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Resumen

A pesar de la relevancia econdmica del tomate, los mecanismos que
gobiernan la respuesta a la salinidad en esta especie horticola no estan bien
caracterizados y, por consiguiente, la identificacidn de genes implicados en
la tolerancia del tomate a la salinidad es un objetivo prioritario. Dentro del
programa de mutagénesis insercional que se estd desarrollando entre tres
grupos de investigacién (IBMCP-Valencia, Universidad Almeria y CEBAS), se
ha generado una coleccién de lineas de tomate (Solanum lycopersicum) a
partir del cv Moneymaker). Con el fin de identificar genes implicados en la
tolerancia del tomate a la salinidad, se procedid a la evaluacion de
diferentes lineas de esta coleccién y tras la identificacion de algunos
mutantes de interés, este trabajo se ha centrado en la caracterizacién del
mutante ars1 (altered response to salt stress 1), que muestra sensibilidad
al estrés salino a lo largo del ciclo vegetativo y se manifiesta en una
reduccion del rendimiento en fruto del mutante, respecto al cv Moneymaker
(WT). La caracterizacién molecular por el grupo de la UAL ha permitido
clonar el gen anulado en el mutante, un factor de transcripcién MYB de tipo
R1 (ARS1), siendo el primer gen de este tipo identificado en tomate. En
este trabajo se ha demostrado que el mutante ars1 estd afectado en el
estrés idnico inducido por la salinidad, reflejado en una mayor acumulacién
de Na* en las hojas. Sin embargo, el mayor transporte de Na* a la parte
aérea del mutante parece ser una consecuencia de su mayor pérdida de
agua via transpiracién, ya que el cierre estomatico es mayor en el mutante
ars1l que en WT en condiciones de salinidad. Con objeto de comprobar si el
principal efecto provocado por la anulacién del gen ARS1 era la mayor

pérdida de agua en situaciones de estrés, se estudid la respuesta fisioldgica



del WT y mutante a la deshidratacién. Los resultados corroboran una mayor
deshidratacion del mutante frente al estrés debida a su menor capacidad
para reducir la conductancia estomatica y transpiracién. Ademas, la
desregulaciéon del cierre estomatico del mutante arsl1 en condiciones de
estrés parece ser dependiente de ABA, ya que el mutante muestra mayor
apertura estomatica cuando se aplica ABA exdgenamente. Finalmente, la
caracterizacién funcional de lineas de sobreexpresidon y silenciamiento del
gen ARS1 demuestran el papel de este gen en la regulacidon de la pérdida de

agua via transpiracion en condiciones de estrés.



Abstract

Despite the economic relevance of the tomato, the mechanisms that govern
the response to salinity in the horticultural species are not well
characterized and therefore, the identification of genes involved in the
tolerance of tomato to salinity is a priority. In the program of insertional
mutagenesis developed by three research groups (IBMCP-Valencia, Almeria
University and CEBAS) it has generated a collection of lines of tomato
(Solanum lycopersicum) from cv Moneymaker. In order to identify genes
involved in the tolerance of tomato to salinity, we proceeded to the
evaluation of different lines of this collection and after identifying some
mutants of interest, this work has focused on the characterization of mutant
ARS1 (altered response to salt stress 1), showing sensitivity to salt stress
along the growth cycle and manifests itself in reduced fruit yield, compared
with cv Moneymaker (WT). The molecular characterization of the UAL group
has allowed cloning the knock-out gene, a MYB transcription factor type R1
(ARS1), in mutant, been the first gene identified in tomato. This work has
shown that the ARS1 mutant is affected in ionic stress induced by salinity
reflected in a greater accumulation of Na* in the leaves. However, the
increased transport of Na* to the shoot of the mutant appears to be a
consequence of their higher water loss via transpiration, due to stomatal
closure is greater in the ARS1 mutant than in WT in saline conditions. In
order to check if the main effect caused by the knock-out of ARS1 gene was
the higher water loss under stress, the physiological response of WT and
mutant to dehydration was studied. The results support higher dehydration
in mutant under stress due to their reduced ability to reduce stomatal

conductance and transpiration. In addition, deregulation of ARS1 mutant



stomatal closure under stress appears to be ABA-dependent, as the mutant
shows greater stomatal aperture when exogenously applied ABA. Finally,
the functional characterization of overexpression and gene silencing lines

demonstrate the role of this gene in regulating water loss via transpiration.
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Introduccién

1. Introduccion

1.1. Clasificacion taxondmica, caracteristicas botanicas e
importancia econdémica del tomate

1.1.1. Clasificacion taxonomica y caracteristicas botanicas del
tomate

El tomate pertenece a la familia Solanaceae. Esta familia es una de las que
mas diversificacion ha experimentado dentro del orden Solanales. Se
estima que el nimero de especies de esta familia esta en el rango de 9000-
10000 especies, y en el caso particular del género Solanum al que
pertenece el tomate (Solanum lycopersicum L.) en aproximadamente 2000
especies. Entre éstas se incluyen muchas de gran interés agronémico como

la patata, el tabaco, el pimiento, la berenjena y la petunia (Knapp, 2002).

Las especies del género Solanum tienen una amplia distribucién
geografica estando presentes en todos los continentes y zonas climaticas, y
destacan por su gran diversidad morfoldgica, periodos de vida y nichos

ecoldgicos que ocupan (Knapp, 2002).

El tomate es oriundo de América, en particular de la regiéon andina de
América del Sur pero casi con total seguridad su domesticacion se llevd a
cabo en la Mesoamérica precolombina. Los espafioles introdujeron la planta
en Europa en el siglo XVI, tras la conquista del Imperio Azteca por Hernan
Cortés. Asumiéndose ya en esa época que el tomate estaba relacionado con
el género Solanum, se le nombrd cientificamente como Solanum
pomiferum. En 1753, Karl Linneo clasificd a los tomates dentro del género
Solanum, nombrandolo esta vez como Solanum lycopersicum (Linnaeus,
1753). Debido a su estrecho parentesco con plantas venenosas del género

Solanum como belladona y mandragora Philip Miller propone en 1754
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Introduccidn

clasificar al tomate en el género Lycopersicon y la especie esculentum, con
el fin de favorecer la aceptacién por la sociedad de dicha especie como
comestible (Miller, 1754). Sin embargo, esta clasificacion ha estado sujeta a
debate durante largo tiempo, siendo asi que finalmente se ha aceptado
como denominacién botdnica definitiva del tomate la propuesta por Karl
Linneo gracias al uso de las modernas herramientas moleculares a finales
del siglo pasado. Estas revelaron la suficiente informacién a nivel genédmico
para permitir la revisién de la clasificacion filogenética de las Solanaceae. A
partir de ese momento el género Lycopersicum se reintrodujo dentro del
género Solanum en la seccién de Lycopersicon tal y como la habia

clasificado Linneo 200 afios antes (Asamizu y Ezura, 2009; Foolad, 2007).

La clasificacion taxénomica del tomate, tanto del -cultivado-
domesticado como de las especies silvestres relacionadas, ha ido cambiando
desde los afios 40 del siglo pasado, donde las especies se separaron en dos
secciones: subgénero eulycopersicon (L. esculentum y L. pimpinellifolium) y
subgénero eriopersicon (L. peruvianum, L. hirsutum, L. cheesmaniae y L.
glandulosum). Esta catalogacion se mantuvo hasta aproximadamente 1970
cuando se propuso clasificarlos en funciéon de la capacidad de las especies
silvestres de cruzarse con el tomate domesticado. Es a partir de esta
década que las 9 especies silvestres de tomate se dividieron en dos grupos,
los llamados complejos Esculentum y Peruvianum, dependiendo de su
capacidad de cruzamiento. Todas las especies del complejo Esculentum (L.
esculentum, L. pimpinellifolium, L. cheesmaniae, L. pennellii, L. hirsutum, L.
chmielewskii y L. parviflorum) podian hibridar con el tomate cultivado y
representar una importante fuente de recursos genéticos para la

introgresién de resistencias a estreses bidticos y abidticos y de otros

18



Introduccién

caracteres de desarrollo deseables desde el punto de vista agrondmico en la
especie domesticada. Las especies del complejo Peruvianum (L. chilense y
L. peruvianum) poseen una gran diversidad morfolégica y ecoldgica, y
representan un gran potencial para la mejora del tomate, pero hasta muy
recientemente su uso se encontraba muy limitado debido a la escasa
capacidad de hibridacion con el tomate domesticado y la necesidad de
desarrollar métodos especificos de cruzamiento como el rescate de

embriones (Bergougnoux, 2014).

En la actualidad la descripcién del tomate es mas compleja, y se basa
en el uso de herramientas filogenéticas, fundamentalmente en la secuencia
del gen GBSS (Granule-Bound Starch Synthase), para la organizacién final
de la seccién Lycopersicon del género Solanum (Peralta y Spooner, 2001).
Con estos estudios filogenéticos se clasifico a Solanum juglandifolium vy
Solanum ochranthum como un grupo relativamente cercano a tomate pero
fuera de él. Y se distribuyeron las especies de tomate en tres grupos:

Lycopersicon, Eriopersicon y Neolycopersicon.

En la clasificacion taxondmica hoy en dia aceptada del tomate se
reconocen el tomate domésticado (Solanum lycopersicum) y sus doce
especies silvestres relacionadas, todas ellas de fruto de baya pequeia, de
las que dos son endémicas de las Islas Galdapagos: Solanum galapagense y
Solanum cheesmaniae con fruto de color amarillo-naranja y que se pueden
cruzar facilmente con el tomate domesticado, al igual que la especie
silvestre de fruto rojo Solanum pimpinellifolium. Las especies Solanum
chmielewski, Solanum habrochaites, Solanum neorickii, Solanum pennellii y

Solanum chilense son de fruto de color verde y mas dificiles de cruzar con la

19



Introduccidn

especie domesticada. La especie antes clasificada como Lycopersicum
peruvianum (Miller) se han dividido ahora en especies del norte y del sur,
en las que otros analisis moleculares mas precisos identificaron cuatro
especies; las del norte que son Solanum arcanum, Solanum huaylasense,
Solanum peruvianum y Solanum corneliomuelleri (Peralta et al., 2005 y

2008).

1.1.2. Importancia economica del tomate

Solanum es probablemente el género mas importante de la familia
Solanaceae desde el punto de vista agro-alimentario y econdmico,
formando parte de él especies de gran interés agronémico asi como en la

industria farmacéutica y quimica.

Actualmente el tomate se comercializa tanto en fresco como
procesado, siendo uno de las especies horticolas mas consumidas en
Europa, detrds de la patata y por delante de la cebolla (Figura 1 a))
(FAOSTAT, 2013). Siendo ademas, la especie preferida para huertos
urbanos y agricultura doméstica. A escala mundial la produccién de tomate
en el afio 2012 superd los 160 millones de toneladas, ocupando la décima
posicion (FAOSTAT, 2013). Durante las dos ultimas décadas, tanto la
produccion como el area dedicada al cultivo se han duplicado. Hasta hace
20 afos, los continentes de Europa y América del Norte han sido los
productores mas importantes, pero en la actualidad Asia se ha convertido
en primer productor mundial, encabezando la lista de paises productores
China seguida por India, Estados Unidos, Turquia, Egipto, Iran, Italia y

Espana (Figura 1 b)).
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Es interesante destacar que los paises donde se concentra el mayor
rendimiento del cultivo de tomate son del norte de Europa, donde las
condiciones climatoldgicas no son las mas favorables e incluso el area
dedicada a este cultivo es muy pequefia en comparacion con los paises del
sur. Ello es debido en gran medida en que el cultivo en dichos paises
septentrionales se lleva a cabo en invernaderos bajo condiciones

ambientales y agrondmicas muy controladas y optimizadas.

El reciente incremento en la produccién de tomate responde a un
aumento de la demanda mundial, llegando a alcanzarse consumos medios
mundiales de 20,5 kg/persona/afio en el 2009. Desde un punto de vista
global son en los paises del Arco Mediterraneo y los de Oriente Préximo y
Medio donde el consumo de tomate es mas elevado, rondando los 40 - 100

kg/persona/afio (Bergougnoux, 2014).
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Figura 1. a) Produccidon europea, en miles de toneladas, de las ocho especies
horticolas de mayor interés agrondmico. En la que Espafia ocupa la segunda
posicion. b) Produccion en miles de toneladas de tomate de los mayores
productores a nivel mundial.

Fuente: FAOSTAT (http://faostat3.fao.org/download/Q/QC/E). Datos del afio 2013.
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Tabla 1. Produccién de tomate y superficie cultivada en Esparfia, representada por
comunidades autéonomas. Fuente: Ministerio de Medio Ambiente y Medio Rural vy
Marino. Datos del afio 2014.

Superficie (hectareas) Rendimiento (kg/ha)
Comunidades Produccidn
Auténomas Regadio Regadio (toneladas)
Secano : Total |Secano :
Aire libre Prcat;agl ﬁtl;;: Protegido

Galicia - 215 854 1.069 - 58.159( 95.256 93.854
P. de Asturias 40 20 20 80 |15.000/30.000] 50.000 2.200
Cantabria 16 - - 16 [20.250 - - 324
Pais Vasco 80 140 70 290 | 8.500 |14.804| 47.786 6.098
Navarra - 1.563 62 1.625 - 75.406| 68.168 122.086
La Rioja - 149 14 163 - 63.000] 80.000 10.507
Aragdn - 795 11 806 - 74.843] 169.091 61.360
Catalufia 38 1.027 163 | 1.228 | 5.775 |34.439]| 100.784 | 52.016
Baleares 20 130 89 239 | 7.000 [40.000| 50.160 9.804
Castilla y Ledn - 146 47 193 - 32.594( 83.944 8.704
Madrid - 29 20 49 - 50.000( 170.000 4.850
Castilla-La Mancha - 1.087 50 1.137 - 73.321] 161.120 87.756
C. Valenciana 64 543 593 | 1.200 |10.000(21.921100.685 | 72.249
R. de Murcia - 169 2.523 | 2.692 - 59.500| 114.500 | 298.939
Extremadura - 14.551 - 14.551 - 75.620 - 1.100.352
Andalucia 28 5.798 |14.341]|20.167 | 4.696 163.248| 94.077 |1.716.006
Canarias - 73 1.045] 1.118 - 60.028] 116.145 | 125.741
Espafia 286 26.435 [19.902]|46.623 | 9.563 |68.916| 97.896 |3.772.846

1.2. El tomate en el contexto de la investigacion cientifica

La comunidad cientifica ha participado activamente a lo largo de los ultimos
anos en fomentar la idea del tomate como planta modelo en la investigacion
tanto fundamental como aplicada en Biologia Vegetal y en Agricultura. Este
hecho ha contribuido a aumentar la popularidad del tomate hasta adquirir la
categoria de dicha planta modelo en todos los ambitos de la biologia
vegetal. Diversas caracteristicas del tomate han contribuido a que esta
especie alcance esta categoria: 1) su versatilidad de cultivo en diferentes

condiciones, permitiendo aumentar el conocimiento sobre su capacidad de
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adaptacion a diferentes estrés medioambientales; 2) su relativamente corto
ciclo de vida; 3) la independencia relativa de su desarrollo reproductivo del
fotoperiodo, pudiendo florecer y fructificar en cualquier estacion del afio; vy
relacionado con esto: 4) su elevado potencial reproductivo en el que hay
que destacar que es una planta autdgama (capaz de autopolinizarse), es
facil llevar a cabo la polinizacién controlada y realizar cruces intra- e
interespecificos; y finalmente 5) su elevada capacidad de propagacion
vegetativa por injertos e in vitro (Foolad, 2007; Bergougnoux, 2014;

Schwarz et al., 2014).

A nivel genético es una planta diploide (2n=24) con un genoma
relativamente pequefio (0,9 pg/genoma haploide) (Giovannoni, 2004). A
nivel molecular el genoma de la accesion Heinz 1706, que es la que se ha
utilizado para su secuenciacion, tiene aproximadamente 950 Mb (The

Tomato Genome Consortium, 2012).

Es de sobra es conocido que existen otras plantas modelo como
Arabidopsis thaliana, maiz, arroz o incluso el olmo. Sin embargo el tomate
tiene la caracteristica peculiar de estar filogenéticamente distanciado de los
anteriores y ademas posee rasgos morfoldgicos que no comparte con los
otros organismos modelo. A modo de ejemplo se puede destacar que tiene
un crecimiento indeterminado debido a la repeticion modular de la fase

vegetativa y reproductiva (Bergougnoux, 2014).

1.2.1. Retos en la mejora genética del tomate
La domesticacién del tomate ha implicado la modificacion de una amplia
gama de caracteristicas morfoldgicas vy fisioldgicas tanto de la planta como

del fruto en comparacién con su antepasado silvestre. Este proceso de
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domesticacion varia de una especie a otra, pero en general se centra en
conseguir un habito de crecimiento mas compacto, una reduccién de la
capacidad de dispersion y de la dormancia de las semillas, un adelante en el
desarrollo y maduraciéon de las partes consumibles, y un aumento en el
tamano y la diversidad morfoldgica de éstas. En tomate en particular los
objetivos de la mejora consisten en producir nuevas variedades con mejores
caracteristicas agrondmicas, dependiendo del mercado al que vaya dirigido
el cultivar: para fresco o para procesado. Los tomates para el procesado
industrial se cultivan principalmente en campo abierto, mientras que los
destinados a consumo en fresco se cultivan tanto en esa condicion como en
invernaderos con o sin condiciones controladas de temperatura. Los retos
en la mejora han evolucionado a lo largo del tiempo, adaptandose a los
nuevos cultivares disponibles y a las modificaciones en los sistemas de
cultivo. A pesar de que los tres retos principales son recurrentes (capacidad
de adaptacién al medio ambiente, resistencia a plagas y enfermedades y el
rendimiento y calidad del fruto), la mejora ha pasado por cuatro fases: en
los afos 70 del siglo pasado se centraron los esfuerzos en el incremento del
rendimiento, en los 80 en el tiempo de conservacién postcosecha, en los 90
en las cualidades organolépticas como el sabor, y desde entonces en el
valor nutricional del fruto (Bai y Lindhout, 2007; Foolad, 2007; Causse,
2012). Los avances en el conocimiento de las bases moleculares que
determinan los caracteres de interés agrondmico ha dirigido el trabajo de
los mejoradores fundamentalmente hacia el desarrollo de la planta (habito
de crecimiento) y del fruto (caracteristicas de su calidad), aunque de
manera mas reciente también hacia la interaccidn con el medio ambiente

como la resistencia a enfermedades (Grandillo et al., 2013). Este enfoque
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ha llevado a la identificacion de genes implicados en rasgos cualitativos y
cuantitativos (QTL). La propia domesticacién y los sucesivos programas de
mejora en tomate han conducido a la obtencion de una enorme diversidad

en esta especie (van der Knaap, 2013).

1.2.1.1. Rendimiento del tomate

A pesar de que otros rasgos agrondmicos sean potencialmente éptimos, si
un cultivar no tiene un rendimiento superior o al menos igual que las
variedades ya existentes no sera considerado como adecuado en los
programas de mejora. Rendimiento entendido desde el punto de vista tanto
de numero de frutos como de peso de los mismos por planta. La
optimizacién de las técnicas de cultivo, en particular la nutricidon con el uso
de fertilizantes, ha contribuido en gran medida al aumento del rendimiento.
Es obvio que el rendimiento del tomate no es un rasgo aislado ya que esta
fuertemente correlacionado con factores que influyen en el crecimiento
global de la planta. La temperatura es uno de estos factores que influyen en

el crecimiento e indirectamente el rendimiento (Bergougnoux, 2014).

1.2.1.2. La resistencia a estreses bioéticos y abioticos

Uno de los aspectos mas deseables en el cultivo del tomate es la resistencia
a estreses bidticos para que las plantas puedan sobrevivir a plagas
destructivas y enfermedades que pueden causar importantes pérdidas
econdmicas (Bai y Lindhout, 2007).El tomate se ve afectado por mas de
200 enfermedades, que se pueden controlar a través de tratamientos con
productos fitosanitarios, pero que provocan multiples efectos negativos.
Entre éstos podemos destacar el desarrollo de resistencia a los productos

fitoquimicos con la consiguiente necesidad de desarrollar nuevos y los
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potenciales dafios ocasionados al medio ambiente, al agricultor y al
consumidor. Por otra parte su uso aumenta los costes de produccién de los
cultivos y obliga al cumplimiento de las especificaciones técnicas del
producto quimico, principalmente niveles y plazos de seguridad en su
aplicacion. Con el fin de limitar el uso de fitoquimicos en las practicas de
cultivo los mejoradores han recurrido a introducir material genético de
especies silvestres relacionadas con el tomate cultivado en sus programas
de mejora. De hecho la primera introgresion de rasgos agrondmicos
interesantes de especies silvestres al tomate cultivado fue realizada en
1967 en la que se obtuvo un tomate cultivado resistente a Cladosporium
fulvum, un hongo responsable de la enfermedad del moho de la hoja, que
se consiguid por cruces interespecificos de tomate cultivado con S.

pimpinellifolium (Walter, 1967).

1.2.1.3. Tamaino y forma del fruto

El fruto del tomate es carnoso y se corresponde con un crecimiento
hipertrofiado del ovario de la flor tras la polinizacidn. Se compone de las
siguientes partes: una epidermis, un pericarpio grueso (y sus subpartes
como columela y septa), y los tejidos de la placenta que rodean y embeben
las semillas en las cavidades loculares. Los cambios mas importantes
producidos durante la domesticacion del tomate fueron las cualidades
intrinsecas del fruto: tamano, forma, color, firmeza y vida Util. Las especies
silvestres relacionadas con tomate tienen los frutos muy pequefios y su
unica finalidad es la de propagar la especie por dispersidon de sus semillas,
no la de alimentar a los seres humanos. Sin embargo, los tomates
cultivados modernos ofrecen una gran variacion en el tamafio del fruto, que
van desde el tomate tipo “cherry” (menos de 20 g) al tomate tipo “beef”

26



Introduccién

(hasta 500 g). El tamafno del fruto depende en gran parte del nimero de
células que se establecen en la etapa de pre-antesis floral pero también
depende del grado y duracién de la expansién celular.

Se han identificado seis QTLs como responsables del crecimiento del
fruto durante la domesticacion del tomate. Uno de ellos es fruit weight 2.2
(fw2.2), que se le ha implicado en el aumento del tamafo del fruto hasta en
un 30% durante la evolucién del tomate silvestre al domesticado (Grandillo
et al., 1999). El andlisis genético en detalle ha demostrado que la proteina
FW2.2 actla en el ciclo celular como represor negativo de la divisidon celular
con efectos en el tamafio pero no en la forma final del fruto (Frary et al.,
2000; Cong et al., 2002; Tanksley, 2004; Cong y Tanksley 2006). Dos
mutaciones independientes, fasciated y Ilocule-number, llevaron a la
identificacion de dos QTLs responsables de los cambios de tamafio a través
de la modificacion del nimero de carpelos en la flor y en consecuencia del
numero de léculos del fruto durante el desarrollo temprano del fruto
(Barrero and Tanksley 2004). Hay que destacar que el desarrollo de las
plantas cuyos frutos tengan un peso superior a 500 g son el resultado del
efecto acumulativo de ambas mutaciones (Lippman y Tanksley, 2001). El
clonaje posicional del gen FASCIATED reveld que codifica para un factor de
transcripcidon tipo YABBY, que regula el tamano de meristemo floral y se
expresa muy tempranamente durante la organogénesis floral. El fenotipo de
elevado numero de léculos de los cultivares modernos de tomate se debe a
la inhibicion de dicho gen durante el desarrollo floral. Una insercién en el
primer intron parecer ser el responsable de este cambio fenotipico (Cong et
al., 2008). Es interesante resaltar que ninguno de los homodlogos de tomate

entre los genes de Arabidopsis thaliana conocidos por su implicacién en el
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desarrollo de fruto se identificaron como responsables del fenotipo fasciated
en el tomate (Barrero et al., 2006).

En la actualidad se considera que menos de diez QTL son los
responsables de la mayoria de las modificaciones en el tamafio y la forma
del tomate cultivado (Tanksley, 2004). Tras 75 afios de trabajo los
investigadores han demostrado que el tomate en forma de pera y el ovalado
son dos fenotipos debidos al gen OVATE (Ku et al., 1999). Este gen se
expresa durante el desarrollo temprano de la flor y las dos primeras
semanas después de antesis. Curiosamente la mutacion ovate conduce a
una morfologia diferente segun el fondo genético en la que se expresa, lo
que sugiere que el gen OVATE interactia con un locus desconocido
(Tanksley, 2004). Otros dos loci importantes en el control de la forma del
fruto son sun y fs8.1. El locus fs8.1 es responsable del tomate "cuadrado”,
que es el resultado de la adaptacion del tomate para la cosecha mecanica
(Grandillo et al., 1996). La mutacion sun induce un aumento en la longitud
del fruto pero en este caso el alargamiento se produce en ambas
direcciones longitudinales, lo que le confiere una simetria bilateral (van der
Knaap y Tanksley, 2001). Ademas, mientras que OVATE se expresa durante
el desarrollo temprano de la flor SUN se expresa solamente durante la fase
de la divisidn celular. Estos datos demuestran que aunque las dos
mutaciones confieren fenotipos similares, casi con toda seguridad tienen

diferentes bases genéticas (Tanksley, 2004).

