron como portainjertos de una
variedad comercial al final del periodo de cultivo donde la demanda
evaporativa era elevada (r=-0,335*, n=90, Fig. 3.42). Ademas, el andlisis de
correlacion entre los niveles de ACC en lineas RIL usadas como planta entera y
como portainjertos revel6 una estrecha asociacién (r=0,896**, n=60, Tabla 3.6).
Estos datos demuestran el efecto que tiene el portainjerto en la comunicacién
raiz-parte aérea a través del precursor del etileno ACC (Dodd et al., 2009). Sin
embargo el efecto negativo sobre el WUEav (en base a desarrollo vegetativo) en
la planta entera (r=-0,231**, n=200, Fig. 3.14) se convierte en positivo cuando el
WUEay se calcula en base a cosecha en fruto (r= 0,371**, n=45, Fig. 3.37). Esto
significa que una reduccién de la biomasa foliar gracias al portainjerto (puede
que a través del ACC) reduce el consumo de agua sin afectar al rendimiento en

fruto, lo que resulta de gran interés.

ABA y la relacién ACC/ABA parecen tener un papel importante en la regulacion del

crecimiento foliar al final del periodo de cultivo

Por otra parte, la concentracion hormonal de ABA muestra un
comportamiento contrario al ACC, correlaciondndose positivamente con la
biomasa foliar cuando las lineas RIL se utilizaban como planta entera (r=0,383**,
n=200, Fig. 3.14) y como portainjerto al final del periodo de ensayo (0,257%,
n=90, Fig. 3.42). Mediante el uso de mutantes deficientes de ABA se ha
demostrado que esta hormona, en condiciones de estrés hidrico, mejora el

potencial hidrico foliar (Fambrini et al., 1995; Nagel et al., 1994) y el contenido
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relativo de agua (Dodd, 2003), aumenta la biomasa vegetativa y radicular
(Nagel et al., 1994) e incrementa el area foliar (Dodd, 2003; Sharp & Lenoble,
2002). Asimismo, al igual que ocurre con el precursor del etileno ACC, el
andlisis de correlaciéon entre los niveles de ABA en lineas RIL usadas como
planta entera y como portainjerto de una variedad comercial mostré6 una
cercana asociacion (0,698%, n=60, Tabla 3.6). En anteriores trabajos se ha visto
que un papel importante del ABA enddgeno es limitar la accién inhibidora del
crecimiento del etileno, manteniendo asi la produccién de biomasa bajo déficit
hidrico (Dodd et al., 2009; Sharp & Lenoble, 2002). Por ello tiene sentido la
asociacion negativa que muestra la relaciéon ACC/ABA con la biomasa foliar en
planta RIL entera (-0,212**, n=200, Fig. 3.14) y usada como portainjerto de una
variedad comercial (-0,452%, n=90, Fig. 3.42). La relacion entre el precursor del
etileno ACC y ABA en el xilema parece ser una sefial reguladora del
crecimiento foliar cuando las lineas RIL seleccionadas eran usadas como planta
entera y como portainjerto, haciéndose patente el efecto al final del periodo de
cultivo, cuando la tasa de transpiracion era més elevada (Albacete et al., 2009).
En este momento es cuando se manifestaron las diferencias entre las lineas RIL,

y su utilidad para aumentar el WUEay (en base a produccion de fruto).

La CK t-Z y la relacion t-Z/rZ parecen ser sefiales positivas para la regulacién del

crecimiento foliar a largo plazo o cuando hay alta demanda evaporativa

Se sabe que las CKs son sintetizadas principalmente en las raices y son
transportadas a la parte aérea via xilema (Aloni et al., 2005; Gan & Amasino,
1995; Lee & Oda, 2003), estando implicadas ademds en varios aspectos del
desarrollo de la planta, en particular en la regulacién de la senescencia foliar
(Gan & Amasino, 1995; Guo & Gan, 2007; Lara et al., 2004). Las CKs también