1.2.1.4. La maduracion y la aparicion del color

La maduracién es el proceso fisioldgico por el que el fruto completamente
desarrollado vira de color verde a rojo. Durante la maduracion se producen
importantes reacciones bioquimicas, algunas son beneficiosas para el fruto
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en lo que respecta a calidad tales como la adquisicion de color rojo y la
acumulacion de azlcares y compuestos volatiles mientras otras son
perjudiciales para la conservacién postcosecha tales como la pérdida de
firmeza debido a la desintegracion de la pared celular (Klee y Giovannoni,
2011). El tomate es un fruto climatérico en el que el inicio de la maduracién
esta precedido por un aumento de la respiracion y de la produccion de
etileno que deviene autocatalitica (Lélievre et al., 1997). El control de la
maduracion se puede llevar a cabo en distintos puntos de la ruta de
biosintesis, percepcion y sefalizacion del etileno. Se han identificado
diversos mutantes de tomate con alteraciones en la regulaciéon de la
maduracion, entre los cuales destacan ripening-inhibitor (rin), Never-ripe
(Nr), non-ripening (nor), high-pigment 2 (hp-2) o colorless non-ripening
(Cnr) cuyo analisis ha aportado valiosa informacién sobre la fisiologia de la
maduracion y sus bases moleculares(Giovannoni, 2007; Osorio et al.,
2011). La mutacién Nr afecta a uno de los receptores del etileno y provoca
que el fruto sea insensible al etileno (Wilkinson et al., 1995). La maduracién
climatérica es en realidad el resultado de mecanismos moleculares
regulados por el etileno pero también independientes del etileno. La
evidencia de una regulacidon independiente del etileno en la maduracién de
frutos climatéricos se observd en el analisis de los mutantes de tomate rin y
nor, que no producen etileno de forma autocatalitica y no maduran, ni
siquiera en respuesta a etileno aplicado exdgenamente. La caracterizacion
molecular de ambos mutantes permitid la identificacion del gen RIN que
codifica para un factor de transcripcidn perteneciente a la familia MADS-
box, y del gen NOR que codifica para otro factor de transcripcién pero de la

familia que contiene el dominio NAC (Vrebalov et al., 2002; Martel et al.,
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2011). Si estas dos mutaciones se dan en homocigosis se inhibe el proceso
de maduracion, los frutos permanecen de color amarillo o naranja claro y se
pueden llegar a conservar durante meses a temperatura ambiente. Cuando
las mutaciones estan en hemicigosis, los frutos maduran lentamente pero
siguen teniendo una vida atil muy larga comparado con frutos WT (rin/Rin o
nor/Nor).La mayoria de los hibridos comerciales de tomate de maduracién
lenta y larga vida util se basan en la mutacién rin en su forma
heterocigdtica (rin/Rin) (Giovannoni, 2007).

El cambio de color es el rasgo mas evidente de la maduracién del
tomate. El color del fruto depende de su contenido en carotenoides,
principalmente licopeno y en menor medida B-caroteno. En tomate existen
varios mutantes afectados en el color: r (yellow flesh, el fruto maduro tiene
la pulpa de color amarillo), sh (sherry, el fruto tiene color amarillo con
tintes rojizos), hp-1 (high pigment 1, fruto con elevados concentraciones de
clorofila, carotenoides y acido ascorbico), tg (tangerine, la pulpa del fruto y
los estambres de la flor son de color naranja), B (beta-carotene, con
elevados contenidos en [-caroteno y licopeno en el fruto maduro), at
(apricot, fruto con coloracidén amarilla-rosada), og (old gold, con cantidades
elevadas de licopeno), Del (delta, el fruto cuando madura tiene color rojizo
anaranjado). Gracias al analisis de estos mutantes se ha podido diseccionar
la ruta de biosintesis de los carotenoides y se han identificado los genes
responsables de las mutaciones y de los fenotipos observados. El mutante r
afecta a un gen que codifica para la fitoeno sintasa (PSY1), que codifica
para la enzima que cataliza la primera etapa de la ruta de biosintesis de
carotenoides (Hirschberg, 2001). El color naranja del mutante tg es debido

a la acumulacion de pro-licopeno y el gen mutado codifica una isomerasa de
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carotenoides. El mutante Del afecta a un gen que codifica una licopeno B-
ciclasa, al igual que la mutacién B, caracterizandose por la acumulacion de
altos niveles de d-caroteno y licopeno el primer mutante, y de y-caroteno el

segundo (Lewinsohn et al., 2005).

1.2.1.5. Valor nutricional y calidad organoléptica
Si se toma en consideracidon sdélo los contenidos en proteinas, lipidos y
azUcares para describir el valor nutricional del fruto parece claro que el
tomate no tiene un alto valor nutritivo. Sin embargo, los tomates
representan una importante fuente de nutrientes beneficiosos para la salud
como son los compuestos antioxidantes tales como licopeno, provitamina A
(B-caroteno) y acido ascoérbico (vitamina C). El tomate representa la
principal fuente de licopeno, que tiene propiedades antioxidantes y se
considera que actia en la defensa contra enfermedades cancerosas o
cardiovasculares (Bramley, 2000). El cruce entre S. lycopersicum cv.
Floradade y el pariente silvestre S. galapense (L. cheesmanii f. minor CH
Mull), que contiene el gen Beta (B) dio lugar a tres lineas hibridas cuyos
frutos poseian mayores contenidos en B-caroteno y por lo tanto un mayor
valor nutricional (Stommel, 2001). Los tomates son también una fuente
importante de acido ascoérbico aunque en comparacion con las variedades
de tomate cultivado actuales las distintas especies de tomates silvestres
pueden llegar a tener hasta 5 veces mas vitamina C. Los mejoradores han
desarrollado con éxito algunos cultivares con un elevado valor nutritivo,
pero la merma en el rendimiento de éstos obstaculizaron su éxito comercial
(Causse et al., 2006).

Los contenidos en sodlidos solubles totales y &cidos organicos
determinan el equilibrio acido/dulce del sabor, parametro clave que junto
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con la emisién de volatiles que determina las caracteristicas del aroma
constituyen la base de las propiedades organolépticas de la calidad del
fruto. Los sdlidos insolubles, constituidos por componentes de la pared
celular y proteinas, determinan la firmeza del fruto y la viscosidad de los
productos derivados del procesado del tomate.

Otros dos caracteres agrondmicos de gran importancia para la
obtencién de nuevas variedades de tomates son el habito de crecimiento y
la facilidad para la recoleccion de fruto. La mutacion espontanea
self-pruning (sp) se identificé en 1914, y su introduccidon en programas de
mejora permitié el desarrollo de cultivares de crecimiento arbustivo, aptos
para la recoleccidn mecanica. sp induce la concentracion de flores y por
consiguiente de los frutos, contribuye a la firmeza de los frutos y a la
resistencia a la sobre-maduracion. Las mutaciones jointless (j y j2) se
caracterizan por la ausencia de la zona de abscisién en el pedicelo del fruto,
y su introduccién en variedades de tomate ha permitido la generacién de
cultivares en los que es posible llevar a cabo la recoleccidn mecanica del
fruto sin el cdliz ni el pedinculo, es decir, sin las partes “verdes”
(Bergougnoux, 2014).
1.2.1.6. Limites de la mejora genética clasica: la era de la ingenieria
genética
Para la obtencion de nuevos cultivares que posean caracteristicas
agrondmicas mejoradas se han tenido en cuenta tres aspectos claves: 1) las
condiciones medioambientales que afectan al cultivar, 2) las practicas de

cultivo, y 3) los sistemas de recoleccion.

Un programa de mejora eficiente requiere de la disponibilidad de

fuentes de diversidad genética en la especie ademas de la capacidad de
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heredabilidad de los caracteres que interesan. En la mayoria de las
ocasiones los programas de mejora deben enfocarse de tal forma que
afecten positivamente a varios caracteres de interés, teniendo en cuenta
que la mayoria de estos rasgos estan controlados por diferentes genes y

ademas lo estan por factores medioambientales.

La mejora tradicional se ha realizado mediante el cruce de variedades
de élite seleccionadas de la misma especie o mediante el cruce de un
cultivar de élite y una especie silvestre relacionada o con especies préximas
filogenéticamente. La mejora tradicional necesita de 5 a 7 afos para
producir un nuevo cultivar, si utilizamos los cruces adecuados de variedades
de élite, y alrededor de 20 anos cuando se usan especies silvestres en
dichos cruces. En ambos casos la complejidad de obtencién de cultivares
mejorados se incrementa con la complejidad entre los parentales. Es por
eso que la eleccion de los parentales es un paso fundamental, lo que
requiere un adecuado conocimiento del material disponible en el
germoplasma (Causse et al., 2006). En el caso del tomate, se han
recolectado y catalogado mas de 83.000 accesiones que han sido
cuidadosamente conservadas en bancos de semillas repartidos por todo el
mundo (Causse, 2012). Este trabajo de identificacién, obtencion,
catalogacion y conservacion de variedades, entradas y accesiones tanto del
tomate domesticado como de las especies silvestres relacionadas ha
posicionado al tomate como la primera especie en cuanto a numero de
variedades y especies relacionadas conservadas con semillas. Los
principales bancos de germoplasma se encuentran en Estados Unidos de

América y en Taiwan (Schwarz et al., 2014).
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Todas las especies silvestres de tomate se pueden llegar a cruzar con
el tomate cultivado (S. lycopersicum) con mayor o menos eficiencia y
siempre y cuando el tomate domesticado se utilice como receptor de polen
(Bedinger et al., 2011). En el caso de dos especies que no se puedan cruzar
o resulte muy dificil se utilizan técnicas in vitro, entre las que destacan la
fusion celular y regeneracion a partir de tejidos o células individuales, o el
rescate de embriones; estas técnicas son necesarias en el tomate en el caso
de cruces con S. peruvianum (Bedinger et al., 2011). Como ejemplos de la
mejora del tomate cultivado mediante la introgresidon de rasgos procedentes
de especies silvestres relacionadas tenemos la mejora de la tolerancia al frio
gracias a la introgresidon de material genético de S. habrochaites, de la
tolerancia a la sequia utilizando S. chilense para la introgresién, y de la
tolerancia a la salinidad utilizado S. cheesmaniae como donador de material
genético (Hobson y Grierson, 1993). Recientemente con el objetivo de
incrementar el contenido en compuestos metabdlicos como los flavonoides
que poseen un impacto positivo para la salud se han realizado cruces con S.
pennellii. El resultado ha sido el aumento de quercitina en el fruto y la
acumulacioén de licopeno y acido ascorbico de casi dos veces superior a los

cultivares tradicionales de tomate (Willits et al., 2005).

El desarrollo de la biologia molecular y la genédmica ha ofrecido a los
mejoradores una nueva Yy eficaz herramienta para la mejora genética
basada en la seleccion asistida por marcadores moleculares. El desarrollo de
los marcadores moleculares ha permitido la construccién de mapas
genéticos de alta densidad en el genoma del tomate, facilitando la diseccion
de los caracteres cuantitativos en QTLs y abriendo el camino al mapeo fisico

y al clonaje molecular de los factores genéticos responsables de dichos
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caracteres (Causse, 2006 y 2012). Finalmente la secuenciacién completa
del genoma del tomate, aun en fase de anotacién, ha permitido un gran
avance en el conocimiento de las bases genéticas y moleculares que regulan
el crecimiento y desarrollo, la maduracion del fruto, y las respuestas del
tomate al entorno medioambiental (estreses bidticos y abidticos)
(Consortium, 2012).

Por otro lado la ingenieria genética ha permitido superar la barrera de
la capacidad de entrecruzamiento interespecifico, de forma que un gen de
una especie no relacionada se puede introducir en el genoma de una
especie de interés agrondmico, lo que no seria posible en mejora clasica
debido a la incompatibilidad interespecifica. A dia de hoy un caracter
especifico puede introducirse facilmente en un cultivar de interés mediante
la transformacién vegetal y la regeneracion in vitro del transformante, en
unos periodos de tiempo tan breves que no puede conseguirse con la
mejora clasica (Bergougnoux, 2014).

1.3. Mutagénesis insercional. El etiquetado de genes por insercion
de elementos de transposicion: transposones o T-DNA

Una de las herramientas de gendmica funcional utilizada con mas éxito para
identificar genes implicados en diferentes procesos biolégicos en plantas es
el andlisis de mutantes. Dada la relativa escasez de mutantes naturales y
espontaneos una alternativa para conseguir dicho material y ademas en un
elevado numero es aplicar diversas tecnologias de mutagénesis con el fin de
generar colecciones de mutantes que analizar (Emmanuel y Levy, 2002).

El uso de la mutagénesis insercional proporciona una via rapida y
efectiva para generar una coleccion de mutantes, y ademas facilita

grandemente la clonacidon del gen mutado pues éste queda etiquetado por
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el elemento de transposicidon, de secuencia conocida. Los elementos de
transposicion que son capaces de insertarse en el genoma, tales como
transposones (Sundaresan et al., 1995; Martienssen, 1998) o T-DNA
(Azpiroz-Leehan y Feldmann, 1997), se pueden utilizar como mutagenos
para generar mutaciones por transformacion. La generacion de mutantes
usando mutagénesis insercional con T-DNA representa en la actualidad una
de las alternativas mas prometedoras para la identificaciéon y caracterizacion
funcional de genes que regulan tanto el desarrollo como la tolerancia a
diferentes estreses abioticos (salinidad, sequia, estrés oxidativo, etc.) en las
plantas (Fu et al., 2009; Jin et al., 2014). La mutagénesis insercional es una
herramienta biotecnoldgica en la que se asocian el analisis genético
tradicional y las técnicas modernas de genética molecular con el objetivo de
identificar, clonar y caracterizar funcionalmente el gen mutado (O'Malley y
Ecke,r 2010).

En sintesis de lo que se trata es de inducir la anulacidn o la alteracion
de la expresidn de genes por la insercién de una secuencia de ADN invasor
en regiones codificantes de un gen o en regiones reguladoras préximas. La
utilizacidon de la mutagénesis insercional proporciona un método rapido para
etiquetar genes, lo que facilita enormemente su aislamiento y clonaje. El
T-DNA se utiliza como agente mutagénico para la generacion de lineas de
pérdida o alteracion de funcion en plantas. Como la secuencia del elemento
insertado es conocida se puede clonar facilmente el gen afectado por la
insercion mediante estrategias basadas en la reaccidn en cadena de la
polimerasa (PCR) (O'Malley y Ecker, 2010). La integracién de un T-DNA en
la secuencia codificante o en cualquier elemento de control de un gen

enddgeno puede ocasionar la anulacién de funcién o la alteracién del nivel
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de expresion de dicho gen generando un fenotipo mutante. La
caracterizacion del mutante de insercion proporciona una valiosa
informacioén sobre la funcién del gen mutado y ademas, como el gen queda
etiqguetado por el T-DNA, su aislamiento se facilita grandemente
(Radhamony et al., 2005).

Hay diversas estrategias de aplicacidon de la mutagénesis insercional.
Una de ellas es el etiquetado por activacion en donde la construccién
genética de transformacion es un T-DNA que contiene multiples copias del
promotor constitutivo 35SCaMV del virus del mosaico de la coliflor (CaMV).
La integracion de la construccion en la vecindad de un gen enddgeno, lo
suficientemente cerca como para ejercer su influencia, induce de forma
significativa el nivel de expresion de ese gen, con potenciales consecuencias
en el fenotipo que manifiesta el mutante resultante. En tomate esta
estrategia de mutagénesis insercional se ha utilizado con éxito y ha
permitido identificar y clonar el gen ANT1, que codifica para un factor de
transcripcion MYB implicado en la regulacidon de la biosintesis, conjugacion
mediante glicosilacidn y transporte a vacuolas de antocianos (Mathews et

al., 2003).

1.3.1. Etiquetado mediante trampas génicas o trapping

Otra estrategia de mutagénesis insercional que esta proporcionando
resultados muy eficientes consiste en el uso de ‘trampas génicas’ o
trapping, y se basa en construcciones que contienen la secuencia
codificante de un gen delator. Cada trampa esta disefiada con un propdsito
especifico, pero en cualquier caso la ventaja estriba en su naturaleza dual:
como cualquier otro T-DNA o transposén las trampas generan mutaciones
de insercidon pero ademas, si se insertan en la orientacién correcta, el gen
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delator queda bajo control de los elementos de regulacion del gen
enddgeno. De esta forma, no sélo se puede inferir la funciéon del gen a
través de la caracterizacion fenotipica del mutante, sino que ademas el
analisis de la expresion del delator puede dar una idea del patron de
expresion espacio-temporal del gen etiquetado (Springer, 2000). Mediante
esta estrategia de mutagénesis insercional en el afio 2000 se generd una
coleccion de alrededor de 19000 lineas de arroz que portaban diferentes
inserciones del mismo T-DNA. Se utilizd Agrobacterium tumefaciens para la
transformacién de callos embriogénicos y posteriormente regenerarlos en
plantulas portadoras del T-DNA. La construccién genética contenia como
gen delator uidA que codifica para la B-glucuronidasa (GUS), cuya actividad
es detectable mediante analisis histoquimico, sin promotor alguno y en su
lugar disponia de un sistema recombinante consistente en el promotor
35SCaMV unido a un gen selector que confiere resistencia al antibiético
higromicina (Jeon et al., 2000).

La estrategia del trapping permite la identificacion de genes
funcionalmente redundantes, los cuales se expresan en diversas fases del
desarrollo (provocando confusion durante el analisis fenotipico), genes cuya
disrupcion es responsable de letalidad prematura y genes cuya disrupcion
afecta tan sutilmente al fenotipo que no puede detectarse (es en este caso
en el que la expresidén del gen delator puede aportar ciertas pistas para
ayudarnos a la identificacién del fenotipo durante el trabajo de evaluacién).
Por lo tanto la identificacion génica es independiente de su nivel de
expresion evitando el riesgo de no detectar genes de baja expresion que,
sin embargo, pueden tener un gran efecto sobre el fenotipo (Pineda, 2010).

En resumen, se considera que esta estrategia es muy adecuada para
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identificar genes que se activan o reprimen en respuesta a estimulos
medioambientales externos o situaciones de estreses bidticos o abioticos
(Krysan et al., 1999).

Utilizando una trampa de intensificadores, Atarés et al. (2011) han
generado mas de 2800 lineas T-DNA de dos accesiones de la especie
silvestre de tomate Solanum pennellii (20146 y PE47). El vector elegido
para la transformacién, pD991, contiene un promotor minimo unido a la
secuencia codificante del gen delator uidA; una secuencia truncada del
promotor 35S5CaMV con una caja TATA y un sitio de iniciacién de la
transcripcidn que por si solo no es capaz de estimular la expresion del
delator uidA pero si con el auxilio de elementos reguladores como
intensificadores enddgenos del genoma del mutante (Springer, 2000).
Después de la integracién en el genoma de la planta, los elementos
intensificadores cercanos al lugar de inserciéon del T-DNA actuan induciendo
un incremento en la transcripcién de uidA a partir del promotor minimo
35SCaMV, pudiéndose observar dicho patron de expresion del delator via la
actividad GUS que se puede determinar mediante una reaccidon histoquimica

(Campisi et al., 1999).

1.4. Estrés por salinidad y sequia: impacto global en la agricultura

La seguridad alimentaria se ha convertido en un punto clave en la agenda
politica de los Estados y Organizaciones Internacionales y se considera un
objetivo clave para promover el desarrollo econdmico mundial y Ia
estabilidad social y politica a nivel global. La importancia de dicho punto se
ha incrementado de manera significativa debido a dos factores: demografia
y cambio climatico. Se estima que la poblacion mundial va a incrementarse
de los actuales 7.100 millones a mas de 9.500 millones para el ano 2050
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(ONU, 2012), lo que significa que la humanidad tiene que enfrentarse con
un marcado aumento de la demanda de produccién de alimentos. Debido a
tal aumento la Organizacion de Naciones Unidas para la Agricultura y
Alimentacién (FAO) sefiala que es necesario un incremento en la produccién
global de alimentos en torno al 70% en los préximos 40 afios para asegurar
cubrir semejante demanda alimentaria debido a ese aumento demografico

(FAO, 2010).

El cambio climatico por su parte esta constituyendo una amenaza
creciente en la produccion de alimentos. Se estima en todas las
proyecciones de evolucidn del clima que la temperatura de la superficie del
planeta va a aumentar en todos los escenarios considerados de evaluacién
del incremento de la emisién de gases de efecto invernadero como CO, del
siglo pasado. En el aspecto particular de la produccién agricola se ha hecho
la proyeccién que el cambio climatico va a afectar negativamente a la
produccion en especies de interés agrondmico para incrementos de
temperatura superiores a 2°C desde el siglo pasado, si no se consigue que
dichas especies se adapten con éxito a estas condiciones medioambientales.
Intimamente ligado a esta proyeccién del cambio climtico se sitia la
previsiéon de la marcada disminucion de los recursos hidricos, tanto de la
superficie como del subsuelo (IPCC, 2014). En concreto, en la produccidn
agricola en zonas aridas y semiaridas, que representan aproximadamente
un tercio de la superficie del planeta y estan pobladas por aproximadamente
400 millones de habitantes (Williams, 1999), el escenario de cambio
climatico arriba descrito se reflejara en crecientes tasas de evaporacién,
gue conducird a una cada vez mayor escasez de agua y de acumulacién de

sales en el suelo y va a devenir una amenaza cada vez mayor para la
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agricultura. Se espera que las especies de interés agrondmico que se
cultiven en dichas 4areas vayan a experimentar estrés por altas
temperaturas, sequia y salinidad, estreses que menoscabaran el
rendimiento y afectaran negativamente a la calidad final del producto
agricola. En dichas areas solo es econdmicamente viable la agricultura por
irrigacion (Perry et al., 2009). El uso de aguas de baja calidad y elevada
conductividad para dichos fines agrava el problema de la salinizacion

secundario del suelo (Tuteja, 2007).

La salinizacion del suelo, primaria debido a causas naturales pero
sobre todo secundaria debido a las diversas actividades del hombre, es un
problema creciente que se estd agravando con el trascurso del tiempo y que
afecta negativamente a la productividad agricola a nivel mundial. De los
1500 millones de hectdreas de tierra de secano de uso agricola, se estima
que 32 millones (un 2%) estan afectados por la salinidad secundaria en
diferentes grados (deforestacién, mala gestidon de los recursos hidricos,
riego con agua de baja calidad y elevada conductividad eléctrica, malas
practicas de cultivo, drenaje restringido, etc.). Igual se puede decir del
cultivo por regadio; de los actuales 230 millones de hectareas dedicadas a
este tipo de cultivo se estima que 45 millones (un 20%) también estan
afectadas por procesos de salinizacién secundaria (Munns y Tester, 2008).
Se estima en un 20% la potencial pérdida en produccidon agricola a escala
global debido a este proceso de salinizacién del suelo (Ashraf et al., 2008).
Se espera que el aumento de la salinizacion de las tierras cultivables va a
tener efectos muy negativos a nivel global, llegando a provoca la pérdida
del 30% de la tierra de cultivo en los préximos 25 afios, y hasta el 50%

para el aho 2050 (Wang et al., 2003).
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El incremento en las concentraciones salinas del suelo produce dos
tipos de efectos en las plantas. Por un lado disminuye la capacidad de las
plantas para extraer agua y, por otro, la acumulacién de iones Na* y CI" en
la planta provoca efectos toxicos. Las sales en el suelo alrededor de las
raices tienen un efecto negativo inmediato en el crecimiento de la planta y
en el metabolismo asociado, mientras que la acumulaciéon de dichas sales
en la planta que tiene lugar mas adelante provoca a largo plazo efectos
citotdxicos que se traducen al final en la activacion de la senescencia

(Munns y Tester, 2008).

Otro problema acuciante en dichas regiones aridas y semiaridas del
planeta, mas grave si cabe para la agricultura, lo constituye la sequia
debido a la reduccion creciente de la disponibilidad de agua para el cultivo.
Se estima que la sequia es responsable de un 45% de las pérdidas en
produccion agricola a nivel global (Foolad, 2007). Mas de 800 millones de
hectareas de tierra en todo el mundo se encuentran en zonas aridas o
semiaridas. Esto equivale a mas del 6% de la superficie terrestre.
Aproximadamente un tercio de la poblacion mundial vive en paises con
riesgo de sequia, y se vaticina que este niumero se incrementara hasta los
5.000 millones de afectados en el ano 2025. (FAO, 2013) La sequia produce
mermas graves en los rendimientos agricolas, alteraciones en la produccién
y calidad del producto y todo ello repercute en una creciente inseguridad
alimentaria. El impacto de la sequia se estima que afecta a las posibilidades
de alimentacién de 800 millones de personas en el mundo. Las tierras de
regadio corresponden al 15% del total del terreno utilizado para cultivo
agricola y tienen un rendimiento productivo el doble que las tierras de

secano (Munns and Tester 2008). El incremento de tierras de regadio es en
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parte responsable del consumo global de agua, que se ha triplicado en los
ultimos 50 afios segun United Nation Water Development Report, y hay que
destacar que mas de dos tercios del agua consumida en el mundo se usa

con fines agricolas (Fang y Xiong, 2014).

La sequia se puede definir como disminucion del contenido hidrico del
suelo que provoca una limitacion en la disponibilidad de agua para la planta.
Debido a ello el estatus hidrico de la planta se ve negativamente afectado
por una disminucién de la absorcidn de agua (Verslues et al., 2006). Este
hecho afecta al crecimiento y desarrollo de las plantas en un sistema
natural, y a la produccion y calidad del producto en plantas de interés
agrondmico en un sistema agricola, y la gravedad de estos efectos viene en
funcion del grado de reduccién del nivel de agua disponible y del tiempo a
que esta sometida a dicha situacion. Asi, en el caso de maiz y trigo el déficit
hidrico provoca una reduccién en la altura de la planta, en el niumero de
espigas y en el peso del grano, y en el caso particular de las flores afecta
fundamentalmente al desarrollo del pistilo (Westgate, 1994; Prasad et al.,
2011). En el campo, la sequia se puede producir o intensificar por diferentes
tipos de estreses abidticos, como las altas temperaturas e intensidad
luminosa que inducen un aumento de la transpiraciéon, y deficiencias
nutricionales que afectan a la absorcidon radicular. En todos los casos, el
componente estresante comun es la disminucién de la disponibilidad de
agua en el suelo. Esta escasa disponibilidad de agua se puede cuantificar

como una disminucion del potencial hidrico del suelo (Verslues et al.,2006).
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1.5. Efectos de la sequia y salinidad en la planta y mecanismos de
tolerancia a ambos estreses abiéticos

1.5.1. Efectos causados por la sequia y salinidad en la planta

El estrés osmotico y el de toxicidad idnica son los dos efectos deletéreos de
mayor importancia causados por las altas concentraciones de sales sobre
las plantas. El efecto osmético tiene lugar fuera de la planta, es decir antes
de que los iones salinos sean absorbidos por las raices. Las sales disueltas
disminuyen el potencial hidrico del suelo, lo que reduce la capacidad de la
planta para absorber agua y nutrientes por la raiz, produciendo un efecto
similar al provocado por el estrés hidrico. De hecho, este efecto osmoético es
comun al estrés por sequia y salinidad, y provoca una reduccion casi
inmediata y significativa del crecimiento y desarrollo de la planta. El efecto
idnico es el provocado por la sal en el interior de la planta y es especifico de
la salinidad: los iones salinos transportados por el flujo de la transpiracién
desde la raiz hasta las hojas pueden llegar a acumularse en los espacios
intercelulares y provocar la deshidratacidn celular, o bien en el citoplasma e
inhibir numerosas actividades enzimaticas claves en el metabolismo,
llegando a producir la muerte celular y la senescencia de las hojas (Munns y
Tester, 2008).

Podemos clasificar en tres los tipos de mecanismos que determinan la
tolerancia a la salinidad; uno dirigido a contrarrestar el estrés osmotico vy
los otros dos la toxicidad idnica. Por un lado, la tolerancia debida al estrés
osmoético que induce a nivel celular una reduccion de la expansién celular,
tanto en hojas jovenes como en los extremos de las raices, y el cierre de los
estomas para disminuir la pérdida de agua por transpiracién. Por otro, los
mecanismos para contrarrestar la toxicidad i6nica mediante la exclusion de

Na* y CI" de las hojas impidiendo su acumulacién hasta alcanzar
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concentraciones téxicas en la parte aérea de la planta, y Ia
compartimentalizacion del dichos iones en determinados tejidos y células
especializadas o bien en compartimentos subcelulares como vacuolas para
evitar que se alcancen las concentraciones téxicas en el citoplasma (Munns

y Tester, 2008).

Como consecuencia de los dos efectos arriba mencionados que
provoca la salinidad, el primero de ellos comun a la sequia, se ha propuesto
que la respuesta a la salinidad de las plantas tiene dos fases: La primera
seria la fase osmotica determinada por el efecto osmoético, y la segunda
vendria determinada por el dafio provocado por la acumulacién de los iones
salinos, la toxicidad idnica (Munns, 2002). Por consiguiente, la mayor
tolerancia a la salinidad puede deberse a un incremento en la tolerancia
osmotica, en la idnica o a ambas. El tiempo requerido para detectar
diferencias entre genotipos puede depender del grado de tolerancia a la sal
del genotipo, del nivel de estrés aplicado y del periodo de aplicacion
(Cuartero et al., 2006). Asi, la segunda fase empezara a manifestarse antes
en las plantas que tengan baja capacidad de exclusion de iones salinos y/o
cuando se apliquen altos niveles de estrés, aunque es posible que los
efectos osmdticos persistan durante la segunda fase y que la toxicidad
idnica tenga cierta incidencia durante la primera (Mufoz-Mayor et al.,
2008).

Por si fuera poco, a la complejidad per se de la salinidad debido a los
dos anteriores efectos, el primero comun a la sequia, hay que sumarle otros
dos: el estrés oxidativo secundario y el efecto nutricional, efectos que

también se dan en el estrés hidrico.
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La acumulacién de especies reactivas de oxigeno (ROS, del inglés
‘Reactive Oxygen Species’) altamente cito-toxicas para la planta como
consecuencia de los anteriores estreses abibticos provoca en la planta un
estrés oxidativo secundario (Turkan y Demiral, 2009; Shanker et al., 2014).
Cuando la planta se expone a un estrés hidrico o salino, disminuye la
disponibilidad y fijacion de CO, y la produccidon de ATP en la fase oscura de
la fotosintesis y esto provoca una disminucidon de la concentracion de NADP,
aceptor final de electrones en la fase luminosa, produciéndose un exceso de
energia de excitacion en los fotosistemas. Si no se disipa esta energia al
final se acumula en la cadena de transporte de electrones y se transfieren al
oxigeno, generandose los ROS, como el anién superdoxido (0,:-), el
peroxido de hidrogeno (H,0;) y el radical hidroxilo (HO-). La generacién de
ROS provoca dafio oxidativo, puede ocasionar la muerte celular debido
principalmente a la inactivacidén de los centros de reaccion del fotosistema 11
dando lugar a la fotoinhibicion, estimulando la peroxidacién de los lipidos de
membrana, dafando la integridad de las membranas celulares, y finalmente
son responsables de alteraciones en las proteinas o los acidos nucleicos
(Hernandez et al., 2001). Para hacer frente a este estrés oxidativo las
plantas disponen una serie de mecanismos enzimaticos y no enzimaticos
para eliminar los ROS (Miller et al., 2010; Pineda ,2010).

La salinidad y la sequia alteran la absorcion radicular de nutrientes
minerales esenciales por parte de la planta. En el caso de la salinidad
debido a la competencia en la absorcién por parte de la planta entre los
iones Na* y CI" en exceso en el suelo y otros que son necesarios para la
planta como el K*, Ca®* Mg?*, NO;” y H,PO, (Maathuis, 2014). En el caso de

la sequia la escasez de agua en el suelo altera la capacidad de absorcidn
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radicular y el transporte de dichos nutriente minerales en la planta (Hu y
Schmidhalter, 2005). El impacto de este efecto nutricional puede tener
lugar incluso a niveles moderados de sal (Maathui,s 2014). En particular, la
acumulacion de Na* induce un estrés nutricional debido a que se altera la
absorcion de K*, con el que es tan afin quimicamente, siendo la regulacion
de la absorcidon de K* un requerimiento critico en el crecimiento vegetal
(Shabala y Cuin, 2008). Igualmente el K* juega un papel fundamental en el
mantenimiento del turgor en el estrés hidrico (Ma et al., 2004).

1.5.2. Respuesta fisiologica al estrés osmotico inducido por la
salinidad y la sequia

En condiciones estresantes provocadas por la salinidad o la sequia, la planta
necesita acumular solutos, en un proceso conocido como ajuste osmético,
para mantener el volumen celular y la turgencia; es decir, necesita
mantener la actividad fisioldgica al disminuir el potencial hidrico de la hoja
(Zhu, 2002). Este ajuste osmdtico causa un impacto negativo en el
crecimiento, ademas de una serie de cambios metabdlicos comunes tanto al
estrés salino como al hidrico. En una revisidn sobre la fisiologia de los
estreses hidrico y salino, Munns (2002) indicaba que todos los procesos,
excepto los efectos especificos provocados por la acumulacién de iones
salinos, son similares en ambos estreses.

El ajuste osmodtico en condiciones salinas puede tener lugar de dos
formas; mediante los iones absorbidos por las raices y que se encuentran
en exceso en el suelo, que se transportan a la parte aérea, y mediante la
biosintesis enddgena de solutos organicos (Alarcon et al., 1993). La ventaja
de estos ultimos tipos de solutos es que incluso a elevadas concentraciones

no provocan dafios a nivel celular ni alteran las actividades enzimaticas,
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razon, por lo que se denominan solutos compatibles. Los principales solutos
organicos en la mayor parte de las plantas glicofitas son los acidos
organicos y los azlcares, en este Ultimo caso sacarosa y sobre todo las
hexosas fructosa y glucosa. Existen otros compuestos metabdlicos a los que
también se les ha asignado el papel de osmolitos, tales como polioles
lineales (manitol), ciclicos (inositol), aminoacidos (prolina) y derivados
(glicinbetaina) y otros compuestos (trehalosa). Pero ademds conviene
resaltar que los solutos organicos protegen a la célula contra el efecto
toxico de ciertos iones y las condiciones de desecacién, ademas de
intervenir en la eliminacién de ROS que se producen y acumulan bajo
condiciones de estrés salino e hidrico (estrés oxidativo secundario). Por
tanto, no esta claro que la tolerancia inducida por la acumulacién de
osmolitos se deba, como en principio cabria esperar, solamente a un mejor
ajuste osmotico, sino quizds a una accion de tipo osmoprotector. Los
recientes avances en genética molecular y transformacion genética abren
nuevas vias en el conocimiento de las implicaciones metabdlicas que
conlleva la acumulacion de osmolitos en plantas (Sickler et al., 2007).
Respecto al coste energético que implica la utilizacién de uno u otro
tipo de solutos para realizar dicho ajuste osmético, la acumulacién de iones
salinos requiere un coste energético relativamente pequefio en comparacion
con lo que se necesita para sintetizar solutos organicos (Yeo, 1983; Raven,
1985). Segun Munns (2002), el numero de moles de ATP necesarios para
usar un mol de NaCl como osmolito es aproximadamente cuatro en las
células de la raiz y siete en las de las hojas, mientras que el nimero de
moles requerido para sintetizar un compuesto organico es

significativamente mayor. Ravens (1985) establecia 3,5 moles de ATP para
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Na*, 34 para manitol, 41 para prolina, 50 para glicinbetaina y alrededor de
52 para sacarosa. Por tanto, desde el punto de vista de desarrollo de la
planta, es mucho mas rentable utilizar solutos inorganicos que organicos
para mantener el balance osmotico en una situacién de estrés osmotico.

En este contexto y por lo que respecta a tomate, la componente
osmotica adquiere una importancia relevante. Por ejemplo, la tolerancia a la
salinidad de tomate no siempre se ha correlacionado con una menor
concentracion de Na* en hoja. En este sentido, se ha descrito la existencia
de una relacion positiva entre produccion de fruto y mayor concentracion de
iones salinos en hojas de plantas de tomate cultivadas en condiciones de
salinidad moderada (Estafi et al., 2005; Mufioz-Mayor et al., 2008) también
obtuvieron evidencias de la importancia de la componente osmdtica en la
tolerancia a la salinidad de tomate tras evaluar lineas transgénicas de
tomate portadoras de HALI1, un gen implicado en la regulaciéon del Na®.
Concretamente los autores observaron que la produccion de fruto de una
linea homocigotica que exhibia un elevado nivel de expresidn de HAL1 era
menor que la que se obtenia en la linea acigoética, todo ello a pesar de que
la linea homocigética restringia la entrada y transporte de Na® a la parte
aérea a lo largo del tiempo (Mufoz-Mayor et al., 2008). Una exhaustiva
caracterizacién fisioldgica revelé que la mayor capacidad de exclusién de
Na* de la linea homocigdtica obligaba a la planta homocigoética a llevar a
cabo un incremento de la sintesis de solutos organicos para mantener el
balance osmético, lo que conllevaba una penalizacién del crecimiento que
revertia negativamente en una menor produccion de fruto. Estos resultados
evidencian la importancia de la componente osmética en la tolerancia al

estrés salino de tomate.
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En condiciones de sequia, se reduce el movimiento de agua hacia el
medio intracelular y, por consiguiente, su potencial osmético disminuye
debido a un simple efecto de concentracidon de solutos. Sin embargo, si
durante el curso de la pérdida de agua celular los solutos son activamente
acumulados, la reduccién de potencial osmoético sera mayor que la debida al
mero efecto de concentracion (Blum, 1988). El ajuste osmético ante una
situacién de restriccién hidrica se produce de la misma manera que en el
estrés salino, mediante la acumulacién activa de solutos.

Los solutos que contribuyen al ajuste osmotico en plantas sometidas
a estrés hidrico son mayoritariamente los acidos organicos y los azucares,
principalmente fructosa y glucosa. En el caso de los acidos organicos el
malato es un acido organico que se ha relacionado con la osmorregulacion y
con el cierre estomatico (Florido Bacallao y Bao Fundora, 2014). El oxalato,
otro acido organico, es el principal osmolito organico de diversas especies
del genero Atriplex y de la familia Chenopodiaceae (Osmond, 1976).
También se ha comprobado que otras sustancias pueden realizar esta
funcidn, como ocurre para la salinidad: polioles lineales (glicerol, manitol o
sorbitol), polioles ciclicos (inositol o pinitol y otros derivados mono- y
dimetilados del inositol), aminoacidos (glutamato y prolina), compuestos de
amonio cuaternario (glicinbetaina o alaninbetaina) y otros compuestos

(trehalosa, rafinosa, fructanos,...).
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1.5.3. Respuesta fisiolégica al estrés idonico y nutricional inducido
por la salinidad

En suelos altamente salinos, sobre todo en aquellos con elevados
contenidos en NaCl, se produce una perturbaciéon del contenido i6nico de la
planta, no sblo en lo que respecta al Na* y CI" sino también en las
concentraciones de K' y Ca?' (Hasegawa et al., 2000). Por tanto, la
supervivencia de la planta y su capacidad de desarrollo dependeran de su
capacidad para restablecer la homeostasis idnica después de la imposicidon
del estrés, lo que implica adaptar el metabolismo con el fin de mantener las
condiciones homeostaticas que le permitan reanudar el crecimiento y
completar el ciclo vegetativo en el nuevo medio (Munns y Tester, 2008;
Pardo, 2010). La tolerancia a la sal de las especies cultivadas se ha
correlacionado con mecanismos eficientes de exclusiéon de Na* y CI" que
permitan mantener una adecuada concentracion de K™ en hoja. En muchos
de los estudios sobre salinidad no se ha podido determinar si los efectos
toxicos observados se deben al Na*, CI" o a la contribucion de ambos. En
tomate, no obstante, si que se ha encontrado una relacién entre produccién
de fruto y concentracion de Na* y CI" en hoja, lo cual sugiere que el efecto
toxico podria ser debido, al menos a largo plazo, a la contribucién de ambos
iones (Estan et al., 2005). Con todo, y a pesar de los numerosos articulos
publicados, los mecanismos que gobiernan la tolerancia a la salinidad en
tomate no estan bien caracterizados. Hasta la fecha, se han identificado
muy pocos genes de tomate que desempefien un papel clave en el
transporte de iones salinos (Foolad, 2007; Cuartero, 2009). En este sentido,
nada se sabe sobre transportadores de CI" y tan sélo algunos trabajos

informan de avances importantes en los procesos relacionados con el
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transporte de Na* y K* (Nieves-Cordones et al., 2008; Olias et al., 2009;
Huertas et al., 2012).

Segun Plett et al. (2010) la tolerancia a la salinidad en plantas deriva
de la contribucidon de tres componentes: la tolerancia al estrés osmatico que
impone la salinidad, la exclusion de Na* de la parte aérea y la tolerancia
tisular del Na* acumulado a través de la compartimentacion vacuolar o la
tolerancia citoplasmatica. Es probable, por tanto, que los tres componentes
operen de forma simultanea e interactien en mayor o menor grado para
proporcionar mayor tolerancia a salinidad. Los mecanismos de tolerancia
osmotica, a los que no se les ha prestado la misma atenciéon que a los
relacionados con la exclusion de Na*, podrian ser cruciales en aras de
proporcionar tolerancia a salinidad en tomate, influyendo en los otros dos
mecanismos para contrarrestar el efecto de toxicidad idnica. En este
contexto, se ha observado que cuando se emplean concentraciones
moderadas de sal en el medio de irrigacidon, a la hora de conseguir
tolerancia es mas efectivo el transporte de Na® a la parte aérea y su
acumulacidon en hoja que activar el mecanismo de exclusion idnica. De esa
forma se evita la penalizacidon energética que conlleva la sintesis de solutos
compatibles utilizando para el ajuste osmotico el propio Na* (Estafi et al.,
2005; Cuartero et al., 2006)

Sin embargo conviene tener en cuenta que la anterior estrategia sdlo
es valida hasta un cierto nivel de salinidad pero no cuando los limites de la
tolerancia citoplasmatica al Na* se ven excedidos. En este contexto, se ha
encontrado una correlacion entre la exclusién de sales y la tolerancia a la
sal en muchas especies (Tester y Davenport, 2003), incluido el tomate

(Cuartero, 2009). Algunos de los mecanismos de exclusion podrian ser la
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exportacion de Na* desde las hojas al floema o la localizacién en algunas
zonas concretas de la parte aérea como son las hojas adultas, que
ayudarian a mantener bajas concentraciones de Na* en las hojas jovenes.
Asi pues, las plantas de tomate disponen de mecanismos para prevenir que
el Na* alcance los tejidos fotosintéticamente activos, reteniéndolo en las
hojas basales o en el tallo, o bien redistribuyéndolo desde las hojas jovenes
a las hojas mas adultas (Cuartero et al., 2006). En relacién con este
aspecto, se ha publicado que el gen S/SOS1 esta relacionado con la
distribucion de Na* antes mencionada en tomate (Olias et al.,2009). Con
todo, y particularmente por lo que respecta a tomate, son necesarios mas
estudios que permitan avanzar en el conocimiento de los procesos de
transporte de iones en condiciones de estrés salino.

1.5.4. Respuesta fisiologica al estrés oxidativo inducido por la
salinidad

Otro de los efectos ya mencionados de la salinidad es la generacién de ROS.
El cierre estomatico, que tiene lugar como una de las respuestas primarias
a la salinidad del medio para evitar pérdidas de agua por transpiracion y
que tiene lugar debido al efecto osmético, aumenta la relacion CO,/0, en
las hojas e inhibe la fijacién de CO,, y tiene como consecuencia la
disminucidn de la concentracién de NADP, aceptor final de electrones en la
fotosintesis, produciéndose un exceso de energia de excitacion en los
fotosistemas. Si no se disipa esta energia al final se acumula en la cadena
de transporte de electrones y se transfieren al oxigeno, generandose los
ROS. Segun Murata et al. (2007) la inhibicion del fotosistema II en

condiciones de estrés medioambiental se produce como consecuencia de la
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inhibiciéon de los mecanismos relacionados con la reparacién del dafio celular
provocado por el estrés oxidativo secundario.

Para protegerse de los posibles efectos citotéxicos de los ROS, las
plantas despliegan diferentes mecanismos para su eliminacién, como
estimular la actividad y/o la expresion génica de los sistemas antioxidantes
(Hernadndez et al., 2000; Mittova et al., 2002). Los sistemas que previenen
contra la oxidacion en las plantas consisten en enzimas que pueden eliminar
estos ROS, tales como superdxido dismutasas (SODs), peroxidasas,
catalasas y glutation reductasa. Las SODs son componentes esenciales de
los sistemas de proteccidon oxidativa de la mayor parte de las plantas y
catalizan la dismutacion de dos radicales superéxido en oxigeno y peréxido
de hidrégeno. Cuando los SODs eliminan los radicales superéxido, el
peroxido que se genera es eliminado por las peroxidasas y catalasas (Hong
y Kao, 2008). Los sistemas de defensa antioxidante incluyen ademas otros
compuestos no enzimaticos como carotenoides, ascorbato, glutation y
tocoferoles.

Algunos autores han sugerido que la funcidon de determinados solutos
compatibles como azucares, polioles, glicinbetaina y posiblemente prolina
podria ser la proteccidn celular contra radicales hidroxilo (Molinari et al.,
2007). Los resultados mas elocuentes en cuanto a esta posible funcion
fisioldgica de los osmolitos se han obtenido con polioles lineales tales como
el manitol, polioles metilados, el aminoacido ectoina y la glicinbetaina
(Sickler et al., 2007). En todo caso y basandose en estudios comparativos
entre especies silvestres relacionada y la cultivada, se ha correlacionado la
capacidad antioxidante con la mayor tolerancia a la salinidad en tomate

(Shalata et al., 2001; Mittova et al., 2002; Zushi y Matsuzoe, 2009).
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Pero aparte hay que destacar que también los ROS desempefian un
papel clave como moléculas de transducciéon de sefal implicadas en las
respuestas de adaptacidon de las plantas a estreses de tipo abidtico
(Boursiac et al. 2008; Miller et al., 2010). En este sentido, se ha postulado
que el H,0, podria modular la actividad de muchos componentes que
contribuyen a la sefializaciéon celular, incluyendo los canales de Ca®** y K*
(Weinl y Kudla, 2009).

1.5.5. Genes implicados en la absorcion y transporte de Na® a la
parte aérea de la planta

La absorcion y transporte de Na™ en la planta se realiza mediante multiples
transportadores independientes (Tester y Davenport, 2003). Para que esto
ocurra las plantas tienen que ser capaces de percibir las diferentes
concentraciones de Na* pero se desconoce el receptor Ultimo que cumple
con esta misién y donde se localiza, si en el apoplasto, citoplasma o en la
vacuola. El Na* en concentraciones bajas es inofensivo y su absorcion a
través de mecanismos de alta afinidad puede ser un proceso puramente
pasivo. Al parecer un numero relativamente pequefio de genes codifican las
proteinas que controlan la entrada, la salida e incluso la translocacién de
Na® desde la raiz hasta la parte aérea y viceversa (Maathuis, 2014) (Figura

2).
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Figura 2. Proteinas de transporte implicadas en la absorcidn, flujo y distribucion de
Na* a lo largo de la planta y su compartimentacidon a nivel celular. AKT1, canal de
entrada de K*; CHX, intercambiadorde cation:H; HKT, transportador de K* de alta
afinidad; NHX, intercambiador vacuolar de Na*:H*; NSCC, canal no selectivo de
cationes; ORC; canal de salida de K*; SOS1, antiporte de membrana plasmatica de
Na*:H*. (Adaptado de Maathuis, 2014).

Una familia de genes implicados en estos mecanismos de transporte
de iones en la planta son aquellos que codifican para los transportadores de
K* de la familia HKT (High affinity K* transporter), pero que también
transportan Na* y juegan un papel importante en la homeostasis de Na*™ y
K* (Rus et al., 2004). Estudios realizados en condiciones de cultivo
normales demostraron que la absorcion de Na* por estos transportadores
HKT se lleva a cabo por dos mecanismos, en base a los cuales se clasifican
en dos subgrupos, dependiendo de si muestran preferencia por el uniporte
de Na* (clase 1) o por el simporte de Na*/K* (Clase 2) (Ali et al. 2012);

(Horie et al., 2009; Yao et al., 2010).
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En condiciones ambientales donde se dan elevadas concentraciones
de Na* intervienen estos transportadores de tipo HKT (Garciadeblas et al.,
2003), canales no selectivos de cationes (NSCC, non-selective cation
channels) y, posiblemente, canales idnicos selectivos de K* tales como AKT1
(Arabidopsis K* transporter 1) (Zhang et al., 2010). Esto provoca que
cantidades considerables de Na* se acumulen en las células, provocando en
las plantas respuestas de modulacién del flujo de Na* o alteracién de la
expresion de genes especificos de la salinidad. En ambos casos, esto
requiere de sistemas de sefializacion y sensibilidad al Na*.

Estudios mdas recientes muestran que factores de transcripcién
dependientes de ROS, tales como ERF1 (ethylene response factor 1) de
arroz, cuando se activan, se unen a multiples promotores incluidos aquellos
de genes que codifican para protein-quinasas activadas por mitdégenos
(MAPKs, mitogen-activated protein-kinases), que forman parte de la
transduccién de la sefial debido a un cambio en el entorno, como es el
estrés salino. El aumento de expresién de ERF1 indujo una mayor tolerancia
a la salinidad en arroz (Schmidt et al., 2013). Los ROS también puede tener
un impacto directo en los flujos de iones como se ha observado en las raices
de Arabidopsis donde se activan canales que transportan el K™ al exterior
(Demidchik et al., 2010).