estdn implicadas en el tamafio y la forma final de la hoja al influir en la division
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y diferenciacién celular (Werner, 2001; Werner et al., 2008). La ¢t-Z es una de las
principales formas activas de las CKs en tomate (Davey, 1976),
correlacionandose en nuestro ensayo positivamente con la biomasa vegetativa
(0,577*, n=90, Fig. 3.42) en condiciones de estrés ambiental. Ademas, la relacién
entre la CK maés activa en tomate, t-Z y su ribosido rZ (t-Z/rZ) también se
correlacioné positivamente con la biomasa foliar (0,687%, n=90), lo cual sugiere
que el mantenimiento del nivel homeostatico de la forma mas activa podria ser
una respuesta importante cuando la demanda evaporativa es elevada al final
del periodo de ensayo al alcanzarse 35°C, a pesar de una disminucién general

en la concentracién de las CKs de la planta (Albacete et al., 2008).

Por lo tanto, cuando se usa un portainjerto de menos vigor, medido como
biomasa foliar, en condiciones donde la transpiracion es elevada por la excesiva
temperatura en la etapa final del cultivo, esa raiz poco vigorosa no tiene un
efecto negativo sobre la produccion, pero si en el consumo de agua (Fig. 3.40),
dando lugar a un mayor uso eficiente del agua. Ese tamafio de hoja esta
relacionado con parametros hormonales que vienen de la raiz (Fig. 3.42),
destacando el ACC (-0,335%, n=90), ABA (0,257%, n=90) y las CKs (0,577*, n=90),
segin apoyan los estudios de correlaciéon llevados a cabo. Estos resultados
confirman que la planta de tomate estd genéticamente (no fisiolégicamente)
limitada por el sumidero (fruto) mas que por la fuente (hoja) en condiciones
normales (Hocking y Steer 1994). Sin embargo, hay que tener en cuenta que la
biomasa foliar puede ser limitante si las condiciones estresantes como la
salinidad (Albacete et al., 2009) o el déficit hidrico (este estudio) perduran en el

tiempo.
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3.3. Los pardmetros vegetativos y el WUE dependen del genotipo de la parte
aérea en condiciones éptimas de riego, mientras que la influencia del genotipo

de la raiz se hace mds patente cuando la demanda evaporativa es elevada

En general, se concluye que el injerto es un enfoque agricola eficaz para
mejorar el WUE y la calidad del fruto en condiciones 6ptimas de riego y
también en condiciones ambientales mas dificiles (Flores et al., 2010; Ibrahim et
al., 2014). El hecho de que el efecto positivo del injerto en el WUE quizas
dependa de ambos genotipos, el de la parte aérea y el de la raiz, hace que la
seleccion de un portainjerto 6ptimo para cada variedad y/o condiciéon de
cultivo no sea una tarea facil. Ello se observa tras el andlisis de injertos
reciprocos en condiciones 6ptimas de riego donde el WUEa y la biomasa vegetal
dependen del genotipo de la parte aérea y no del sistema radicular. Sin
embargo, al final del ensayo en invernadero, cuando el estrés hidrico ambiental
se intensifica, es el genotipo de la raiz el que ejerce una influencia significativa.
En este sentido, las lineas con bajo vigor “bw” son genotipos muy interesantes
como portainjertos, ya que mejoran el WUEay hasta un 40% en el cultivo de
tomate bajo alta demanda evaporativa. Y lo hacen a través de la reduccion de la
biomasa foliar y el consumo de agua, sin afectar negativamente al rendimiento

en fruto, incrementando asi el indice de cosecha.