El mecanismo mejor caracterizado de respuesta a la salinidad en las
plantas es la ruta SOS (de Salt overly sensitive), identificada vy
caracterizada gracias al analisis de los mutantes sos de Arabidopsis con
hipersensibilidad a la componente idnica del estrés salino (Zhu, 2002 y
2003). Esta ruta esta constituida por un conjunto de proteinas entre las que

se encuentra SOS1, un antiporter Na*/H* localizada en la membrana
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plasmatica (Shi et al., 2000); SOS2 del tipo CIPK que es una protein-
quinasa de interaccion con proteinas CBL (CIPK24, CBL-interacting protein
kinase) (Halfter et al., 2000), y SOS3 que es una proteina tipo CBL que
actla como sensor de Ca’' en el citoplasma (CBL4, Calcineurin B-like
protein) (Ishitani et al., 2000). SOS2 probablemente participa en la ruta de
sefializacion por ROS, pues puede interactuar con la nucleédsido trifosfato
quinasa 2 (NDPK2), que se induce en respuesta al estrés oxidativo y se ha
demostrado su importancia en la activacién de MAPKs inducidas por H,O,
(Verslues et al., 2007). SOS1 se expresa en muchos tejidos pero
particularmente en la epidermis de la raiz y alrededor del tejido vascular, y
sus niveles de transcripcién son elevados después de varias horas o dias de
aplicacion del estrés salino. La actividad de SOS1 depende directamente de
la fosforilacion por la quinasa CIPK24 (S0S2). CIPK24 se activa cuando se
asocia con el sensor de calcio CBL4 (S0S3), y asi este complejo protein-
quinasa induce la actividad del antiporter Na*/H®™ SOS1 que limita la
acumulacion de Na* en el citoplasma (Qiu et al., 2002; Quintero et al.,
2002). Pero ademas CIPK24 también puede afectar a la actividad de otros
transportadores tales como HKT1 (Laurie et al., 2002). Finalmente a través
de la interaccion con otra proteina tipo CBL, CBL10, SOS2 puede modificar
la actividad del antiporter vacuolar Na®/H®™ NHX1 responsable de la
compartimentalizacion de Na* en la vacuola, otra estrategia diferente a la
de exclusion de Na* que aplica la planta para disminuir el nivel del catidon en
el citoplasma (Weinl y Kudla, 2009).

Lo anterior se refiere a los mecanismos de gestién del Na* a nivel
celular. En cuanto al transporte de dicho ion a larga distancia éste depende

de los mecanismos de carga en el xilema. Si bien tales mecanismos aun no
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se han determinado con exactitud, estos pueden comprender tanto la carga
pasiva (mediada por canales idnicos permeables al Na* ubicados en la zona
de unidn entre el xilema y el parénquima) como la carga activa mediada por
intercambiadores Na*/H* SOS1, que no sdlo se localiza en la epidermis de
la raiz sino también en el parénquima del xilema, estando implicado en la
carga de Na* en la savia del xilema durante un estrés salino moderado (Shi
et al., 2002) (Figura 3).

También el antiporter de cationes CHX21 (Cation hydrogen
exchanger) también esta implicado en el mecanismo para movilizar Na* en
el xilema. AtCHX21 se expresa principalmente en la endodermis de la raiz y
la pérdida de la funcién de este gen produce una reduccidn de los niveles de
Na® en la savia del xilema que sin embargo no afecta a las concentraciones
presentes en el floema (Hall et al., 2006). Segun (Evans et al., 2012)) su

homodlogo CHX23 también esta involucrado en la homeostasis del K*.
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Figura 3. Mecanismos de absorcidon, compartimentacion y transporte y carga al
xilema de Na* por parte de la raiz. SOS1, antiporte de membrana plasmatica de
Na*:H*; NSCC, canal no selectivo de cationes. Adaptado de (Roy et al., 2014).
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Datos muy convincentes apuntan a un importante papel de los
transportadores idnicos de tipo HKT en el control de los mecanismos de
translocacion de Na*, a través de su recuperacion del xilema (Lessani y
Marschner, 1978). En Arabidopsis, la pérdida de funcidon por mutaciones en el
gen AtHKT1 condujeron a la acumulacidon excesiva de Na* en los apices de
las plantas lo que provoco la hipersensibilidad hacia el Na* (Berthomieu et
al., 2003; Mgller et al., 2009). En el arroz OsHKT1:5 es un transportador de
Na* de membrana plasmatica localizado en las células del parénquima del
xilema que recupera Na* de la savia del xilema (Ren et al., 2005). En trigo
los HKTs NAX1 y NAX2 desempefian funciones similares (Lindsay et al.,
2004).

Las sefiales de Ca*, la regulacién transcripcional e incluso las
relaciones Na*/K* pueden estar involucradas en la regulacién del Na* que se
transporta desde la raiz a la parte aérea y/o en la regulacion de las
proporciones de Na* y K™ presentes en los flujos de la transpiracion. Como
ya hemos mencionado el Na* puede acumularse facilmente llegando a
niveles téxicos en el citosol de la célula en una situacién de estrés salino.
Las plantas han desarrollado diferentes mecanismos para evitar esto y uno
de los mencionados es la compartimentacion del Na* en la vacuola, que
probablemente se produce en todos los tejidos y es la principal estrategia
para disminuir la toxicidad del Na* al tiempo que permite conservar su
contribucion como osmolito "barato" para reducir el potencial hidrico
(Hasegawa, 2013, Maathuis, 2014). La familia de transportadores NHX, se
identificd desde el principio como proteinas antiporter intercambiadoras de
H* por Na* en el tonoplasto de la vacuola es un elemento clave en esta

estrategia (Apse et al., 1999; Brini et al., 2007; Chen et al., 2007) (Figura
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2). La sobreexpresion de AtNHX1 mejord significativamente la tolerancia a
la salinidad en Arabidopsis (Apse et al., 1999) y cuando se evalud la
expresiéon heterdloga de dicho gen en otras especies como trigo (Xue et al.,
2004), arroz (Fukuda et al., 2004) y tomate (Zhang y Blumwald, 2001) se
observé el papel fundamental que juega la proteina NHX1 en la tolerancia a
la salinidad.

En condiciones de crecimiento normal, con bajo contenido de Na*, los
transportadores NHX intercambian principalmente K* por H* en lugar de
Na* por H* (Barragan et al., 2012, Zhang y Blumwald, 2001). Esta doble
selectividad significa que la funcion exacta del HNX durante el estrés salino
es a veces dificil de discernir debido a la dependencia de estas proteinas
tienen de los niveles de Na* y K™ en el citoplasma y de la actividad de los
estomas (Barragan et al., 2012), que puede afectar indirectamente la
translocacion de Na™ y K*. Un ejemplo de esto lo constituye la tolerancia a
la salinidad observada en el trigo como consecuencia de un aumento en la
expresion NHX1. En este caso, la tolerancia se debid a un incremento en los
niveles de K* en la parte aérea causado, indirectamente, por el aumento de
la acumulacién de Na™ en las vacuolas de raiz (Xue et al., 2004).

Para prevenir la salida de Na* desde la vacuola al citoplasma, la
permeabilidad del tonoplasto al Na* parece ser menor en condiciones
salinas. Asi, la actividad de los canales vacuolares SV (lentos) y FV
(rdpidos), que son permeables al Na* se encuentran reprimidos en plantas
que crecen en condiciones de salinidad (Bonales-Alatorre et al., 2013);

(Maathuis y Prins, 1990).
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1.6. Importancia del control de la pérdida de agua en la tolerancia a
salinidad y sequia. Papel de los estomas en la adaptaciéon de las
plantas a estreses que causan alteraciones en el estatus hidrico

Para que las plantas se desarrollen de forma eficiente deben mantener un
equilibrio en el intercambio gaseoso entre el interior y el exterior de la hoja
con el objetivo de maximizar la captacién de CO, para su fijacion durante la

fotosintesis y minimizar la pérdida de agua por transpiracion.

Los estomas son estructuras vegetales sitas en la epidermis foliar
rodeadas de cuticula y compuestas por dos células guardas cuyos cambios
de volumen permiten una mayor o menor apertura de un poro, el poro
estomatico. Estas estructuras que actian como "guardianes" responsables
del intercambio gaseoso entre la planta y el entorno atmosférico que la
rodea deben adaptarse de la manera mas precisa y fina posible a los
estimulos medioambientales con el fin de regular la absorcién de CO, y la
pérdida de H,0 en diferentes situaciones (Figura 4)(Casson and Gray
2008). Representan la primera linea de defensa de la planta frente al estrés
hidrico y salino y son varios los factores juegan un papel importante en la
regulacion del movimiento estomatico de apertura y cierre, destacando la
luz, la concentracion de CO,, los niveles de hormonas vegetales,
especialmente el acido abscisico (ABA), y la disponibilidad de agua (Oh et
al., 2011). Para que la via de asimilacién del CO, atmosférico se inicie, la
planta debe vencer una serie de resistencias a la difusién de este gas, que
comienzan en la capa de aire que rodea inmediatamente a la hoja. Los
poros estomaticos proporcionan una mayor resistencia al flujo de CO, desde
la atmdsfera a la cavidad sub-estomatica localizada dentro de la hoja. El
CO, encuentra aqui una resistencia adicional al tener que atravesar la capa
lipidica de las membranas plasmaticas de las células del mesoéfilo y dentro
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de esas células de las de los cloroplastos. El agua que sale de la hoja sigue
el mismo camino pero en sentido inverso, pero sin la componente de

resistencia del mesdfilo (Figura 4).

Epidermis

Mesofilo

Vasculatura

Figura 4. a). Estructura esquematica de un estoma y su movimiento de cierre en
situacion de estrés (Adaptado de Thomine y Barbier-Brygoo, 2010. B). Esquema de
la estructura de la hoja (Adaptado de Marti y Webb, 2014).

La idea de que el movimiento estomatico se puede regular mediante
cambios en la expresion de diversos genes esta siendo corroborada por
diferentes trabajos de investigacion que indican que los factores de
transcripcion (TFs) pueden modular la apertura y cierre estomaticos cuando
las plantas se someten a diferentes condiciones ambientales (Cominelli et
al., 2010). El intercambio gaseoso esta controlado por las células guarda
especializadas que rodean el poro estomatico y que en algunas especies
vegetales estan rodeadas por células subsidiarias. EI ndmero y la
distribucién de los estomas y el crecimiento y la division de las células
guarda también afecta al intercambio gaseoso, estando estrechamente

relacionado con las diferentes capacidades de respuesta de las especies
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vegetales a condiciones ambientales cambiantes. La regulacién de la
apertura estomatica se realiza mediante el transporte de iones y agua a
través de las membranas plasmatica y vacuolar produciendo cambios en el
turgor y en el volumen de las células guarda y dichos cambios provocan el

mayor o menor grado de apertura del poro estomatico (Raven, 2014).

Los estomas, mediante sus movimientos, controlan el flujo de CO,
necesario para la fotosintesis que penetra finalmente en los espacios
intercelulares de las diferentes partes de la hoja. Pero también juega un
papel clave en la regulacidn de la cantidad de H,O que la planta pierde
mediante transpiraciéon por las hojas. Esta pérdida, en virtud de las
diferencias de concentracion, es de un orden de magnitud mayor que la
absorciéon de CO,, y se considera como una consecuencia inevitable de su
libre difusién a través de los estomas. Aunque el area total de los poros
estomaticos sélo representa una pequena parte de la superficie de la hoja,
aproximadamente un 3%, la casi totalidad del CO, absorbido y del H,O
perdida (un 98%) pasa a través de estos poros. Cuando estan totalmente
abiertos, a través de ellos se puede evaporar una cantidad equivalente a
una vez y media la misma superficie humeda (Willmer, 1996).

El comportamiento de los estomas por tanto afectan intensamente a
los flujos globales de CO, y H-0, estimdndose que 300 x 10'°> g de CO, y 35
x 10'® g de vapor de agua pasan a través de los estomas de las hojas cada
ano (Hetherington yBrownlee, 2004). Alteraciones en el comportamiento de
los estomas en respuesta a las condiciones ambientales tanto de las hojas
como de las raices, incluyendo estimulos bidticos y abidticos, tienen un
impacto inmediato en los flujos de agua en la planta. Por ejemplo, se

estima que el cierre parcial de los estomas en el conjunto de la vegetacidn
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de los bosques del hemisferio norte, impulsado por el aumento de la
concentracion de CO, en la atmdsfera en las dos Ultimas décadas, ha dado
lugar a un aumento de la absorcion de CO, y una reducciéon de la
evapotranspiracién afectando directamente a la disponibilidad de agua dulce

(Keenan et al., 2013).

Tanto la sequia como la salinidad provocan la activacion de la
biosintesis de ABA, hormona vegetal que tiene un papel principal en la
regulacion del cierre estomatico y por tanto en la reduccidn de la pérdida de
agua mediante la transpiracién en las plantas (Luan, 2002; Chater et al.,
2014). Otras hormonas como auxinas, citoquininas y jasmonatos también

influyen en la funcién estomatica (Kim et al., 2010; Pillitteri y Torii, 2012).

La relacién entre el agua utilizada por el metabolismo y la pérdida por
la transpiracion se conoce como eficiencia del uso del agua (WUE, del inglés
Water Use Efficiency). La WUE intrinseca o fotosintética se define como el
ratio entre la tasa de asimilacién de carbono y la tasa de pérdida de agua
por transpiracion, mientras que la WUE integrada o referida a la
productividad es el ratio entre la produccién de biomasa y la tasa de
transpiracion (Bacon, 2009). La planta puede desplegar varias estrategias
para optimizar WUE minimizando la pérdida de agua que se centran en los
estomas. Una de ellos consiste en la posibilidad de aumentar o disminuir la
conductancia gaseosa del conjunto de estomas por unidad de area de la
hoja (determinado por la conductancia estomatica, gs) a través de la
modificacién de la densidad de los estomas en la epidermis foliar (Bissis et
al., 2006). Otra consiste en alterar la respuesta o la sensibilidad de los

estomas a las sefiales ambientales a través de la manipulacién de las
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caracteristicas de las células guarda como es el caso de los mutantes Open
stoma (Ost) (Merlot et al., 2002). Se ha observado un aumento en los
valores de WUE en plantas con menor g5, pero estos beneficios se consiguen
generalmente a costa de una reducciéon en la asimilacidn de carbono que
induce una reduccién de la tasa fotosintética que a la larga se traduce en un
crecimiento mas lento y un desarrollo menor, que en términos agrondémicos
se traduce en una disminucién de la productividad en plantas cultivadas.
Las plantas con mayor gs tienen mayores tasas de asimilacién de CO, y
crecen mas rapidamente en condiciones O6ptimas, pero por lo general
exhiben menores valores de WUE y son mas sensibles a estreses que
provoguen una disminucion del potencial hidrico como la sequia, la salinidad
y las bajas temperaturas. Este conjunto de resultados sefalan la necesidad
de explorar los caracteres fisicos y funcionales de los estomas, su
sefializacion, y los mecanismos de transporte de los solutos que determinan
los cambios de volumen de las células guarda y la apertura de los poros
para la posible manipulacién de las respuestas de los estomas ante las
sefiales ambientales en beneficio del rendimiento agricola (Lawson y Blatt,
2014; Franks et al., 2015).

Tanaka et al. (2013) utilizé6 la sobreexpresiéon de STOMAGEN, un
regulador positivo de la densidad estomatica, para generar plantas de
Arabidopsis con una densidad de estomas 2 a 3 veces superior a las plantas
no transformadas (WT). La asimilacion de carbono fotosintético en estas
plantas se incrementd un 30% debido a la mayor absorcion de CO, en la
hoja pero no a cambios en la capacidad fotosintética de carboxilacién. Sin
embargo, paralelamente a este aumento de la asimilacién de carbono tenia

lugar un incremento de la transpiracion, que llegd a ser el doble de la tasa
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observada en las plantas WT, con lo que del efecto de la transformacion

resulto al final una disminucion del 50% en WUE (Tanaka et al., 2013).

Las hojas de la especie silvestre relacionada con tomate que presenta
mayor grado de tolerancia al déficit hidrico, Solanum pennellii, poseen una
serie de caracteristicas morfolégicas que contribuyen a su mejor adaptacién
a la sequia, incluyendo una reduccién de la relacién superficie : volumen y
asimismo cambios en la densidad estomatica. Asi, al contrario que el
tomate domesticado, S. pennellii presenta un humero de estomas similar en
la zona abaxial y adaxial de las hojas, e igual ocurre con el indice
estomatico (la relacidn entre el nUmero de estomas y células epidérmicas)
(Koenig et al., 2013).

Relacionado con este ultimo parametro SCREAM1 es otro regulador
positivo del desarrollo que parece estar involucrado en el anterior indice
(Kebede et al., 1994; Kanaoka et al., 2008), En tomate cultivado, S.
lycopersicum, se observa una expresion de SCREAM1 casi dos veces menor
que en S. pennellii. Este resultado molecular debe contribuir al mayor indice
de estomas adaxiales observado en la especie silvestre comparada con la
domesticada. Como caracteristica tipica de una planta adaptada al ambiente
desértico, S. pennellii presenta hojas gruesas y suculentas (con un espesor
un 50% mayor que el de S. lycopersicum), por lo que se piensa que el
aumento relativo de los estomas en el lado adaxial de la hoja puede ser
necesario para mejorar la eficiencia de la difusién del CO, en estas hojas
tan gruesas (Mott et al., 1982; Nakazato et al., 2010).

Lawson y Blatt (2014) observaron que las variaciones de la intensidad
luminosa afectan directamente a la velocidad de respuestas de los estomas

y por tanto a la ganancia de carbono y la pérdida de agua por parte de la
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planta. Este fendbmeno demuestra que WUE mejora significativamente si los
estomas responden rapidamente y en sincronia con las demandas de CO, de

las células del meséfilo (Lawson y Blatt, 2014).

La sobreexpresion de la enzima NADP-malico de maiz en tabaco
provocd una disminucién de gs pero también un incremento de la biomasa
de las plantas transformadas, lo que sugiere que la manipulacion de
procesos metabdlicos tanto en estomas como en células del mesdfilo
pueden contribuir a mejorar la WUE de la planta (Laporte et al., 2002).
Otras modificaciones genéticas, aparentemente mas indirectas, pueden
tener consecuencias inesperadas en el movimiento estomatico y por tanto
en WUE. Este es el caso del silenciamiento por ARN antisentido de la
subunidad Fe-S de succinato deshidrogenasa SUC2 en tomate, en el que
Araujo et al. (2011) observaron una elevada gs y un aumento del 25% en
la tasa de asimilacion de carbono. Tambien relacionado con el metabolismo
de los azucares Antunes et al. (2012) observaron que la actividad invertasa

en las células guarda era critica para la funcionalidad estomatica.

La acumulacién de ceras epicuticulares para formar una cuticula
gruesa es un mecanismo conocido para limitar la pérdida de agua por
transpiracion y aumentar asi la tolerancia al estrés hidrico (Aharoni et al.,
2004; Zhang et al., 2005; Zhang et al., 2007; Kosma et al., 2009). Estas
ceras pueden llegar a representar hasta el 20% del peso seco en el caso de
las hojas de S. pennellii, mientras que representan solo el 0,9% de dicho
peso en las hojas de S. lycopersicum (Fobes et al., 1985). Tan marcado
aumento en la acumulacion de ceras epicuticulares se relaciona con

diferencias significativas halladas en la expresion de genes ortdlogos
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asociados con la deposicion de las ceras entre S. lycopersicum y S. pennellii
(Koenig et al., 2013). Por ejemplo, la expresién de dos genes que codifican
para enzimas que intervienen en la produccion de precursores de
componentes de cera salifaticas, ECERIFERUM6 (CER6) y ECERIFERUM10
(CER10) (Millar et al., 1999; Fiebig et al., 2000) es significativamente
superior en S. pennellii en comparacién con S. lycopersicum (Koenig et al.,
2013). Los genes homologos en S. pennelli de los de Arabidopsis
FIDDLEHEAD, gen que codifica para una enzima implicada en la sintesis de
lipidos cuticulares (Yephremov et al., 1999), y CER1, CER2, y CERS,
implicados en la conversion de acidos grasos de cadena muy larga a alcanos
(Xia et al., 1996; LU et al., 2009) se encuentran también expresados en
mayor grado en S. pennellii (Koenig et al., 2013). Ademas, S. pennellii, en
respuesta a un estrés hidrico, también presenta una mayor expresién del
gen CER5-like, que parece estar involucrado en la secreciéon de cera (Pighin
et al., 2004) y LPT1 y LPT2, que codifican proteinas de transferencia de
lipidos no especificos (LTP) (Thoma et al., 1994, Trevifio y Connell, 1998).
En conjunto, estos resultados demuestran una regulacién coordinada de
genes implicados en la acumulacion de cera en la epidermis foliar en la
especie silvestre de tomate tolerante a la sequia, S. pennellii.

1.7. Genes reguladores implicados en la respuesta de la planta al
estrés abiodtico: Papel de los factores de transcripcion

Las plantas estan siendo constantemente expuestas a diferentes estreses
abidticos, como sequia, salinidad, temperaturas extremas, deficiencia de
nutrientes y cambio de las condiciones de luz. Estos factores pueden
afectar negativamente al crecimiento y desarrollo vegetal y por tanto la

productividad en especies de interés agricola. Para responder a estos
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cambios climaticos y edéficos las plantas han desarrollado diferentes

mecanismos de respuesta.

La regulacion de la expresién genética a nivel de la transcripcién es
un mecanismo de control ampliamente utilizado en procesos bioldgicos
como el desarrollo, la diferenciacidén celular y el metabolismo. Durante el
proceso de la transcripcidn se requiere la participacion de factores que
modulan la expresion génica, los cuales se denominan factores de
transcripcion (TFs). Los TFs son proteinas que reconocen secuencias
especificas en el ADN en las regiones genéticas reguladoras, denominadas
secuencias cis (los TFs se conocen como elementos trans), y se unen a
éstas para ejercer dicha accién moduladora. Una vez se ha producido dicha
union del TF en el promotor, en la que también puede contribuir otros TFs
asi como las RNA polimerasas, estds ejercen su efecto en la modulacién de
la expresion de las regiones genéticas codificantes, regulando la frecuencia
del inicio de transcripcion. Los TFs pueden actuar como activadores,
represores o incluso con ambos efectos si tienen una estructura modular

(Rabara et al., 2014).

Los TFs son los iniciadores a nivel molecular de la cascada de
procesos que constituye la respuesta de la planta al unirse a elementos
cis de promotores de genes especificos que codifican proteinas con
funciones implicadas en la reordenacion y plegamiento de proteinas, la
respuesta de la deshidratacién y la modificacién de la pared celular (Kilian
et al., 2012). La identificacidon de TFs implicados en la regulacién de la
expresion de genes implicados en las respuestas a estrés contribuye

enormemente al avance del conocimiento de los complejos mecanismos de
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control mediante los cuales las plantas responden a estreses abidticos
(Dubos et al., 2010). La modificacién mediante ingenieria genética de
estos TFs pueden constituir una estrategia per se suficiente para
contribuir significativamente a la mejora de la tolerancia al estrés de las

plantas (Golldack et al., 2011).

Estudios recientes centrados en el genoma vegetal indican que
aproximadamente el 7% de éste se corresponde con secuencias que
codifican TFs (Udvardi et al., 2007), muchos de los cuales son genes de
respuesta a estrés abiodtico. Hasta el momento, la investigacién sobre los
TFs que regulan las respuestas a estrés abidtico en plantas se ha centrado
principalmente en abordar un Unico TFs vy analizar su funcidn
aisladamente de otros TFs y otros elementos que participan en dichas
respuestas. Sin embargo, cada vez es mas evidente que los TFs funcionan
como centros coordinadores, donde intervienen multitud de proteinas
asociadas en redes dinamicas y como nodos entre diferentes vias de
respuesta. Esta es la imagen que surge tras el analisis de las grandes
superfamilias de TFs: basic leucine zipper (bZIP), APETALA2/ethylene-
responsive element binding factor (AP2/ERF), NAM/ATAF1/CUC2 (NAC),
WRKY, MYB, Cys2(C2)His2(H2)-type zinc fingers (ZFs),y basic helix-loop-
helix (bHLH) (Figura 5). Un numero importante los miembros de estas
superfamilias participan en la regulacién de las respuestas a estrés
abidtico, y la expresion ectdpica de varios TFs de estas familias se ha
traducido en la mejora de la tolerancia al estrés de los cultivos
(Lindemose et al., 2013). A continuacién vamos a hacer una breve

digresidn sobre la regulacion de la expresién génica implicada en la
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respuesta a estrés abidtico de los TFs de cada una de estas superfamilias

arriba mencionadas, con especial énfasis en los de la familia MYB.
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Figura 5. Vias de regulacion la expresion génica por distintas superfamilias de TFs,
implicadas en la respuesta a estrés abidtico en plantas, por rutas dependientes e
independientes de ABA, e interaccion entre las mismas. Los estreses abidticos

regulan el nivel y la actividad de los TF (a)) y de sus genes diana (b)). Adaptada de
Lindemose et al., 2013.

1.7.1. Factores de transcripcion bZIP

Los TFs de la superfamilia bZIP de Arabidopsis thaliana se dividen en mas
de diez grupos (Jakoby et al., 2002). La mayoria pertenecen al grupo
bZIP-A y juegan un papel importante en la sefalizacién por ABA. Entre
éstos se encuentran los ABFs/AREB (ABRE binding factors/ABRE binding
proteins) que se unen a las secuencias especificas cis ABA responsive
element (ABRE), en solitario o formando dimeros entre ellos. Estos TFs se
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expresan principalmente en tejidos vegetativos y todos ellos, excepto
ABF1, son reguladores clave de la sefalizacién por ABA que responden al
estrés osmotico durante el crecimiento vegetativo (Fujita et al., 2013).
Mediante ingenieria genética se ha podido evaluar el impacto que la
alteracion de la expresién de estos TFs provocan en la respuesta de las
plantas transgénicas al estrés abiodtico, fundamentalmente sequia, donde
ABA juega un papel fundamental. La sobreexpresién de AREB2/ABF4 o de
ABF3 en Arabidopsis confiere hipersensibilidad al ABA, e induce una
reduccidon de la tasa de transpiraciéon y una mayor tolerancia a la sequia
(Kang et al. 2002). Parecidas observaciones se hicieron en plantas
transgénicas de Arabidopsis que sobreexpresaban una forma activada
AREB1/ABF2 (Fujita et al., 2005). Estos tres TFs tipo AREB/ABF, tanto en
Arabidopsis como en arroz, requieren del ABA para la activacion completa
del gen diana, y asi se ha observado que el triple mutante de Arabidopsis
arebl areb2 abf3 muestra hiposensibilidad a ABA y reduce la tolerancia a
estrés por sequia en comparacion con los mutantes knockout simples y
dobles, lo que sugiere la necesidad de cooperacién entre los tres TFs para
ejercer su efecto (Uno et al., 2000, Yoshida et al. 2010). La triple
mutacion también afecta a la expresion diferencial de multiples genes
efectores finales especificos de la respuesta a estrés, incluyendo aquellos
gue codifican para proteinas tipo late embryogenesis-abundant (LEA),
fosfatasas de tipo 2C del grupo A (PP2C) y otros varios TFs (Yoshida et
al., 2010). AREB1/ABF2 y AREB2/ABF4 activan directamente la expresién
del gen de respuesta a sequia RD29A (Responsive to dessication 29A),
que posee una secuencia ABRE en su promotor (Uno et al., 2010).

Asimismo, se ha observado que los complejos AREB1/ABF2, AREB2/ABF4
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y el TF ABF3 se unen también al promotor y activan la expresidon del TF
DRE-BINDING PROTEIN 2A (DREB2A) (Fujita et al., 2013). Estos trabajos
han revelado la existencia de una via dependiente de ABA que participa
en la expresidon del TF DREB2A especifico de respuesta al estrés osmotico,
cuando hasta la fecha se asociaba ésta principalmente con la regulacidon
independiente de ABA (Miura et al., 2009).

Otros TFs tipo bZIP implicados en la respuesta al estrés abiotico
pertenecen al grupo B y F, entre los que destacan bZIP17 y bZIP24. El
primero regula positivamente la expresién de genes de respuesta a estrés
salino (Liu et al., 2007), y en el segundo se ha observado que el
silenciamiento por RNAIi favorece la tolerancia a la salinidad (Yang et al.,
2009).

En relacién con la mejora de la tolerancia a la sequia en especies de
interés agricola se ha identificado dos TFs miembros del grupo A, OsABF1
de arroz y SIAREB de tomate responsables de una mayor tolerancia a la
sequia y estrés salino (Amir Hossain et al., 2010; Hsieh et al., 2010). Se
observd que SIAREB era capaz de unirse al promotor y activar la
transcripcion de RD29B de Arabidopsis y de leucine aminopeptidase (LAP)
de tomate (Tang et al., 2012). La sobreexpresion de los TFs de arroz
OsbZIP23 y OsbZIP46 confirid hipersensibilidad al ABA y una mayor
tolerancia a la salinidad y la sequia (Xiang et al., 2008; Tang et al.,
2012).

En la soja (Glycine max) se observd que el gen que codifica para un
TF tipo AREB/ABF, GmbZIP1, presentd una induccién extremadamente
elevada por ABA, sequia, salinidad y baja temperatura, y su

sobreexpresién provocaba el cierre estomatico bajo condiciones de estrés.
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El interés de este TF en particular se ha visto aumentado cuando se
sobreexpresé de forma heterdloga en trigo y también se observd una
mejora de la tolerancia a la sequia en las plantas transgénicas (Gao et al.,

2011).

1.7.2. Factores de transcripcion AP2/ERF

La superfamilia de TFs AP2/ERF estad constituida por cuatro grandes
subfamilias en Arabidopsis thaliana, denominadas AP2 (APETALLA2), RAV
(RELATED TO ABI3/VP1), ERF (ethylene response factor) y DREB
(dehydration-responsive element-binding protein). Las proteinas de esta
ultima subfamilia desempefian funciones clave en las respuestas de estrés
abidtico a través de la regulacién de la expresién génica por su unién a
los elementos cis dehydration-responsive element/C-repeat (DRE/CRT)
(Mizoi et al., 2012). La expresion de DREB1D/CBF4, que pertenece al
subgrupo DREB1 de TF de esta subfamilia, responde frente a un estrés
por sequia pero a diferencia del resto de miembros DREB1 también a ABA
(Haake et al., 2002, Mizoi et al., 2012). La expresion de otros TFs de esta
subfamilia, como DREBI1E/DDF2 'y DREB1F/DDF1, se induce
especificamente por estrés salino (Magome et al. 2004; 2008). Del
subgrupo DREB2 destacan los TFs DREB2A y DREB2B, cuyas expresiones
se inducen de manera muy marcada por sequia, salinidad y estrés por frio
(Liu et al., 1998; Nakashima et al., 2000). Pero, con la excepcién de
DREB1D/CBF4, cuya expresion génica se induce por ABA como hemos
mencionado, el resto de genes de los grupos DREB1 y DREB2 parecen no
responder a esta hormona. En cambio en el grupo DREB3 se ha observado

gue la sobreexpresion de ABI4 inducia a su vez la expresion diferencial de
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mas de un centenar de genes dependientes de ABA en Arabidopsis
(Reeves et al., 2011).

Se han llevado a cabo varios estudios con TFs DREB1 haciendo uso
de aproximaciones biotecnoldgicas con el fin de mejorar la tolerancia a la
sequia en arroz, en condiciones reales de cultivo. Asi, la sobreexpresién
de DREB1A/CBF3 utilizando un promotor inducible por estrés aumenté
significativamente la produccién de arroz transgénico en comparacion con
plantas WT en condiciones de cultivo en campo (Xiao et al., 2009), y la
expresion heterdloga del gen de Arabidopsis HARDY, perteneciente a esta
familia de TF DREB1, en arroz mejor6 el WUE en este cereal sin

menoscabo en su crecimiento (Karaba et al., 2007).

1.7.3. Factores de transcripcion NAC

La familia NAC de TFs esta constituida por aproximadamente 110 genes
en Arabidopsis y 150 genes en arroz. Algunos de los mejor caracterizados
por su relacidon con el estrés abidtico pertenecen al subgrupo III-3,
también conocido como ATAF o subgrupo SNAC (Stress response NAC)
(Nuruzzaman et al., 2010). Se ha observado que miembros de este
subgrupo como ANAC019, ANACOS55, y RD26 (ANAC072), participan en la
activacion de la transcripcion en respuesta a sequia, salinidad, ABA vy
jasmonato (JA), y muestran una gran capacidad para unirse al promotor
del gen de respuesta a déficit hidrico EARLY RESPONSIVE TO
DEHYDRATION STRESS 1 (ERD1). Se hallé que la sobreexpresién de estos
tres TFs afectd a la regulacién de varios genes inducibles por estrés,
provocando una mejora en la tolerancia a la sequia de las plantas
transgénicas (Tran et al., 2004). Ademas, en la funciéon reguladora de
ANAC019 y ANACO55 interviene JA y su accién conjunta induce la
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expresion de genes de defensa a estrés. Por lo tanto, ANACO019 vy
ANACO55 pueden estar involucrados en la interaccion entre las rutas de
induccién de la expresién génica mediadas por el JA y por el ABA (Bu et
al., 2008; Jiang et al., 2009a).

Pero también otros TFs tipo NAC de otras subfamlias participan en
la respuesta a estrés. ORE1/AtNAC2/ANAC092, del subgrupo II-3, esta
implicado en el desarrollo de las raices laterales inducido por estrés salino
y ABA (He et al., 2005), y desempefia ademas un papel en la senescencia
inducida por la salinidad (Balazadeh et al., 2010). Yang et al. (2011)
observaron que la expresion del gen que codifica para un TF tipo NAC del
subgrupo III-1 VND INTERACTINGZ2 (VNI2) se inducia por estrés salino de
una manera dependiente de ABA, y que su sobreexpresiéon era
responsable de una mejora en la tolerancia al estrés salino y del retraso
en la senescencia foliar (Yang et al., 2011).

La sobreexpresion de los genes de arroz inducibles por ABA,
OsNAC6/SNAC2 y OsNAC5 provocaba una mayor tolerancia a la
deshidratacién y a la alta salinidad, pero al precio de afectar
negativamente al crecimiento y al rendimiento del cereal (Nakashima et
al., 2007; Hu et al., 2008; Takasaki et al., 2010). Estos hallazgos se
refuerzan con las observaciones llevadas a cabo en estudios de ingenieria
genética en otros cereales, donde la sobreexpresion de genes NAC
también condujo a una mayor tolerancia al estrés como el trigo
(TaNAC69) (Xue et al., 2011) y soja (GmNAC20 y GmNAC11) (Hao et al.,

2011).

77



Introduccidn

1.7.4. Factores de transcripcion WRKY

Esta familia se divide en tres grupos, en funcién del niumero de dominios
WRKY y de las caracteristicas del motivo “dedo de zinc” (zinc-finger)
asociado (Eulgem et al., 2000). Aunque al principio estos TFs se
relacionaron con la regulacion de las respuestas frente a patdgenos,
estudios recientes de analisis funcional los han implicado también en las
respuestas a estrés abidtico (Chen et al., 2012; Rushton et al., 2012).
Asi, se comprobd que la sobreexpresion de genes que codifican para TF
WRKY del grupo I, WRKY25 y WRKY3, aumentaron tanto tolerancia a la
salinidad como la sensibilidad hacia ABA en Arabidopsis (Li et al., 2011).
TFs de esta superfamilia son componentes clave en la sefalizacion de
estrés mediada por ABA pero ademas estan implicados en la regulacién
del cierre estomatico. Una mutacion en el gen ABO3 que codifica para un
TF WRKY provoca un aumento de la susceptibilidad al estrés hidrico
debido a una alteracidn en el cierre de los estomas inducido por ABA en el
mutante (Ren et al., 2010).

La transformacion de arroz para la sobreexpresion de OsWRKY11
controlada por un promotor especifico de HSP101 dio lugar a un mayor
grado de tolerancia hacia la sequia y el estrés por calor en las plantas
transgénicas (Wu et al., 2009). La sobreexpresién de los genes de soja
GmWRKY21 y GmWRKY54 en Arabidopsis dio como resultado una mayor
tolerancia al estrés por frio, salinidad y sequia en las plantas
transformadas, mientras que la sobreexpresién de GmWRKY13 inducia un
aumento de la sensibilidad a la sal y manitol pero disminuia la sensibilidad
hacia ABA (Zhou et al., 2008). Estos trabajos de investigacién aplicando

herramientas biotecnoldgicas revelan el potencial uso de estos genes que
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codifican para WRKY TFs para la mejora de las respuestas de las plantas

al estrés.

1.7.5. Factores de transcripcion bHLH

162 genes codifican para TFs de la superfamilia bHLH en Arabidopsis
implicados en la sefalizacion por ABA y en las respuestas al estrés
abidtico (Bailey et al., 2003). Uno de estos, MYC2/RD22BP1, inducible por
ABA, se caracterizd inicialmente como un regulador positivo de la
transcripcion bajo condiciones de estrés osmotico, que conjuntamente con
el TF MYB2 participa en la activacion de la expresion del gen RD22 de
respuesta a estrés hidrico (Abe et al., 2003). MYC2 juega un papel
importante en la interaccién entre las vias de sefalizacién de JA, ABA,
acido salicilico (SA), giberelinas y auxinas (Kazan y Manners, 2013). La
expresion de bHLH92 se observd que se inducia por NaCl, deshidratacion,
manitol y bajas temperaturas, y su sobreexpresién se tradujo en un ligero

aumento en la tolerancia a NaCl y a estrés osmotico (Jiang et al., 2009b).

No podemos dejar de citar en este apartado al FT ICE1,
perteneciente a esta superfamilia, regulador positivo clave de la expresion
de genes que codifican para familia de TFs DREB1 CBF1-3/DREB1A-C,
implicados en la respuesta especifica de las plantas a las bajas
temperaturas (Chinnusamy et al., 2003). Mutaciones en ICE1 provocan la
caida de la expresion de muchos genes aguas abajo de los CBFs, incluidos
éstos TFs, resultando en una reduccion significativa en la tolerancia de las
plantas al frio y la congelacién (Ruelland et al., 2009; Knight y Knight,
2012). Dada esa funcion tan critica de ICE1 es necesaria una modulacién

muy precisa de su actividad, que la planta consigue mediante la
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sumoilacion y ubiquitinacion de dicho TF, donde participan las proteinas
SIZ1 y HOS1 respectivamente (Dong et al., 2006, Miura et al., 2007).
ICE1 interactia con otro TF de la familia MYB, MYB15, para unirse al
promotor de DREB1A/CBF3, el segundo modulando la accién del primero,
de tal forma que en mutantes myb15 knock-out se observa un incremento
de la expresion de DREB1A/CBF3 mientras que la sobreexpresion de
MYB15 tiene el efecto contrario, inhibiendo la expresiéon de genes CBF.
Asi, MYB15 actua en la respuesta al estrés frio a nivel molecular como un
regulador negativo de la expresién de CBFs (Agarwal et al., 2006; Miura

et al., 2007).

1.7.6. Factores de transcripcion MYB

La caracteristica comin de todos los TFs de esta superfamilia es la
presencia de repeticiones (R), llamadas también dominios SANT, cuya
estructura primaria consta de 52 aminoacidos. Cada repeticién forma una
estructura secundaria de tipo hélice-lamina-hélice. Las repeticiones poseen
3 residuos de triptéfano espaciados regularmente, que forman un nucleo
hidrofébico. Estas repeticiones son las responsables de la unién de los TF de

esta superfamilia con el DNA (Feller et al., 2011).

La superfamilia de TFs MYB se divide en tres familias basandose en el
niumero de esas regiones repetidas R altamente conservadas que
constituyen el dominio de uniéon al DNA: R3 MYB (MYB1R) con Unica region
repetida R, R2R3 MYB (MYB2R) con dos regiones R, y R1R2R3 (MYB3R) con
tres regiones R (Feller et al., 2011). Esta superfamilia se encuentra
ampliamente representada en el genoma de plantas superiores. En

Arabidopsis thaliana se han identificado 339 genes que codifican para
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diferentes TFs tipo MYB y en arroz 230 genes. En tomate hay 294 genes
que codifican algin miembro de esta superfamilia (http://solgenomics.net).
Estos TFs participan en la regulacién de la expresion génica en respuesta a
gran numero de diferentes situaciones de desarrollo de la planta y de
condiciones ambientales a las que esta expuesta. Como ejemplos se pueden
mencionar AtMYB60, implicado en la regulacién del movimiento estomatico
en Arabidopsis (Cominelli et al., 2005); COLORED1 (C1), necesario para la
biosintesis de antocianos presentes en la aleurona del maiz (Paz-Ares,
1987); SIMYB12, que participa en la transiciéon de color del fruto del tomate
cuando inicia su maduracién (Ballester et al., 2010); AtMYB125/DUO1, que
es un TF especifico de polen que regula la divisidon y diferenciacion celular
del gameto masculino (Brownfield y Twell, 2009); y finalmente VVMYBA1 y
VVMYBAZ2, dos TFs implicados en el desarrollo del color de la piel de la uva,
uno de los rasgos mas importantes de calidad del fruto, cuyos genes estan
situados en el mismo locus y juegan un papel crucial en la regulacién de la
biosintesis de antocianos en las cepas de uva tinta mientras que en las
cepas de uva blanca los alelos de estos genes se encuentran inactivados,
debido a la presencia de un retrotransposon en el promotor del primero y
de dos mutaciones en la secuencia codificante del segundo (Allan et al.,

2008).

1.7.6.1. Papel de los MYB TFs en el estrés hidrico

La sequia afecta muy negativamente al desarrollo vegetativo y reproductivo
vegetal, reduciendo sensiblemente la productividad de especies de interés
agricola. Resultados de la aplicaciéon de las tecnologias de transcriptémica
han revelado la existencia de multitud de TFs de tipo MYB y de genes que
contienen elementos de unidn a MYB cuyo expresion es sensible al estrés
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hidrico en muy diversas especies vegetales, entre ellas algunas de especial
interés agronémico: Arabidopsis thaliana, Zea mays, Gossypium
herbaceum, Macrotyloma uniflorum, Malus pumila, Populus Euphratica,
Musa y Glycine max (Bhardwaj et al., 2013).

En Arabidopsis la acumulacion de flavonoides inducida por el déficit
hidrico ha demostrado ser una respuesta positiva al estrés (Koops et al.,
2011). La sobreexpresion de PAP1 y MYB12, dos genes reguladores de la
sintesis del flavonol, conllevaba una menor pérdida de agua en las plantas
transgénicas de Arabidopsis (Nakabayashi et al., 2014).

Se han identificado muchos TF MYB de tipo R2R3 que participan en la
respuesta de Arabidopsis a la sequia. La regulacion de la expresion de
MYB60 en Arabidopsis cuyos dos productos génicos, resultado de un
diferente procesado de splicing, participan en el crecimiento radicular y
tienen un papel crucial en el cierre estomatico al inducir la pérdida del
volumen de las células guarda en respuesta al estrés hidrico, se encuentra
afectada por el déficit hidrico segun el grado de intensidad de éste pero
también segun los niveles de ABA presentes. Asi, al inicio del estrés se
modula de tal forma que promueve el desarrollo radicular con el fin de
aumentar la absorcién de agua pero en estados severos de deshidratacion
se inhibe su expresién, mientras que bajos niveles de ABA inducen esta
expresion y altos niveles la reprimen. La sobreexpresidén de este gen indujo
una respuesta de hipersensibilidad a la deficiencia de agua en las plantas
transgénicas (Oh et al., 2011). Las expresiones de MYB96, MYB15 y MYB2
en Arabidopsis se inducen por el déficit hidrico y sus productos actuan como

reguladores positivos de la tolerancia a la sequia mediante la activacion de
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la transcripcion de genes de respuesta a la deshidratacion, como RD22 (Abe
et al., 2003; Ding et al., 2009).

Como hemos comentado una estrategia de tolerancia a la sequia es
la produccién de ceras en la superficie de la epidermis foliar que protejan
contra la deshidratacién. Dicha estrategia requiere la activacién de la ruta
de biosintesis de cera cuticular, y en ésta participa MYB96 (Seo et al.,
2011). Otra estrategia consiste en la regulacion de los estomas, de su
desarrollo y funcionalidad. La proteina FOUR LIPS (FLP) y su paralogo
MYB88, con un papel muy importante en el desarrollo de los estomas,
modulan positivamente la expresién de genes de respuesta a diferentes
estreses y entre ellos a la sequia y la salinidad, mientras que esta
regulacion del transcriptoma en respuesta al estrés abidtico se ve
seriamente afectada en el doble mutante fip-1 myb88 (Xie et al., 2010). La
expresion AtMYB41 se induce por sequia y su producto parece funcionar
como un TF implicado en la modulaciéon de la expansién celular y de la
estructura y composicién de la cuticula durante el estrés hidrico (Cominelli
et al., 2008). La sobreexpresion MYB44 de Arabidopsis confiere resistencia a
la sequia, debido a una mayor sensibilidad a ABA y una mas rapida
respuesta de cierre estomatico inducida por la hormona, ademas de exhibir
una represion diferencial de la expresion de genes que codifican para las
proteinas fosfatasas tipo 2C (PP2C) como ABI1, ABI2, AtPP2CA, HAB1 y
HAB2, mientras que ocurre lo contrario con la mutacidon knock-out para
dicho gen atmyb44 (Jung et al., 2008). Otros dos ejemplos de TFs tipo MYB
reguladores positivos de la tolerancia a la sequia en Arabidopsis son
Susceptible a Botrytis (BOS1, Botrytis susceptible 1) y AtMYB102

(Denekamp y Smeekensy 2003; Mengiste et al., 2003). En particular el
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mutante knock-out bos1 es hipersensible a la sequia, la salinidad y el estrés
oxidativo lo que sugiere que BOS1 es un regulador positivo de la respuestas
a estreses abidticos en Arabidopsis (Mengiste et al., 2003).

Ademads de las observaciones realizadas en las anteriores proteinas
MYB de Arabidopsis, también se han identificado otros TFs MYB en otras
especies involucrados en la respuesta a la sequia. En manzana MdMYB121
se induce por estrés hidrico y su sobreexpresion en tomate y en manzana
confiere tolerancia hacia este estrés (Cao et al., 2013). MdSIMYB1, otro gen
de manzana que codifica para un TF MYB, se induce también su expresion
debido a sequia y otros estreses abidticos, y su producto actia controlando
positivamente la resistencia a la sequia mediante la induccidon de genes de
respuesta a auxinas (Wang et al., 2014). En el arroz OsMYB4, OsMYB3R-2 y
OsMYB2 se inducen por el estrés hidrico, y en la evaluacién de lineas de
sobreexpresion se observé un incremento de la resistencia a la sequia de
las plantas transgénicas (Mattana et al., 2005; Pasquali et al., 2008). El
promotor del gen OsMYB59 contiene un elemento cis de sensibilidad a la
deshidratacion (DRE) que esta regulado positivamente por la expresion del
factor 1 de respuesta al estrés de tomate (TSRF1, Tomato stress response
factor 1), resultado que indica que OsMYB59 participa en la induccién de
tolerancia a la sequia (Quan et al., 2010). En trigo, TaMYB3R1, TaMYB1 y
TaMYBsdu1l se inducen por estrés hidrico o por polietilenglicol (PEG), agente
utilizado para inducir estrés osmoético, lo que nos sefala que participa en la
regulacion de las rutas de respuesta a la sequia (Lee et al., 2007; Rahaie et
al., 2010; Cai et al., 2011). La expresion de genes de trigo para el TF
TaMYB30 se incrementa en respuesta al estrés osmotico inducido por PEG, y

la sobreexpresiéon una isoforma, TaMYB30-B, induce una mejora de la
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tolerancia a la sequia en plantas transgénicas de Arabidopsis (Zhang et al.,
2012). Plantas transgénicas de Arabidopsis que sobreexpresan los genes de
trigo TaMYB33 y TaMYB2A también exhiben una mayor resistencia a la
sequia (Mao et al., 2011; Qin et al., 2012). La anulacién de la sintesis de la
proteina PHANTASTICA (NbPHAN) de Nicotiana benthamiana que pertenece
a la subfamilia R2R3-MYB conlleva una mayor tolerancia ante el déficit
hidrico (Huang et al., 2013). Se ha comprobado que VvMYB60 en la vid,
StMYB1R-1 en la patata y CmMYB2 en crisantemo responden a situaciones
de estrés hidrico, y su expresidn constitutiva confiere resistencia a dicho
estrés (Galbiati et al., 2011; Shin et al., 2011; Shan et al., 2012). En la
soja GmMYB177 se induce por sequia a través de una via de sefializacion
independiente de ABA (Liao et al., 2008).

Curiosamente existe una estrecha relacién entre las respuestas a la
sequia y el desarrollo de la flor. Se ha observado que la expresién de genes
MYB implicados en el desarrollo de la antera en Arabidopsis incluyendo
MYB33, MYB35, MYB65, MYB80, MYB99 y MYB110, se encuentra reprimida
en condiciones de sequia y sin embargo la de MYB21, un regulador positivo
del alargamiento de la antera, se encuentra estimulada por el estrés. Estas
observaciones parecen formar parte de la observacion mas general de que
la sequia provoca un retraso en el desarrollo de la antera (Wijeratne et al.,

2007; Su et al., 2013).

1.7.6.2. Papel de los MYB TFs en el estrés salino

Como se ha mencionado la salinidad en las plantas provoca dos tipos de
efectos; un estrés osmoético por una disminucion de potencial hidrico del
suelo que dificulta la absorcién radicular de agua y una toxicidad idnica
debido a una acumulacion excesiva de iones en la parte aérea.El primer
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efecto es una caracteristica comun de la salinidad con la sequia, y asi
existen muchos reguladores que coordinan respuestas frente a ambos tipos
de estreses abidticos (Golldack et al., 2011). Se ha observado que algunas
proteinas MYB tienen efectos similares en la respuesta a la sequia y
salinidad, como es el caso de TaMYB2A, TaMYB3R1, TaMYB33, TaPIMP1,
TaMYB1 y TaMYBsdul en trigo, GmMYB177 en soja, OsMYB3R-2, OsMYB2
en arroz, MdMYB1 y MdMYB121 en manzana, AtMYB44, AtMYB2, AtFLP,
AtMYB88 y AtMYB41 en Arabidopsis, y CmMYB2 en crisantemo (Cominelli et
al., 2008; Jung et al., 2008; Liao et al., 2008, Rahaie et al., 2010; Xie et
al., 2010; Cai et al., 2011, Mao et al., 2011; Qin et al., 2012; Shan et al.,
2012; Cao et al., 2013; Wang et al., 2014,).