Estos resultados sugieren nuevos enfoques biotecnolégicos centrados en el
sistema radicular, y por lo tanto en la sefializacién raiz-parte aérea (Dodd, 2005)
con el fin de aumentar la estabilidad y sostenibilidad de los cultivos en distintas
condiciones de estrés ambiental (Ghanem et al., 2011). Se estima que con una
gestion adecuada de los cultivos, el uso de estos portainjertos tipo “bw” podria
ahorrar anualmente en la Regiéon de Murcia el equivalente del consumo anual

de una poblacién de 80.000 personas (4,4 hm?3).
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1. La sobreexpresion del gen CIN1 mejora la respuesta al estrés hidrico y el
suo eficiente de agua en tomate al disminuir la transpiracién y mantener
elevada tasa fotosintética.. Estos efectos parecen estar relacionados con
alteraciones de los flujos metabdlicos en la hoja que afectan a la
regulacién estomatica, a la eficacia fotosintética y a la senescencia foliar.

2. El metabolismo antioxidativo de las plantas CIN1 es mas eficiente en
condiciones de estrés hidrico debido al elevado estado reducido del
glutation asi como los niveles de o-tocoferol, que son mecanismos no
enzimaticos de proteccién antioxidativa, dando lugar a una mayor
protecciéon de las membranas, ademaés de a la activaciéon de mecanismos
enzimaticos antioxidativos.

3. La concentracién de la citoquinina mas activa en plantas de tomate, t-Z,
parece ser una sefial positiva en el retraso de la senescencia foliar en
plantas CIN1 sometidas a estrés hidrico por modificaciéon de la actividad
fuente-sumidero. Asimismo, la reducciéon del precursor del etileno ACC
puede influir en el retraso de senescencia foliar y en el mantenimiento de
la biomasa bajo condiciones de estrés hidrico. Estos resultados apoyan
una interrelacién entre el metabolismo de la sacarosa y el hormonal.

4. Existe variabilidad genética para el WUEa y algunos pardmetros que
condicionan la produccién de biomasa y el consumo de agua de la planta
en la poblaciéon RIL estudiada, que puede ser explotable mediante su uso
como portainjertos.

5. La conductancia estomatica tiene un papel fundamental en el control de la
pérdida de agua, correlacionandose negativamente con la capacidad
fotosintética y con la biomasa foliar, y por tanto con WUEi y con WUEav

(en base a biomasa vegetativa).
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10.

11.

12.

WUEa, WUEI, tasa fotosintética (A) y parametros de crecimiento se
correlacionaron positivamente con parametros hormonales (ABA, rZ,
SA, IAA, JA vy las relaciones IAA/ACC y CK/ACC) y con parametros
nutricionales (Cu?*, Mg?*, Ca?*, B* y Na*).
El precursor del etileno ACC (4cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico) y
su relaciéon con ABA (ACC/ABA) se correlacionaron negativamente con
pardmetros hidricos y vegetivos, destacando WUEi y WUEav, sugiriendo
un papel importante en el control del crecimiento.
Injertos reciprocos entre lineas contrastadas confirman que existe un
efecto dominante de la parte aérea sobre la biomasa vegetal y el WUE
durante el crecimiento vegetativo en condiciones 6ptimas de cultivo.
Existe una relacion significativa entre el vigor de la linea RIL como planta
entera y como portainjertos. Cuando el estrés ambiental es alto, el efecto
del portainjerto se hace patentes en parametros hidricos y de crecimiento
que influyen en el WUEay (rendimiento de fruto/uso de agua) de una
variedad comercial.,

En condiciones de alto estrés ambiental, los portainjertos de bajo vigor
“bw” incrementan el WUEay (en base al fruto) hasta en un 40%
disminuyendo la biomasa foliar y el uso del agua, e incrementando el
indice de cosecha.

El precursor del etileno ACC, pardametro hormonal derivado del
portainjerto que regula negativamente la biomasa foliar, esta
positivamente correlacionado con WUEay (rendimiento de fruto) pero
negativamente correlacionado con WUEav (biomasa vegetativa) a través
de un control negativo del crecimiento foliar.

Los parametros hormonales presuntamente derivados de la raiz, ABA, t-
Z, ACC/ABA y t-Z/rZ, parecen ser sefiales positivas en la regulaciéon del
crecimiento foliar y y el WUE, haciéndose mas patente a largo plazo y/o

en condiciones suboptimas de cultivo.
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