AmMYB1 es una proteina de la especie de manglar Avicennia marina
tolerante a la salinidad y en ensayos con ADN in vitro con el promotor de
AtRD22 y transactivacion con células de levadura se ha observado que es
capaz de activar la expresion génica en situaciones de estrés salino, ademas
de mejorar la tolerancia hacia dicho estrés en tabaco transgénico cuando se
expresa heterdloga y constitutivamente (Ganesan et al., 2012). En analisis
de microarrays de expresién en Medicago truncatula sometido a estrés
salino se ha observado que la expresién de MYB119, MYB634 y MYB636 se
induce en el apice de la raiz pero la de MYB1070 ocurre en toda la raiz, lo
gue sugiere una cierta especificidad de accion segun el tejido y dérgano
(Gruber et al., 2009). AtMYB73 actua como un regulador negativo de la
respuesta a la salinidad al inducir la supresién de la expresion de genes de
la ruta SOS de respuesta a este estrés (Kim et al., 2013). La expresion
heterdloga en Arabidopsis de TaMYB56-B y LcMYB1 de trigo y de la

graminea Leymus chinensis modula positivamente la respuesta a estrés por
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salinidad de las plantas transgénicas, mediante la induccidn de genes de
respuesta a deshidratacién y bajas temperaturas como DREB1A/CBF3 y
COR15A y la acumulacién de solutos tales como prolina y sélidos solubles
respectivamente (Zhang et al., 2012; Cheng et al., 2013).

Se ha observado que la proteina AtHPPBF-1 perteneciente a la familia
1R-MYB, cuya expresion génica se induce por el estrés salino, interacciona
fisicamente con la proteina STO de tipo Calcineurin-B-like homdloga a SOS3
e influye positivamente en la relacion Na*/K* y de esa forma regula la
respuesta a la salinidad en Arabidopsis (Nagaoka y Takano, 2003). Song et
al. (2012) detectaron la modificacion epigenética de algunos TFs tipo MYB
de soja cuando las plantas se sometian a estrés salino, como
Glymal1g02400 que sufre una activacion transcripcional y una reduccién de
la metilacion. La expresién de otras TFs MYB de soja como GmMYB76 y
GmMYB92 se ve inducida por una via independiente de ABA en respuesta al
tratamiento salino (Liao et al., 2008).

En esta Tesis Doctoral se presenta el trabajo de investigacién
realizado para la identificacion y caracterizacidon fenotipica, genética,
fisioldgica y molecular de un mutante de insercidon de tomate que presenta
una marcada susceptibilidad al estrés salino y donde la mutacion
responsable estad etiquetada por un inserto T-DNA y se localiza en la region
codificante para un gen R1-MYB. ElI mutante se ha denominado arsi
(altered response to salt stress 1) por dicho fenotipo de hipersensibilidad a
estrés salino. En este mutante, por otra parte fenotipicamente indistinguible
del tomate no transformado de la variedad donde se ha generado la
coleccion de mutantes insercionales (Moneymaker) cuando se cultiva en

condiciones estandar sin estrés, se ha observado que su hipersensibilidad a
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la salinidad esta asociada a una sobreacumulacién de Na* en la parte aérea
y a la inhibicién de la reduccién de g y de la tasa de transpiracién en estrés
salino. Ademads, se ha podido comprobar que la regulacién del cierre

estomatico en estrés salino por el gen ARS1 estd mediado por ABA.
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2. Objetivos

Con el objetivo final de avanzar en la identificacién de genes implicados en

la tolerancia a la salinidad en una especie de interés agrondémico, como

tomate, los objetivos que se han desarrollado en esta Tesis Doctoral han

sido:

1.

Identificar mutantes de insercion dominantes y recesivos (en las
poblaciones TG1 y TG2, respectivamente) afectados en el desarrollo
y/o tolerancia a estreses abidticos mediante el analisis fenotipico vy
genético de lineas T-DNA de tomate de la coleccién de tomate

(Solanum lycopersicum) originada a partir del cv. Moneymaker.

Caracterizar a nivel fenotipico, fisioldgico, genético y molecular el
mutante denominado arsl (altered resistance to salt), que tiene
anulada la expresion de un factor de transcripcién MYB de tipo R1 y

muestra sensibilidad al estrés salino a lo largo del ciclo vegetativo.

. Llevar a cabo el analisis funcional del gen ARSI mediante el analisis

fisioldgico y molecular de lineas de sobreexpresion y silenciamiento

del gen.

El logro de estos objetivos supondrd un importante avance en la

identificacion de genes reguladores en la tolerancia a la salinidad del

tomate, ya que es el primer gen MYB de tipo R1 identificado en tomate.
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3. Material y Métodos

3.1. Material vegetal

El material vegetal utilizado en el desarrollo de este trabajo de investigacion
que conforma la Tesis Doctoral ha sido tomate (Solanum lycopersicum L.),
cultivar Moneymaker. Con esta variedad de élite comercial se ha generado
la coleccion de mutantes insercionales por T-DNA con trampa de
intensificadores en el marco de un proyecto de colaboracion entre los
grupos de investigacion dirigidos por el Prof. Vicente Moreno del IBMCP-
UPV/CSIC (Valencia), del Prof. Rafael Moreno de la Universidad de Almeria,
y la Prof. M2 Carmen Bolarin del CEBAS-CSIC (Murcia). En esta tesis se
describen fenotipicamente varios mutantes identificados asi como Ia
caracterizaciéon fenotipica, fisiolégica y molecular de uno en particular
denominado ars1 (del inglés altered response to salt stress 1, mutante de
respuesta alterada al estrés salino 1), en el cual se ha clonado el gen
etiquetado por el T-DNA y que es responsable del fenotipo.

3.2. Generacion de lineas T-DNA de tomate con una trampa de
intensificadores

Para la generacion de la coleccidén de mutantes insercionales se ha utilizado
una construccion proporcionada por el Dr. Thomas Jack del departamento
de Biologia del Dartmouth College (Hannover, NH 03755, EE.UU.) (Campisi
et al., 1999). La cassette T-DNA esta insertada dentro del vector pD991, y
entre las caracteristicas mas importantes que posee se encuentran (i) un
promotor minimo -60CaMV que es una versidon truncada del promotor 35S
del virus del mosaico de la coliflor (355CaMV), que contiene una caja TATA
pero que por si mismo no es capaz de inducir la transcripcién si no es con el
auxilio de elementos reguladores del genoma del tomate transformado, y
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que se localiza aguas arriba de (ii) la secuencia codificante del gen delator
uidA (gen que codifica para la B-D-glucuronidasa, GUS), a continuaciéon se
encuentra (iii) el terminador correspondientes de la 3’ nopaline sintasa
(3’NOS), y finalmente (iv) la secuencia codificante de un gen de seleccidon
de transformantes que es nptII (Neomicina fosfotransferasa II) que confiere
resistencia antibidticos aminoglicésidos, entre ellos kanamicina (kan), y
cuya expresion esta bajo el control de su propio promotor y terminador de
manopina sintasa (5’-pmas y 3’-pmas) presentes en la construccion (Figura
6) (Campisi et al., 1999).

El proceso de transformacidon genética de las plantas de tomate con
dicha construcciéon, la regeneracion de los transformantes vy la
comprobaciéon de la ploidia mediante citometria de flujo para generar la
coleccion de mutantes se llevaron a cabo por el grupo de investigacion de
Biotecnologia y Cultivo in vitro dirigido por el Prof. Vicente Moreno del
IBMCP (UPV-CSIC, Valencia), siguiendo los protocolos descritos en Gisbert
et al. (2000) y Atarés et al. (2011).

Con respecto a la caracterizacion molecular del mutante insercional
arsl (altered response to salt stress 1), objeto de estudio de esta Tesis
Doctoral, el analisis por Southern Blot para detectar el nimero de insertos
T-DNA segun el método descrito por Ausubel et al. (1993), el clonaje de las
regiones flanqueantes al inserto T-DNA mediante Anchor-PCR segun el
método descrito por Schupp et al. (1999) (Schupp et al. 1999), y el
genotipado de las poblaciones segregantes utilizando cebadores especificos
han sido llevados a cabo por el grupo de investigacién de Genética de la

Universidad de Almeria dirigido por el Prof. Rafael Lozano.
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Para el analisis funcional del gen mutado e identificado en el mutante
de insercidbn arsl el disefio de las construcciones genéticas de
silenciamiento y sobreexpresion y su transformacion en Agrobacterium
tumefaciens se llevé a cabo en el laboratorio del grupo de investigacion de
Genética de la Universidad de Almeria dirigido por el Prof. Rafael Lozano,
mientras que la transformacion en tomate para obtener las lineas de
sobreexpresion y silenciamiento fue realizada por el grupo de investigacion
de Biotecnologia y Cultivo in vitro dirigido por el Prof. Vicente Moreno del
IBMCP (UPV-CSIC, Valencia) siguiendo los protocolos descritos en Gisbert et
al. (2000) y Atarés et al. (2011).

3.2.1. Multiplicacion y mantenimiento in vitro de la coleccion de
mutantes insercionales de T-DNA

A partir de cada planta T-DNA generada en la transformacion (TG1,
generacion transformante) se obtuvieron 9 réplicas clonales mediante tres
rondas de clonacién: dos copias se mantienen in vitro dentro de la
coleccién; dos se aclimataron para conseguir semillas TG2 (generacidn
segregante), dos plantas mas se evaluaron para identificar aquellos con
fenotipos afectados en el desarrollo vegetativo y/o reproductivo, y las tres
Ultimas plantas se utilizaron para el analisis de la respuesta a estrés
abiético (salinidad y sequia). En la Figura 7 se muestra un esquema del

proceso de generacién y evaluacion de la coleccion de lineas T-DNA.
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Figura 6. Esquema de la construccién genética utilizada para la generaciéon de la
coleccion de mutantes insercionales de T-DNA. La longitud del cuerpo del vector

pD991 es de 16,2 Kb, mientras que la cassette ocupa 2,2 Kb.

[ Coleccionlineas T-DNA
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Figura 7. Esquema del proceso de transformacion genética, regeneracion y

seleccion de transformantes y obtencion de plantas TG1 para aclimatar y obtener

semillas y evaluar el fenotipo.
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3.3. Medios de Cultivo utilizados

Modificaciones de las soluciones nutritivas basicas descritas por Murashige y
Skoog (Murashige y Skoog, 1962) (medio MS) se han utilizado como base
comun para la preparacion de todos los medios de cultivo in vitro
empleados en el trabajo de investigacidon de esta Tesis (Tablas 2 y 3).

Tabla 2. Composicion de las soluciones nutritivas basicas (medio MS) para el

cultivo in vitro.

MSI g*L*
NH4NO; 16,5
KNO5 19,0
CaCl,*2H20 4,4
MgS0,*7H,0 3,7
KPO4H, 1,7
MSII g*L?
KI 0,083
H3BOs 0,62
MnS0,*H,0 1,69
ZnS04*7H,0 0,86
MoNa,0,*2H,0 0,025
CuS0,*5H20 0,0025
CoCl,*6H,0 0,0025
MSIII g*L?
EDTA*Na, 3,73
FeSO,*7H,0 2,78
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Tabla 3. Medio basico (MG) utilizado para la germinacién de semillas.

MG g*L?
Solucion 4,3
mineral MS
Sacarosa 10
Agar 8,0

3.3.1. Cultivo de semillas in vitro
Las semillas de mutantes seleccionados para su germinacion in vitro se han
esterilizado previamente mediante la inmersién en una solucién de
hipoclorito sddico al 50% + 3 gotas de Triton X-100 durante 30 minutos,
seguido de tres lavados con agua destilada estéril de 5, 10 y 15 min.

Una vez esterilizadas, estas semillas se sembraron en el medio de
cultivo deseado. El medio de germinacion (MG) (Tabla 3) utilizado se usé

como base a partir de la cual se realizaron otros medidos como:

- Medio para seleccion con kanamicina

Para los ensayos de seleccidon por tolerancia a la kanamicina de las

plantas se afiade al medio de germinacion 100 mg-L-1 de kanamicina.

3.3.2. Condiciones de la camara de cultivo in vitro

Las condiciones de cultivo in vitro fueron las siguientes: fotoperiodo de 16 h
de luz a 76 ymol-m™-s™ de radiacién fotosintéticamente activa (PAR) y 8 h
de oscuridad, con 25°C de temperatura durante todo el ciclo dia/noche..
Para la iluminacion se emplearon tubos fluorescentes Sylvania GRO-LUX

F58W/GRO -T8 (Alemania) (Figura 8).
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Figura 8. Aspecto general de la camara de cultivo in vitro.

3.4. Aclimatacion
Las réplicas clonales TG1 procedentes de las distintas lineas mutantes se
cultivaron durante 20 dias en un medio de enraizamiento, y posteriormente
se aclimataron mediante un proceso que consistido en trasladar la planta
desde la cdmara de cultivo in vitro con unas condiciones préximas al 100%
de humedad relativa (HR) y baja iluminacidn hasta unas condiciones de
cultivo in vivo donde la humedad ambiental varia entre el 30 y 70% de HR y
una intensidad de radiacion PAR mucho mas elevada. En este proceso se
hace un trasplante desde el medio de cultivo utilizado in vitro con agar, que
se retira de las raices lavandolas suavemente en agua destilada, a macetas
que contienen una mezcla de turba/perlita (8:3) previamente esterilizada.
Las plantas en las macetas se mantienen en un ambiente con alta
humedad bien introduciendo las plantas en un mini-invernadero o bien
cubriendo las plantas con un vaso de plastico, con el objetivo es mantener
una alta HR en el ambiente que rodea a las plantas. Paulatinamente se va

disminuyendo la HR que rodea a la planta abriendo agujeros en el plastico
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del mini-invernadero o retirando el vaso, primero durante cortos periodos
de tiempo que van aumentando hasta que las plantas quedan expuestas a
las condiciones ambientales tipicas de la camara de cultivo. Todo este

proceso tiene una duracién de 6 dias.

3.5. Obtencion de progenies TG2 e identificacion de lineas
homocigotas TG3 para mutantes insercionales con la mutacion

responsable del fenotipo etiquetada por el T-DNA

Para obtener semillas TG2 de cada mutante se aclimataron in vivo y se
cultivaron 2 réplicas clénales TG1, primero en camara de cultivo de
condiciones controladas y después en invernadero, y se obtuvieron las
semillas. La progenie TG2 segrega para la insercion de T-DNA y esta
compuesta por plantas acigotas, homocigotas y hemicigotas para los alelos
mutante (con presencia del inserto T-DNA) y WT (ausencia del inserto).
Tras seleccionar por genotipado mediante PCR con cebadores especificos las
plantas TG2 homocigotas para la insercién, éstas se mantienen en cultivo
hasta obtencidon de fruto y por tanto de semillas. Estos resultados se
confirmaron mediante test de kan in vitro con semillas TG3, o bien in vivo
sobre las mismas plantas TG2. Son con las progenies TG3 y sucesivas
homocigotas para la insercion con las cuales se ha llevado a cabo Ia
caracterizaciéon fenotipica, fisioldgica y molecular del mutante arsi,
utilizando como testigo de los experimentos plantas de tomate del mismo
cultivar (Moneymaker) que el utilizado en la mutagénesis pero sin

transformar (WT, wild-type).
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3.5.1. Test de seleccion in vitro por resistencia a kanamicina de

lineas homocigotas para el inserto T-DNA

Se realiza con un minimo de 110 semillas procedentes de cada planta a
evaluar, que se disponen en medio de germinacidon con 100 mg-L™* kan. La
lectura fin se hace 21 dias después de la germinacidon de las semillas y se
hace el recuento del nimero de semillas germinadas asi como del nimero
de plantulas resistentes, cuyo fenotipo es el correspondiente al fenotipo de
una plantula WT crecida en medio de sin kan. Las plantulas sensibles no
desarrollan raices secundarias, acumulan antocianos en el tallo (color

violaceo) y no desarrollan hojas verdaderas (Figura 9).

3.5.2. Test de seleccion in vivo por resistencia a kanamicina de

lineas homocigotas para el inserto T-DNA

El objetivo es el mismo que en el apartado anterior, si bien el procedimiento
difiere ya que se trata de una técnica no destructiva que permite la
supervivencia de las plantas sensibles al antibidtico. Consiste en marcar con
una etiqueta una o varias hojas de la planta a la que se aplicard la kan a
una concentraciéon de 100 mg-L™* mediante un pulverizador. Para descartar
falsos positivos provocados por posibles quemaduras foliares debido a otras
causas se lleva a cabo la pulverizacién de agua destilada de otras hojas de
la planta previamente marcadas. La aplicacion se realiza cada 24 horas
durante 3 dias consecutivos y los resultados fueron inequivocamente

visibles a los 15 dias. (Weide et al., 1989).
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Figura 9. Aspecto general de la a) tolerancia y b) sensibilidad a la kanamicina en

medio de cultivo in vitro. Y la misma técnica pero in vivo c) y d).

3.6. Cultivo de las plantas in vivo

3.6.1. Cultivo de plantas en condiciones controladas

El procedimiento de germinacién de las semillas para los distintos
experimentos realizados en esta tesis ha consistido en un tratamiento
térmico durante 48 horas a 70°C, seguido de una germinacion en placa
Petri durante 72 horas a 28°C con humedad del 100% vy agitacion de 50
r.p.m. Posteriormente las semillas germinadas se colocaron en pocillos de
semilleros de unas medidas de 60x40x12 cm con 96 pocillos, o bien a
macetas de 8, 10 o 14 cm de didmetro. El sustrato utilizado en los
semilleros y las macetas estaba compuesto por una mezcla de turba negra
y perlita en proporcion 8:3. Las semillas se mantuvieron en oscuridad
durante las primeras 48-72 horas después de la siembra.

Las condiciones de cultivo utilizadas para los experimentos son las
siguientes: HR entre 50 y 80% y temperatura entre 18 (noche) y 25°C (dia)
con un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad. La intensidad
de luz y la temperatura durante el ciclo dia/noche variaba para intentar

reproducir en lo posible un ciclo natural (Tabla 4).
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Tabla 4. Condiciones controladas de cultivo en camara de cultivo

Tiempo (h) 2 2 8 2 2

Intensidad de luz 81 162 245 162 81
(umol-m™-s72)

Temperatura (°C) 20 23 26 23 20

La solucién nutritiva utilizada tanto para el riego de las plantulas en
los semilleros y las plantas en macetas, asi como en cultivo hidropdnico
fue Hoagland diluida al 50% (Hoagland, 1950) (Tabla 5).

Tabla 5. Composicidon de las tres soluciones nutritivas que conforman la

solucién nutritiva Hoagland utilizada para el riego del tomate.

Solucién A g-L?
NH4NO5 8,0
Ca(NO5),-4H,0 82,6
KNO, 35,7
Solucién B g-L?
KNO; 5,0
KH,PO, 27,4
MgSQ0,4-7H,0 24,6
MnSQO,:5H,0 0,053
Hs;BOs3 0,140
CuS04:5H,0 0,015
(NH4)6M07024'4H20 0,008
ZnS04:7H,0 0,060
Fe g-L?!
Fe-EDDHA 6% 1,87

Las plantas se mantuvieron en los semilleros o en las macetas hasta
que desarrollaron 2-3 hojas verdaderas que es cuando se llevaron a cabo
los ensayos de estrés salino a corto y medio plazo o bien el tratamiento de
estrés hidrico.

Los ensayos en maceta se realizaron con las plantas dispuestas en
macetas de 15 cm de didmetro usando como sustrato la mezcla de turba y
perlita antes descrita para la germinacion de las semillas. El sustrato se

humedecia completamente antes de trasplantar las plantas y se dejaban las
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plantas unos dias antes de empezar el tratamiento para permitir el
desarrollo radicular y la aclimatacion.

En los ensayos de estrés salino realizados en condiciones de cultivo
hidropdnico las plantas se transfirieron a las cubetas del sistema de cultivo
hidropdnico (Figura 10). Dicho sistema consta de grandes cubetas de fibra
de vidrio con capacidad para 150 litros de disoluciéon nutritiva. Las cubetas
disponen de unas tapaderas perforadas donde se sitlan las plantas
encajadas en unos soportes de plastico con algodén hidréfobo en su
interior. Cuando las plantas presentan un mayor desarrollo es posible guiar
las plantas a unos soportes situados sobre las cubetas. Las plantas se
distribuyen homogéneamente por la cubeta, siendo la capacidad maxima de
las cubetas de 40 plantas debiendo reducirse el niumero conforme aumenta
el tamafio y desarrollo de las plantas. Tras el transferir las plantas a
condiciones de cultivo hidropdnico se mantenian en condiciones control (sin
aplicacion de estrés salino) durante 48-72 horas para facilitar la
aclimatacion de las plantas y el correcto desarrollo del sistema radicular.

La disolucidn utilizada en esta condicion de cultivo es la misma
disolucién Hoagland al 50% antes mencionada (Tabla 5), a la que se le
afiaden distintas concentraciones de NaCl cuando se iniciaba el ensayo de
estrés salino (100 mM o 200 mM de NaCl). La aplicacion de la sal era
gradual afiadiéndola en 2 o 3 veces y se realizaba en los periodos de baja
iluminacidn que es cuando las plantas experimentan un menor grado
transpiracion para asi reducir en lo posible el choque osmético impuesto. Se
realizaba un control de las condiciones del cultivo mediante un seguimiento
del pH, la conductividad eléctrica (CE) y mediante el andlisis quimico

periddico, procediéndose al cambio de la disolucidon cada vez que fuera
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necesario pero como minimo una vez por semana. Esta disolucién era
convenientemente aireada mediante un burbujeo continuo suministrado por
un compresor Puska N-150-50, con un caudal de 115 L-min?, presidn
maxima 10 kg-cm™? vy capacidad de 50 litros. Las condiciones de
temperatura y humedad son las mismas que las indicadas mas arriba para

el cultivo en cdmara en condiciones controladas (Tabla 4).

,,'-'"‘

-

Figura 10. Aspecto general del sistema cultivo hidropénico sito en la camara de

cultivo en condiciones controladas.

3.6.2. Cultivo en invernadero

Los experimentos a largo plazo en condiciones similares a las etandar en
agricultura se llevaron a cabo en un invernadero situado en la finca
experimental del CEBAS-CSIC en la comarca de La Matanza, en el término
municipal de Santomera (Murcia). Es un invernadero de unos 1.000 m? de
superficie, completamente cerrado y dotado de ventiladores y un sistema de
cooling para la regulacion de temperatura, activdndose éste cuando la
temperatura alcanza los 24°C. El sustrato utilizado en los contenedores de

poliestireno, de un volumen de 32 litros y espacio para 6 plantas en cada

109



Materiales y Métodos

uno, es fibra de coco donde se trasplantaban las plantas desde semillero o
maceta (Figura 11).

El riego era suministrado por goteo, usandose goteros de caudal de 3
L-hora™. El marco de plantacién fue de 0,5x2 m? con un gotero cada dos
plantas. Las plantas se cultivaban entutoradas por el tallo principal,
eliminandose peridodicamente las yemas laterales, y se situaban enfrentadas
las plantas de un mismo gotero a cada lado del contenedor (Figura 11). La
fertilizacién estaba ajustada para el cultivo de tomate (Cadahia, 1995)

(Tabla 6).

Figura 11. Vista general de los contenedores de poliestireno con fibra de coco y
sistema de riego por goteo localizado utilizado para el cultivo del tomate en

invernadero.

Tabla 6. Composicidon de la solucidn nutritiva usada para el riego de las plantas en

el invernadero

Macronutrientes (mM)

N(NOs) | N(NH,') | P(PO,®) K* Ca*? Mg*?
12,0 0,5 1,5 7,0 4,0 2,0
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Micronutrientes (mM)

Fe+3 Cu+2 Mn+2 Zn+2 B+3
29-59 2-5 10-20 3-7 20-45

Se dispone de tres depdsitos de 2.000 litros de capacidad para
preparar las disoluciones concentradas de abonos y micronutrientes
(disoluciones madre) que posteriormente se adicionaban al agua de riego
en las diluciones adecuadas para alcanzar los niveles de nutrientes
deseados. Todos los abonos se preparaban al 5% de concentracién. Un
cuarto deposito contenia acido para regular el pH de la disolucién de riego,
mientras que en el quinto depdsito se preparaba la disolucién concentrada
de NaCl utilizada para los ensayos de estrés salino.

Las disoluciones finales de riego se preparaban en otros cuatro
depdsitos a partir de las disoluciones madres anteriores y anadiendo sal del
deposito de NaCl concentrado mediante un sistema de mezcla por inyeccidon
automatica, permitiendo el sistema hasta realizar cuatro tratamientos
salinos distintos. La regulacidon de la inyeccidén se lleva a cabo mediante la
medicién de CE. El agua de riego tenia una CE alrededor de 1 dS-m>, la
disolucién de riego en control 2 dS-m™, mientras que la disolucién utilizada
en el tratamiento salino de 100 mM de NaCl posee una CE de 12 dS-m™. Se
llevaban a cabo analisis quimicos periddicos tanto del agua utilizada como
de la disoluciéon de riego y del lixiviado producido por el riego para
comprobar que las condiciones de cultivo eran las deseadas. El control de
riego se realiza gracias a un autdmata controlado por un software,
variandose las condiciones segun la edad de la planta y las condiciones

ambientales.
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Las plantas se transportaban al invernadero y se trasplantaban
cuando habian desarrollado 7-8 hojas verdaderas, y tras un periodo de
aclimatacion a las condiciones del invernadero de entre 7 y 15 dias se

iniciaban los ensayos de estrés salino.

3.6.3. Ensayos de estrés salino

Para estudiar la respuesta al estrés salino de las plantas de la coleccién de
mutantes insercionales de tomate se llevaron a cabo ensayos a corto, medio
(céamara de cultivo de condiciones controladas) y a largo plazo
(invernadero). Como testigos se utilizaban plantas de tomate del mismo
cultivar utilizado para la mutagénesis (Moneymaker) pero sin transformar
(plantas WT).

En la respuesta a corto y medio plazo, el trabajo se desarrolld tanto
en condiciones de cultivo con sustrato (macetas) como en hidropdnico. El
nivel salino aplicado para los experimentos en camara de cultivo era de 200
mM de NaCl. La adicién de sal se hacia en dos pasos; primero se aplicaba
una dosis de 100 mM durante 24 horas y luego la definitiva de 200 mM con
el fin de minimizar el efecto del choque osmético de la sal en las plantas.

En los ensayos de estrés salino en condiciones de cultivo en
invernadero el trasplante se realizaba con 7-8 hojas. El tratamiento salino
se iniciaba entre 8 y 15 dias después del trasplante. El nivel salino utilizado
para los experimentos en invernadero fue de 100 mM de NaCl.

En todos los ensayos el tamafio muestral era de 12 plantas mutantes
y 12 WT en condicidn de estrés y el mismo nimero para cada genotipo en
condicion control a modo de comparacién para el seguimiento del impacto

del estrés.
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Figura 12. Aspecto general
del sistema de riego y del
invernadero donde se han
realizado los experimento a

largo plazo.

3.6.4. Ensayos de estrés hidrico

El estudio de la respuesta al estrés hidrico de las plantas mutantes en
respuesta al estrés hidrico se realizd tanto en cdmara de cultivo en
condiciones controladas como en invernadero. En ambos casos la aplicacion
del estrés hidrico se realizdé mediante ciclos sucesivos de

deshidratacion/rehidratacion.
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En camara de cultivo, las plantas mutantes y WT se cultivaron en
parejas en la misma maceta para asegurar que ambas estaban expuestas a
las mismas condiciones de deshidratacion y rehidratacion del sustrato, y por
tanto al mismo descenso de potencial hidrico del mismo.

Se utilizaron 10 parejas mutante-WT a las que se aplicaba el estrés
hidrico y otras 10 parejas que se mantenian en condicidn control,
periddicamente regadas. Se aplicaron tres ciclos de
deshidratacion/rehidratacién con un periodo de privacién de riego de tres
dias, después del cual se reiniciaba el riego durante dos dias antes de
comenzar el siguiente ciclo. Entre el cuarto y ultimo ciclo se aumentdé el
periodo de privacion de riego hasta conseguir la completa deshidratacion de
las plantas mutantes y WT y asi poder evaluar la recuperacion de ambas.

En cultivo en invernadero se aplicaron ciclos de deshidratacion de
mayor duracion entre 13 y 15 dias por ciclo, dejando 5 dias de recuperacién
entre cada tratamiento. En total, se realizaron 7 ciclos. Para ello se
utilizaron 12 plantas mutantes y 12 plantas WT para el tratamiento de
estrés hidrico en una linea de riego del invernadero destinada para este
objetivo, y otras 12 plantas de cada linea como control. Las plantas se
disponian en contenedores de poliestireno con fibra de coco como se ha
descrito anteriormente. Con el fin de asegurar las mismas condiciones de
cultivo para ambos genotipos, mutante y WT, se alternaron plantas

mutantes y WT dentro del mismo contenedor.
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3.7. Evaluacion fenotipica y fisiolégica

3.7.1. Parametros de desarrollo vegetativo de produccion

La evaluacién fenotipica de las lineas mutantes consistié en medidas del
peso fresco de la planta completa y del peso por separado de la parte aérea
y de la raiz. También se cuantificé cuando procedia la altura de la planta, la
longitud de la raiz, el nimero de hojas, y el peso y el nimero de frutos.
Estos datos se compararon siempre con testigos WT en las mismas

condiciones.

3.7.2. Contenido de agua
El contenido de agua se obtuvo por diferencia de peso fresco y seco
aplicando la féormula:
Contenido agua = (peso fresco-peso seco)/ peso seco
Para ello los materiales se pesaron al ser muestreados (peso fresco) y
se mantuvieron un minimo de 48 horas en una estufa a 70°C hasta
conseguir un peso constante (peso seco) (Figura 12). El contenido de agua

se expresa en mL H,0-g! peso seco.

3.7.3. Evolucion de la pérdida de agua de foliolos escindidos

Para analizar la capacidad de pérdida de agua de los foliolos del mutante se
procedié a cortar 10 foliolos de la tercera hoja de cada planta mutante y
WT, de similares dimensiones y se monitorizo periddicamente la pérdida de
peso del foliolo durante 24 horas. La pérdida de agua se expresdé como
porcentaje de pérdida de peso con respecto al peso inicial del foliolo. El
tamafo muestral estaba constituido por 10 foliolos procedentes de tres

plantas de cada genotipo (mutante y WT) en condiciones control de cultivo.
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Figura 13. Estufa usada para el secado de las muestras y material vegetal seco

para la determinacién de contenido de agua.

3.7.4. Procesamiento de las muestras para los analisis fisiolégicos

El procesamiento de las muestras obtenidas se realizaba por tres métodos
diferentes segun el tipo de andlisis a realizar: por digestion con mezcla de
acido nitrico/acido perclérico, y por centrifugacion para obtener un extracto
crudo a partir de material fresco.

Para la determinacion de los contenidos en iones se realizaba un
proceso de digestion de la muestras de material vegetal mediante el
siguiente protocolo: 100 mg de material seco (hojas, raiz, tallo) y molido se
depositaban en un tubo de vidrio al que se le afadian 10 mL de una
disolucion de HNO3:HCIO4 en proporcién 2:1 (v/v) que se introducia en un
digestor Block Digest (Selecta, Espafa) durante al menos 6 horas. Cuando
el material estd completamente digerido se retiran las muestras del digestor
y se enrasaban los tubos a 50 mL, se agitaba la mezcla y se transfiere a un

recipiente limpio para el analisis.
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Para la determinacion de los contenidos en azlcares y 4&cidos
organicos y del potencial osmotico, y también de iones en medio liquido, se
prepardé un extracto liquido obtenido directamente del material vegetal
fresco; este material vegetal (hojas, raiz, tallo) se introducia en una
cantidad suficiente (aprox. 8 g) en puntas de pipeta de 5 mL con una
pequena cantidad de fibra de lana de vidrio dispuesta en la punta a modo
de filtro. Esta punta se pesaba vacia (sélo con el filtro de lana de vidrio) y
llena (con el material vegetal).

Las puntas con el material se congelaban en nitrégeno liquido vy
posteriormente se dejaban descongelar durante 15 minutos antes de
introducirlas en la centrifuga, este proceso de congelacidn-descongelacion
permite la ruptura de las células liberando su contenido al exterior. A
continuacioén, las puntas se centrifugaban en una centrifuga Haerus
labofuge II (Haerus, Alemania) durante 15 minutos a 1.000 g y 4°C. El
volumen obtenido se recogia por duplicado en tubos de 1,5 mL y vuelto a
centrifugar a 14.000 g durante 15 minutos y 4°C en una centrifuga Sigma
2k15 (B. Braun, Alemania) recogiéndose el sobrenadante quedando en el
precipitado todas las impurezas y restos celulares. Se media el volumen de
estos extractos crudos finales liquidos y se conservaban -20°C hasta su

posterior analisis.

3.7.5. Determinacion de cationes

La medida de los cationes Na* y K* se realizd a partir de extracto vegetal
crudo o bien digestiones descritas anteriormente. Los andlisis se realizaron
en la Plataforma de Iondmica del CEBAS-CSIC mediante espectrometria de
emisidon optica de plasma acoplado inductivamente (ICP-OES, Iris Intrepid
II, Thermo Electron Corporation, EE.UU.).
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3.7.6. Relaciones hidricas

Para evaluar las relaciones hidricas de las plantas objeto de estudio se
analizé tanto el potencial hidrico como el osmético, que junto con el
contenido en agua nos permite estimar el estatus hidrico del material

vegetal.

3.7.6.1. Potencial hidrico

El potencial hidrico de las plantas se estimé mediante una camara de
presidn tipo Scholander (Soil Moisture modelo 3000, EE.UU) (Figura 13). El
método se basa en la medida de la salida de la savia del xilema de una hoja
o tallo; cuando la presion aplicada es suficiente para forzar la salida del
agua de las células vasculares, esta presidon sera igual al potencial hidrico
de las hojas. Para el célculo del potencial hidrico de cada planta se
realizaban medidas en tres foliolos de la tercera o cuarta hojas
completamente desarrollada. Las medidas siempre se realizan en el mismo
periodo de tiempo, tres horas a partir del inicio de la fase luminosa en
camara de cultivo o temprano por la mafana en el invernadero, y se

expresaron en MPa.
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Figura 14. Imagen de la toma de medidas de potencial hidrico con cdmara de

presion tipo Scholander.

3.7.6.2. Potencial osmoético

El potencial osmodtico se midid por el método crioscopico (depresién del
punto de congelacién) utilizando para ello un osmdémetro Osmometer
automatic (Roebling, Alemania) (Figura 15). El aparato utiliza dos
patrones, uno de agua destilada (valor 0) y otro de una disolucién de NaCl
de 300 mOsmol. Se utilizaban 100 pL de extracto crudo liquido preparado
como se ha descrito anteriormente para cada medida. La transformacion
desde mOsmol, que son las unidades que da el equipo, a MPa se realiza por

la equivalencia 400 mOsmol igual a 1 MPa.
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Figura 15. Osmoémetro Roebling utilizado para el analisis del potencial osmético.

3.7.8. Analisis de clorofilas y eficacia fotosintética
El contenido en clorofila del material vegetal se llevdo a cabo mediante un
medidor portatil SPAD-502 (Minolta, Kyoto, Japdén) que permite calcular
semicuantitativamente el contenido de clorofila mediante la medida de la
fluorescencia de la clorofila a dos longitudes de onda distintas; una a la que
absorbe la clorofila (650 nm) y otra longitud a la que no absorbe (940 nm)
pero que permite compensar el grosor de la hoja (Ling et al. 2011). El
aparato proporciona el contenido en clorofilas en unidades relativas
denominadas SPAD (Soil Plant Analysis Development, units) descrito por
Hoel y Solhaug (Hoel y Solhaug, 1998), que correlacionan con el contenido
en clorofila de la planta. Se realizan 4 medidas de la misma hoja,
analizandose un minimo de 6 plantas por linea y tratamiento

La determinacion de la eficacia del fotosistema II de la fotosintesis se
lleva a cabo mediante el analisis de la emisidn de fluorescencia de la

clorofila, haciendo uso de un fluordmetro portatil 0S-30 (ADC BioScientific,
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Reino Unido). El equipo da los resultados expresados como ratio Fv/Fm,
definido segun la siguiente formula:
Fv/Fm= (Fm-Fo)/Fm

Fv/Fm es la relacién entre la fluorescencia variable y la fluorescencia
maxima, el maximo rendimiento cudntico del fotosistema II. Fm es la
maxima intensidad de emision de fluorescencia en hojas adaptadas a la
oscuridad durante 30 minutos, e inducida por una fuente de excitacidon de
luz roja lejana (3.000 pmol-m™?-s*) durante 0,8 s. Fo es la intensidad de
fluorescencia minima producida por la exposicidén de la hoja a una fuente de
luz actinica (400 pmol-m™-s?) (Maxwell y Johnson, 2000).

Este parametro se correlaciona directamente con el numero de
centros de reaccidén del fotosistema II activos. Fv/Fm es una relacién que
mide la capacidad fotoquimica primaria del fotosistema II, que es
particularmente sensible a los factores inductores de estrés ambiental. La
relacién Fv/Fm suele encontrarse en un rango de 0.75 - 0.85 en plantas no
sometidas a estrés, y tipicamente disminuye ante una situacidon de estrés
antes que otros sintomas lleguen a manifestarse en la planta. El estrés
ambiental determina un descenso de esta relacién por lo que se utiliza para
cuantificar el grado de fotoinhibicion debido al estrés. Estos parametros de
emision de fluorescencia de la clorofila se utilizan rutinariamente para
evaluar el efecto de un estrés sobre la maquinaria fotosintética de las
plantas (Sayed, 2003). Se realizaron 6 medidas por cada genotipo (mutante

vs. WT) y condicion de cultivo (control vs. estrés).
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3.7.9. Determinacion de la conductancia estomatica, tasa de

transpiracion y tasa de asimilacion de CO, o fotosintética

La determinacidon de estos parametros clave para evaluar la capacidad de
transpiracion de la planta y el comportamiento de sus estomas, asi como la
tasa fotosintética, tan importantes en el mutante cuya caracterizacion es
objeto de estudio de esta Tesis Doctoral, se ha llevado a cabo mediante el
analisis IR de intercambio gaseoso hoja-atmédsfera (IRGA) haciendo uso de
un medidor portatil de fotosintesis CIRAS-2 (PP Systems Inc., Amesbury,
MA 01913, EE.UU.) (Figura 16).

Con este equipo se determinaron la conductancia estomatica (gs,
expresada en mmol H,O-m?Zs'), pardmetro que mide el grado de
apertura/cierre estomatico mediante la determinacién de la tasa de entrada
de CO,/salida de H,O por los estomas, la tasa de transpiraciéon foliar (E,
expresado mmol H,O-m™:s?), y tasa de fotosintesis neta o asimilaciéon de
CO2 (A, Pn, expresado como umol CO,-m™2-s™). Las condiciones del equipo
fueron las siguientes: la superficie foliar de medida fue de 1,7 cm?, el nivel
de CO, de referencia fue 480 ppm, la temperatura de la hoja en la camara
variaba entre 25,7 a 26,8°C, la velocidad del flujo de gas de la hoja en la
cdmara de medicidén fue de 195 mL-min™?, presién ambiental (1.010 mb) y
la densidad del flujo de fotones (energia de la radiacién fotosintéticamente
activa o PAR) 300 ymol-m~2-s71,

Las medidas se hacian diariamente y siempre a la misma hora y
sobre hojas con un desarrollo similar con unas condiciones de luz de 300
umol-m™2-s!, 40% de HR y 279C de temperatura. Las medidas se
realizaban siempre en estas condiciones con el fin de eliminar las posibles

variaciones debidas al ciclo circadiano de las plantas y no a la condicién
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experimental. Se utilizaron 6 plantas mutantes y 6 WT para las medidas en
plantas control y 6 plantas mutantes y 6 WT para las medidas en estrés

salino.

Figura 16. Fotografia de medidor portatil de intercambio gaseoso CYRAS-2

utilizado en este trabajo de tesis Doctoral.

3.8. Microscopia oOptica para determinacion densidad y grado de
apertura de estomas en plantas sometidas a estrés salino y hojas

tras tratamiento con acido abscisico

Con unas pinzas cortas de punta fina, se extrajeron entre 8 y 10 tiras de
tejido cuticular de la superficie adaxial de la epidermis de las hojas de
plantas mutantes y WT, segun se describe en Driscoll et al. (2006) (Driscoll
et al., 2006). Las tiras epidérmicas se montaron en un portaobjetos y se
incubaron en una soluciéon que contenia 60 mM KCl y 10 mM MES a pH de
6,15. Las imagenes se obtuvieron en un microscopio éptico Olympus SZX PT
en campo claro. El procesamiento de las imagenes y los andlisis
morfométricos se realizaron usando el sistema de analisis digital Imagel

desarrollado por el NIH (http://imagej.nih.gov/ij/index.html). Se contaron
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el niumero de estomas presentes en 5 imagenes digitales seleccionadas
aleatoriamente tanto de WT como del mutante.

Para los tratamientos con &cido abscisico (ABA) se incubaron entre 8
y 10 tiras de epidermis mediante inmersion en la solucidon anteriormente
descrita, en una primera fase en ausencia de hormona durante 2 horas, y
en una segunda en presencia de la hormona durante 3 horas, a las
concentraciones de 1, 2, 10 y 20 yM. Todo el proceso se realizd mediante
iluminacion artificial controlada (intensidad de radiacion PAR de 300
umol-m™-s!). El reactivo ABA utilizado en estos experimentos pertenecia a
Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, EE.UU.). La determinacidon de la apertura
estomatica se hizo por microscopia éptica como se ha descrito en el parrafo

anterior.

3.9. Analisis espacio-temporal de la expresion del gen delator uidA

mediante analisis histoquimico de actividad B-glucuronidasa

La expresién del gen delator que constituye la trampa de intensificadores
que contiene la cassette de T-DNA de los mutantes insercionales objeto de
estudio de esta Tesis es una herramienta muy util que nos puede permitir
inferir el patron de expresion del gen etiquetado, es decir, afectado por el
inserto T-DNA. En este programa de mutagénesis insercional se ha
utilizado el gen uidA como delator, que codifica para una enzima
B-glucuronidasa (GUS). La actividad de esta enzima se puede detectar
espacialmente en odrganos y tejidos vegetales mediante un analisis
histoquimico.

Para el andlisis de la expresidon espacio-temporal GUS se ha aplicado
el siguiente protocolo (Atarés et al., 2011) Cada una de las muestras de

material vegetal a analizar se dispuso en un pocillo de una placa
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multipocillos que contenia la solucién de tincion GUS con la composicion
indicada en la Tabla 6, y que contiene el sustrato cromogénico acido 5-
bromo-4-cloro-3-indol-B-D-glucurdnico (X-Gluc) (Campisi et al., 1999). Se
incuba el conjunto durante 24 h y posteriormente se procede a la
degradacion de la clorofila (Figura 17). Para ello el material vegetal se lava
sucesivas veces con etanol, un primer lavado en etanol al 70% vy los
siguientes con etanol puro hasta que se pierda completamente la clorofila
de los tejidos. Cuando esta suficientemente lavado la muestra se almacena
en una solucién de glicerol al 20%. Se examina la tincion GUS con un
estereomicroscopio SMZ1500 (Nikon, Japén) acoplado a una camara

fotografica Nikon D70.

Tabla 6. Composicion de la disolucion de tinciéon utilizada para el analisis

histoquimico GUS.

Reactivo GUS Concentracion
Tampédn Fosfato pH 7 50 mM

EDTA 10 mM

Triton-X 100 0,5 mg-mL™
Reactivo X-Gluc 1 mg-mL*
FeCN 0,5 mM
Metanol 20%
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W RS :
Figura 17. Imagen de preparacion de material vegetal para el analisis histoquimico

GUS para revelar el patréon de expresiéon del gen delator
3.10. Métodos de biologia molecular
3.10.1. Extraccion ADN gendémico

Para la extraccion de ADN gendmico se ha utilizado el protocolo de Rogers
(1985) (Rogers and Bendich 1985) modificado. 0,1 g de material vegetal
(hoja) se tomd y congeld en N, liquido en un tubo de 1,5 mL. Este material
se trituré mediante un pistilo estéril y se le afnadié el tampdn de extraccidon
(0,2% B-mercaptoetanol, 100 mM Tris-HCL pH 8, 50 mM EDTA, 500 mM
NaCl, 1% SDS).

Se incubd el conjunto a 65°C durante 5 minutos, y posteriormente se
adicioné 150 mL acetato potasico 5 M, se agitd la mezcla y se mantuvo
incubandose en hielo durante 15 minutos, para ser finalmente centrifugado
a 14.000 rpm durante 10 minutos a 4°C. El ADN que se localiza en el
sobrenadante se recogi®é y se precipitd6 con isopropanol a -20°C vy
centrifugacién durante 10 minutos a 14.000 rpm y 4°C. El precipitado se
lavaba varias veces con etanol al 70% a -20°C. Por ultimo se resuspendio el

precipitado en agua destilada estéril (25-50 pl).
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3.10.2. Cuantificacion de ADN y ARN

La concentracion del ADN vy ARN extraido se estimé6 mediante
espectrofotometria utilizando un espectrofotdometro NanoDrop ND-2000
(NanoDrop Technologies, EE.UU.) con los valores de absorbancia a 280 y
260 respectivamente. Las relaciones DO,g0/D05g0 Y DO260/D033¢ se utilizaron
para comprobar la calidad del extracto estimando la contaminacién de los
acidos nucleicos por proteinas y fenoles por el primer ratio, y por azUcares
por el segundo. Se considera que una extraccidn de ARN es de buena
calidad cuando el ratio DO,g,/D0O3g9 S€ encuentra préximo a 2,0 pero no

inferior a 1,8 y el DO,60/D033¢ Se encuentran entre 2,0-2,2.

3.10.3. Amplificacion por PCR

La determinacién de la presencia o ausencia de los genes marcador de
seleccion (nptIl) y delator (uidA) en la planta se llevd a cabo mediante la
técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) utilizando un
termociclador Modelo CG1-96, Marca Corbett Research (Australia), con el fin
de amplificar las secuencias correspondientes a los anteriores genes,
utilizando cebadores especificos (Tabla 7). Para dicha amplificacion se
utilizé una mezcla de reaccidn con la composicidon que se sefiala en la Tabla
8.

Tabla 7. Cebadores utilizados para la amplificacion especifica de los genes

marcador de seleccién (nptIl) y delator (uidA).

ID Cebador Secuencia Amplicon
nptll F 5 -AGCCGAACTGTTCGCCAG-3
280 bp
nptlIl R 5" -GAAGAACTCGTCAAGAAGGCG-3°
uidA F 5 -ACTGAACTGGCAGACTATCC-3
UidA R 5 -CAATACTCCACATCACCACG-3 800 bp
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Tabla 8. Composicién de la mezcla de reaccidn para la amplificacion por PCR.

Componente Volumen Concentracion
Agua destilada-esterilizada 15 pl
Tampdn 10x (con Mg*?) 2 ul 1x
dNTP (10 mM) 0,8 pl 400 uM
Cebador A (20 pM) 0,5 pul 0,5 uM
Cebador B (20 uM) 0,5 pul 0,5 uM
Taqg polimerasa (5U* pl'™h) 0,2 ul 1U
Muestra de ADN 1l < 100 ng/reaccién
Volumen de reaccion 20 pl
95°C | 95°C
05:00 | 00:30 72°C|  72°C
60°C
5500 02:00| 05:00

00:30 4°C

X35

Figura 18. Programa de ciclos de reaccién de la PCR. La temperatura de

hibridacidén para nptiII es 60°C y para uidA es 55°C.

3.10.4. Electroforesis de acidos nucleicos en geles de agarosa

Se ha realizado segun Sambrook y Russell (2001). Los fragmentos de DNA,
procedentes de digestiones con enzimas de restriccion o de reacciones de
PCR, a partir de gDNA asi como de RNA total aislado, se separaron en geles
horizontales de agarosa del 0,8-2,0% (p/v), dependiendo del tamafo de los

fragmentos a separar. El tampdn utilizado fue el SB (Brody y Kern, 2004) y
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los geles se tifleron con una solucién de Bromuro de Etidio (50 pl-L™?)
durante 10-15 minutos que posteriormente se expusieron a luz UV para
visualizar las bandas. Las muestras de DNA o RNA se prepararon en tampon
de carga (sacarosa 8,33% (p/v), Azul de Bromofenol 0,04%, EDTA 0,017
M) para luego cargar en los pocillos del gel (10 pL). La separacidon
electroforética se realizd en el mismo tampdn utilizado para la preparacion

del gel, a voltaje constante (100 V) durante 60-70 minutos.

El tamafio de los fragmentos de interés se estimd por comparacion
con un marcador comercial (GeneRuler™ 100bp DNA lader, Thermo
Scientific). Los geles de agarosa fueron fotografiados realizé en una

estacion de analisis de imagen (Syngene, Cambridge, Reino Unido).

3.10.5. Extraccion de DNA, RNA y sintesis de DNA complementario

para analisis expresion génica por PCR cuantitativa en tiempo real

Para la extraccién de DNA gendmico (gDNA) se usa una modificacidon del
protocolo de extraccidon descrito por Rogers (1985). Se utilizé 0,1 g de
material vegetal congelado en N, liquido que se dispuso en un tubo de 1,5
mL y se molid6 mediante un pistilo estéril. Se le afadid el tampdn de
extraccién (0,2% B-mercaptoetanol, 100 mM Tris-HCL pH 8, 50 mM EDTA,
500 mM NaCl, 1% SDS) vy la solucién se incubd a 65°C durante 5 minutos,
tras lo cual se afadieron 150 mL acetato potadsico 5 M. Se sometié a
agitacion y se dejo incubar en hielo durante 15 minutos, para finalmente
centrifugar a 14.000 rpm durante 10 minutos a 4°C. El DNA que se localiza
en el sobrenadante se recogid y se precipitdé con isopropanol a -20°C,
manteniendo la solucidon durante 12 horas a -20°C y se centrifugd a 14.000

rpm durante 10 minutos a 4°C. El precipitado se lavd varias veces con
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etanol (70%) a -20°C. Por ultimo, se resuspendid el precipitado en agua
destilada estéril (25-50 pl).

La extraccion de RNA total se llevd a cabo a partir de 0,1 g de
material previamente congelado en N, liquido (almacenado a -80°C) con el
kit RNeasy® Plant Minikit (Qiagen) utilizando los reactivos e instrucciones
del fabricante. La cantidad y calidad del ARN extraido se estimd por
espectofotometria (Nanodrop® Spectrophotometer - Nanodrop
Technologies) a una longitud de onda de 260 nm y se comprobd su calidad
por electroforesis en gel de agarosa al 1%, siguiendo los protocolos
descritos en el Apartado 10.5.

Para la sintesis de cDNA se usdé el kit comercial iScript™ Revese
Transcription Supermix for RT-qPCR (BIO-RAD) partiendo de 100 ng de ARN
total y siguiendo las especificaciones del fabricante. Utilizandose un

termociclador Modelo CG1-96, Marca Corbett Research (Australia).

3.10.6. Analisis de la expresion génica por PCR cuantitativa a
tiempo real (RT-qPCR).
El analisis de la expresion génica se llevé a cabo por PCR cuantitativa a
tiempo real (RT-gPCR), con un equipo ROTORGEN 3000 (Qiagen, Holanda).
Para ello se utilizé el ADNc obtenido segun descrito en el apartado anterior
y se hizo uso del kit comercial Rotor-Gene SYBR Green PCR (Qiagen,
Holanda), siguiendo las instrucciones del fabricante.

La mezcla de reaccién para la amplificaciéon se describe en la Tabla
7, y el programa de ciclos para la amplificacién se presenta en la Figura
19. Consistiendo en una desnaturalizacidon a 95°C durante 30 segundos, el
annealing a temperatura entre 55°C y 60°C y la elongacion a 72°C durante

2 minutos. Este ciclo se repite 35 veces.
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Tabla 7. Composicion de la mezcla de reaccion para la amplificacion por PCR

Componente Volumen Concentracion
Agua RNase-free 9 ul
MasterMix 2x 12,5 pl 1x
Cebador A (20 uM) 1,25 pl 1 uM
Cebador B (20 uM) 1,25 pl 1uM
Muestra de ADNC 1yl < 100 ng/reaccién
Volumen de reaccion 25 ul
952C 952C
05:00 00:05
60°C
00:30
4eC
x40

Figura 19. Programa de ciclos y de temperatura de reaccion de la RT-qPCR.

Una vez concluido la segunda etapa del programa de amplificacion se
obtuvieron los datos necesarios para cuantificar la expresidn de los genes a
tiempo real. La expresion relativa del gen se calculd mediante el método 2~
ARCt (Livak y Schmittgen, 2001) que utiliza la siguiente férmula:

-AACt = -(-ACt problema- ACt control)

Donde Ct es el ciclo en el que la florescencia de la muestra excede de
un valor umbral seleccionado, es decir, el ciclo en el cual el sistema
comienza a detectar el incremento de la sefial asociada con el inicio de la

fase exponencial de la senal de fluorescencia y cuyo valor sera
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inversamente proporcional a la cantidad de ADNc. ACt problema
corresponde al valor umbral para el mutante y ACt control al valor umbral
para WT.

Para la normalizaciéon y como referencia se utilizé la expresién del gen
de tomate EFla (Elongation Factor 1a accesidon de GenBank AB061263) y
como control negativo se utilizd mezcla de reaccion sin afadir ADNCc.

Se disefiaron cebadores especificos para la cuantificacion de la
expresion de los distintos genes de interés a partir de las secuencias de
unigenes disponibles para tomate en Sol Genomics Network
(http://solgenomisc.net/). Todos los cebadores fueron sintetizados por Life
Technologies (Madrid, Espafia) y se calculd la eficiencia cada pareja (Tabla
8) mediante el método de diluciones seriadas de las muestras para obtener
el valor de la pendiente de la recta que resulta de representar Ct/Log Input
(Eficiencia = 10 (-1/slope) - 1)

Tabla 8. Cebadores para PCR cuantitativa en tiempo real utilizados para la

cuantificacion de la expresion de los genes

LeEF1a-F GACAGGCGTTCAGGTAAGGA 119 99,8
LeEF1a-R GGGTATTCAGCAAAGGTCTC

SIMYB2-F TGTGGGAACATCACAATTCC 80 99,9
SIMYB2-R TGTTGGAGTCCCTGTCGATT

SISOS1-F TCGAGTGATGATTCTGGTGG 129 107
SISOS1-R GACGCCTTTCCACACTCTGAT

SIHKT1.1-F | TCTAGCCCAAGAAACTCAAAT 178 107
SIHKT1.1-R | CTAATGTTACAACTCCAAGGAATT

SIHKT1.2-F | TGAGCTAGGGAATGTAATAAACG 188 97
SIHKT1.2-R | AGAGAGAAACTAACGATGAACC

3.11. Tratamiento estadistico
Los analisis estadisticos se llevaron a cabo aplicando los métodos
estandarizados que ofrece el programa informatico SPSS 21.0. Los

resultados se expresaron como media * error estandar (ES) y se
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sometieron a un anadlisis de varianza (ANOVA) para comprobar si habia
diferencias significativas entre medias. En el caso de haberlas se aplico el
test de la LSD (test minima diferencia minima) considerando un nivel de
confianza de p<0,05 (5%) para identificar dichas diferencias entre varias
medias. En el caso de estudiar si habia diferencias significativas entre pares
de medias se aplicd el test t de Student considerando también un nivel de

confianza de p<0,05.
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4. Resultados

4.1. Identificacion de mutantes afectados en el desarrollo

vegetativo y en la respuesta al estrés salino

Dentro de un proyecto coordinado que se viene desarrollando desde hace
unos anos entre los grupos de Mejora Biotecnoldgica dirigido por el Prof.
Vicente Moreno (IBMCP-UPV, Valencia), de Biologia Molecular dirigido por el
Prof. Rafael Lozano (Universidad de Almeria) y el grupo de Estrés Abidtico
del CEBAS, se han generado dos colecciones de lineas T-DNA de tomate
(Solanum lycopersicum) a partir de los cultivares Moneymaker y P73. El
interés de estas colecciones es doble, ya que permiten identificar genes
implicados en procesos del desarrollo vegetativo (arquitectura de la planta)
y reproductivo (flor y fruto), asi como genes implicados en la tolerancia a

los estreses salino e hidrico.

La primera parte de este trabajo fue la identificacién y preseleccion
de mutantes de interés afectados tanto en el desarrollo como en la
tolerancia a salinidad, bien dominantes mediante el fenotipado en Ia
poblacion TG1 (plantas directamente transformadas) o recesivos si el
caracter se presentaba en la generacion TG2. Para llevar a cabo la
identificacion de mutantes, las diferentes lineas se cultivaban en
condiciones sin estrés y con salinidad, con el objetivo de diferenciar los
mutantes afectados en el desarrollo, en la tolerancia a salinidad, o en
ambos caracteres. Después de evaluar mas de 150 lineas de la coleccion
generada a partir del cv Moneymaker, se preseleccionaron 10 lineas que
presentaban diferentes alteraciones en el desarrollo y/o tolerancia a

salinidad. Una descripcion resumida de estas lineas se presenta a
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continuacion, asi como los fenotipos mutantes identificados en cada linea

(Figura 20).

138

60ETMM. Es un mutante recesivo sensible al frio. Se identifico en la
poblaciéon TG2 en condiciones de cultivo de invierno en invernadero,
donde se observd una segregacion 3 WT:1Mutante. El mutante
presenta un fenotipo antocianico donde se llega a producir una
degradacion total de la clorofila. Aunque el desarrollo de los frutos
era muy pequefo y practicamente no producian semillas, se
consiguid obtener la linea homocigota para la mutacion. Esta
mutacién no estd asociada al T-DNA.

73ETMM. Es un mutante recesivo que presenta un alto grado de
clorosis en sus hojas. Las plantas de fenotipo mutante presentan un
retraso en el desarrollo de la parte aérea y raiz debido
fundamentalmente a los menores contenidos de clorofila y menor
capacidad fotosintética.

232ETMM. Este mutante recesivo se selecciond inicialmente por ser
completamente albino. In vivo, la mutacion era letal al estadio de
cotileddén, e in vitro se mantenia el desarrollo del mutante mediante
su cultivo en un medio MS enriquecido con sacarosa. Sin embargo,
también se observd que el mutante segregaba para tolerancia a la
salinidad. La caracterizaciéon de este mutante se ha realizado por otro
miembro del grupo.

254ETMM. Las caracteristicas fenotipicas de este mutante eran muy
similares a las del mutante anterior, mutante albino y letal al estado
de cotiledon, y también mantenia el desarrollo en un medio MS

enriguecido en sacarosa.
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259ETMM. Es una mutacion recesiva, con una segregacion 3 WT:1M,
con hojas semicloréticas pero que revertian a fenotipo WT cuando las
plantas se desarrollaban en sal. La mutaciéon no esta asociada al T-
DNA.

309ETMM. Es una mutacion dominante que muestra un menor
desarrollo vegetativo, y especialmente se reduce el desarrollo
radicular. Debido probablemente al menor desarrollo radicular, el
mutante parece ser tolerante al estrés idnico inducido por Ia
salinidad, ya que el mutante acumula menos Na* en sus hojas que el
WT.

386ETMM. Es un mutante recesivo con alta sensibilidad a la salinidad
y a la sequia, aunque también segrega para desarrollo, ya que en la
poblaciéon segregante TG2 habia plantas con pérdida de dominancia
apical.

388ETMM. Se identifico como un mutante de sensibilidad a la sal en
TG2.

560ETMM. Es un mutante recesivo de desarrollo. El fenotipo mutante
muestra un alto grado de degradacion de clorofila y senescencia foliar
en cultivo de verano, mientras que en cultivo de invierno predomina
en el fenotipo mutante un alto nivel de antocianos. El mayor interés
de este mutante es que el fenotipo mutante parece revertir al menos
parcialmente con el estrés salino.

619ETMM. Es un mutante recesivo de desarrollo reproductivo. El
fenotipo mutante se caracteriza por alteraciones en los estambres,

produciéndose engrosamiento e incluso la maduracién de los mismos.
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Ademas de las lineas indicadas anteriormente, también se identifico
dentro de la coleccion de lineas T-DNA de Moneymaker el mutante 374

ETMM que mostraba sensibilidad a la salinidad. Este mutante se ha

seleccionado en este trabajo para llevar a cabo su caracterizacion.
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Figura 20: Fenotipo de las lineas T-DNA preseleccionadas por presentar
alteraciones en el desarrollo y/o tolerancia a salinidad dentro de la coleccién
generada a partir del cv Moneymaker. a) 73ETMM: linea clordtica. b) 232ETM: linea
albina con letalidad al estadio de cotiledébn que pueden crecer in vitro con
suplementacién de sacarosa. c) 259ETMM: mutante clorético que revierte
parcialmente su fenotipo en presencia de NaCl. d) 309ETMM: mutante con un porte
pequefio y una reduccidon del 70% en el crecimiento de la raiz. e) 560ETMM:
mutante con adelanto en la senescencia de las hojas e incremento en su contenido
en antocianos (derecha). f) 619ETMM: mutante con engrosamiento y maduracién
de los estambres. g) 60ETMM: linea antociandtica como respuesta a estrés por frio.
Invernadero (fotografia de la izquierda) y maceta (fotografia de la derecha). h)
698ETMM: mutante hipersensible a sal (derecha). i) 388ETMM: linea con caracteres
de sensibilidad a la sal en hoja. j) 386ETMM: mutante recesivo para salinidad y
déficit hidrico (derecho). k) 374ETMM: mutante altered response to salt stress 1

(ars1) sensible a salinidad y déficit hidrico (derecha).

4.2. El mutante ars1 (altered response to salt stress 1) identifica un

factor de transcripcion MYB.

El mutante 374 ETMM se identifico en la primera generacién (TG1). El
fenotipado en medio salino se realizd en plantas WT y mutante
desarrolladas en cultivo hidropdnico, y cuando las plantas tenian 8 hojas
completamente desarrolladas, se aplicé el tratamiento salino (200 mM de
NaCl) durante 20 dias. Las plantas mutantes mostraban mayor grado de
enrollamiento en sus hojas, pérdida de clorofila e incluso necrosis (Figura
21), lo que indica mayor sensibilidad a la sal que el WT. En base a su
fenotipo en medio salino, se denomind ars1 (altered response to salt stress
1). Ademas, la sensibilidad del mutante parecia estar asociada a una mayor
acumulacion de Na* en hoja. Asi, las concentraciones de Na* en raiz eran
similares en WT y mutante después de 14 dias de tratamiento, mientras
que la concentracion de Na* en hoja incrementaba significativamente en el

mutante, respecto a WT (Figura 21 d)).
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Na* (mmol kg-! PS)

Raiz Hoja

Figura 21: Identificacion del mutante sensible a la sal en TG1. Tanto las plantas
mutantes (ars1) como las Wild Type (WT) se cultivaron en hidroponia (solucién
Hoagland 2) y el estrés salino (200 mM) se impuso durante 20 dias cuando las
plantas tenian ocho hojas verdaderas. a) Fenotipos que aparecen en las plantas WT
(izquierda) y mutantes (derecha) al final del experimento. La sensibilidad del
mutante a la sal se observa en la necrosis de las hojas adulta (b) y en el
enrollamiento y la clorosis de las hojas jovenes (c), al compararlas con WT. d) La
concentracion de sodio se analizé en las raices y en las hojas jovenes después de

14 dias de tratamiento salino (medias+ SE de 6 réplicas).

Debido al interés que parecia mostrar el mutante, la etapa siguiente
fue obtener las siguientes generaciones (TG2 y TG3). Se utilizé el gen
marcador nptII para identificar las plantas sensibles a kanamicina
(acigotas), y tolerantes a kanamicina, donde estaban incluidas las

heterocigotas y homocigotas. Finalmente se identific6 en TG3 una linea
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homocigota para fenotipo y tolerante a kanamicina (linea 374-9 ETMM), con
la que se han llevado a cabo todos los experimentos de caracterizacion del

mutante.

Simultdneamente, el grupo de la UAL inicié la caracterizacion
molecular del mutante ars1. El nUmero de insertos de T-DNA presentes en
el genoma del mutante sensible a la salinidad se determiné mediante la
técnica de Southern Blot utilizando el gen nptII como sonda de marcaje.
Para ello, se utiliz6 DNA de la linea TG1 obtenida directamente del evento
de transformacion. Esta técnica de analisis molecular identificd que existia
una Unica copia de la construcciéon T-DNA en el genoma del mutante ars1
(Figura 22 a)). Mediante Anchor-PCR, el grupo de la UAL clond las
secuencias flanqueantes a la insercion del T-DNA, y estas secuencias se
compararon con las secuencias del genoma del tomate disponible
actualmente en la base de datos de SOL GENOMICS NETWORK

(www.solgenomics.net). Los resultados revelaron que el T-DNA estd

localizado en el cromosoma 1 e insertado entre el segundo intrén de un gen
que codifica para un factor de transcripcion del tipo MYB-like
(Solyc01g095030.2, SGN-U581870), aproximadamente 3 Kb aguas abajo
desde el posible sitio de inicio de la transcripcion. Ademas, un fragmento de
102 pb localizado entre la parte final del segundo intrén y la parte inicial del

tercer exdén habia sido eliminado durante la mutagénesis por T-DNA.

El gen etiquetado tiene 7781 pb y esta formado por 8 exones que se
transcriben en un mMRNA de 1545 pb que contienen un Unico marco abierto
de lectura de 996 pb. Codifica una proteina cuya estructura primaria es de

331 aminoacidos, que contiene un dominio de unién a DNA localizado entre
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los aminoacidos de la posicion 66 y la 116 y con gran similitud con el
dominio de la clase SHAQKYF (pfam00249) o SANT (smart00717). A través
de la plataformaTagger Prediction del Tomato Functional Genomics

Database (www.ted.bti.cornell.edu) se realizé el analisis de la secuencia

gendmica de ARS1 identificAndose la presencia de un posible elemento de
respuesta a miR156/miR157 en la region 5 UTR del gen, localizado a 68 pb
aguas arriba del sitio de inicio de la transcripcién y de un posible elemento
de respuesta a ABA, localizado también en la misma regidon gendmica

(Figura 22 b)).
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Figura 22: Caracterizacidon genética y molecular del mutante de tomate arsi. a)
Southern blot para detectar la presencia del T-DNA utilizando el gen nptII como
sonda en la planta TG1. La presencia de un solo fragmento de restriccion de nueve
kilobases al utilizar la enzima de restriccion BamHI y de una kilobase, con EcoRI
(1Kb) nos indica la existencia de una unica insercién de T-DNA en el genoma del
mutante ars1. b) Organizacién gendmica del gen ARSI y posicion del inserto de T-
DNA en el genotipo de arsl1. Los exones se representan como cajas de color negro y
los intrones como una raya horizontal. Las cajas rayadas representan secuencias
con una gran homologia con dominios SANT y MYB. Las cabezas de flecha indican
los lugares de anealing de los cebadores utilizados para la caracterizacion del
mutante. En el extremo 5 (caja verde izquierda) aparece una region no traducida
de elementos de respuesta a ABA (linea negra vertical) y a miR156/miR157 (linea

negra discontinua).

La comparacion de la proteina codificada por ARS1 con la informacién
disponible en bases de datos de proteinas dio como resultado que
presentaba una gran similitud con otras plantas cuyas proteinas poseian
dominios SHAQKYF/MYB-like. Y en concreto con otros miembros de la
familia Solanaceae tales como Cestrum nocturnum y Nicotiana tabacum. El
estudio filogenético de ARS1 y de todas las proteinas MYB identificadas en
Arabidopsis, indicaron que la proteina con mayor homologia con ARS1 era
AT5G52660 que presentaba un 54% de identidad de secuencia y un 64% de
similitud de secuencia (Figura 23 a)). Esta proteina de Arabidopsis se
habia clasificado dentro de la subfamilia CCA1 like de proteinas relacionadas
con MYB. Ademas de estar relacionada filogenéticamente con proteinas MYB
de Arabidopsis, ARS1 presentaba gran homologia con OsI_08476. Esta
Ultima es una proteina MYB de arroz que forma una agrupacion especifica
con AT5G52660, cuando ambos son analizados filogenéticamente (Figura
23 b)). La elevada coincidencia en la homologia de los dominios
conservados de las proteinas de tipo CCA1-like, incluyendo ARS1 de tomate

y OsI_0876CC de arroz, se ha comprobado tras multiples alineamientos
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entre dominios MYB-like y dominios adyacentes ricos en fésforo
caracteristicos de las proteinas que pertenecen a esta agrupacion

filogenética.

Finalmente, se comprobé si habia co-segregacidn fenotipo — genotipo
mediante el analisis fenotipico y genético de 14 plantas TG2 de la poblacion
segregante desarrolladas en estrés salino (200 mM NaCl) durante 20 dias.
El genotipado era analizado por PCR con los cebadores especificos del gen
ARS1 y del T-DNA (Tabla 3). La segregacién fenotipica corroboraba que la
mutacién era dominante, obteniendo una segregacion fenotipica de 11
individuos con fenotipo mutante y 3 con fenotipo WT (x*4 = 0,10,
P<0,001). Estos datos de segregacién fenotipica se correlacionan con el
genotipo de las plantas TG2, obteniéndose 3 plantas azigotas, 8

hemizigotas y 3 homozigotas (Figura 24 a)).

El fenotipo mutante era similar al que se habia observado
anteriormente en TG1, aunque en este ensayo las plantas se cultivaron en
sustrato de turba, donde la velocidad de absorcidn de la solucion salina es
menor que en el ensayo con TG1 realizado en cultivo hidropdnico. Asi, a los
12 dias de tratamiento se observé mayor enrollamiento de las hojas en las
plantas homocigotas, comparadas con las azigotas, y una mayor clorosis a
los 20 dias de tratamiento (Figura 24 b)). Estos resultados confirman que
el gen etiquetado e interrumpido por el T-DNA es el responsable del

fenotipo mutante.
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Figura 23: a) Arbol filogenético utilizando MEGAS y alineamiento con Clustal-X. En
negrita se destacan proteinas de tipo R1 implicadas en resistencia a estrés salino

tanto en arroz como en patata. Todas las proteinas que forman parte del grupo de
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CCA1-like se localizan agrupadas en el mismo clado, incluyéndose la proteina ARS1
(en negrita). La escala indica el tanto por ciento de sustituciones. b) Alineamiento
multiple de la secuencia conservada del MYB-like y de los dominios adyacentes
ricos en P de las proteinas CCA1-like que aparecen en la gréfica a). La flecha indica
el lugar donde el T-DNA cambia el marco de lectura de ARS1, provocando un
cambio en la traduccién que produce 3 nuevos residuos aminoacidicos (VVC) y un
codon de parada antes del dominio SHAQKYF.

En base a los resultados obtenidos en TG1l, en este ensayo se
considerd interesante analizar la acumulacion de Na* en la 22 hoja
completamente desarrollada de cada una de las plantas TG2 (Figura 24
c)). La concentracion de Na® en hoja también cosegrega con el genotipo de
las plantas TG2 (Tabla 3), como se observa al calcular los valores medios de
Na® en las plantas azigotas (similares al WT), hemizigotas (incrementa un

50%) y homozigotas (incrementa un 100%).
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Figura 24: Andlisis de co-segregacion fenotipo-genotipo de plantas TG2
cultivadas en presencia de NaCl (200 mM) durante 20 dias. a) El genotipado de
14 plantas TG2 se realizé por PCR utilizando los primers especificos para ARS1 y
el T-DNA. Acigotas (a), hemicigotas (h) y homocigotas (H). b) Las plantas
homocigotas muestran mayor enrollamiento en las hojas después de 12 dias de
tratamiento salino y un incremento de la clorosis a los 20 dias de tratamiento. c)
La sensibilidad del mutante asrl estaba asociada a la elevada acumulacion de
Na* en la hoja tras 20 dias de tratamiento salino. Se presentan los valores

medios £ ES de 14 plantas WT, 3 acigotas, 8 hemicigotas y 3 homocigotas.
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4.3. Fenotipo del mutante ars1 en condiciones sin estrés

La caracterizacion fenotipica del mutante en condiciones sin estrés (control)
se ha realizado a diferentes estados de desarrollo, desde el estado de
plantula hasta completar el ciclo vegetativo (Figura 25), tanto en camara
de condiciones controladas como en invernadero. El mutante arsl muestra
un fenotipo similar al del WT en todas las condiciones y estados de
desarrollo vegetativo. Respecto al desarrollo reproductivo, el mutante
tampoco presentaba ninguna alteracién debido a la anulacién del gen ARSI,
tal como se demuestra en las fotos representativas de las flores y frutos de

WT y mutante (Figura 25 b)).

a)
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Figura 25: El desarrollo vegetativo y reproductivo no esta alterado en el mutante
nulo ars1 cuando las plantas se desarrollan sin estrés. a) Desarrollo vegetativo en
condiciones controladas. b) Desarrollo vegetativo y reproductivo en condiciones

naturales (invernadero).

4.4. Caracterizacion del mutante ars1 a la salinidad

Para llevar a cabo la caracterizacion del mutante, se realizé un experimento
con plantas WT y la linea homocigota (TG3) del mutante en invernadero. El
tratamiento salino (100 mM NacCl) se aplicé cuando las plantas tenian 10
hojas desarrolladas. El estrés salino provocaba clorosis en las hojas del
mutante a los 30 dias de tratamiento (DTS), y estos efectos aumentaban
hasta necrosis y senescencia de las hojas a los 60 DTS (Figura 26 a)). El
rendimiento en fruto se estimé mediante varias recogidas semanales,
observando que no hay diferencias entre WT y mutante en condiciones sin
sal, mientras que el mutante reducia significativamente su produccién en
condiciones salinas (Figura 26 b)). La reduccién del rendimiento en el
mutante se debia principalmente al niumero de frutos, ya que se reducia un
45% respecto al WT, mientras que en el peso medio solo se observé una

tendencia a decrecer en el mutante que no llegaba a ser significativa.

4.4.1 Analisis de la expresion espacial del gen ARS1.

El patron de expresidon espacial del gen se analizé por RT-qPCR en tejidos
vegetativos y reproductivos de plantas WT y mutante desarrolladas sin y
con sal durante 7 DTS (Figura 26 c)). Las partes de la planta analizadas
fueron: raiz, la 32 hoja completamente desarrollada, flores en antesis y
frutos verdes. La expresion del gen ARS1 no se detectd en ninguno de los
organos analizados del mutante, indicando que el mutante arsl es un

mutante nulo, tal como se esperaba de acuerdo con los cambios en la
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secuencia de la proteina ARS1 inducida por la insercion del T-DNA (Figura

22 b)).

En WT, los niveles de expresién eran similares en los diferentes
organos analizados de las plantas control, excepto en flores, donde la
expresion del gen ARS1 era alrededor de ocho veces mayor que en los
organos restantes. En medio salino, la expresion del gen solo incrementaba
significativamente en hoja, mientras que en los restantes o6rganos los

niveles eran similares en control y sal.

4.4.2. Caracterizacion fisiologica

En este experimento se analizaron los cambios en la acumulaciéon de Na* y
conductancia estomatica (gs) de la hoja, medida indicativa de la pérdida de
agua por transpiracion, a lo largo del periodo de tratamiento salino. Tal
como se observé en los ensayos llevados a cabo en TGl y TG2, la
acumulacién de Na* era mucho mayor en la linea homocigota del mutante

que en el WT después de 30 y, especialmente, 50 DTS (Figura 26 d)).

A los 30 DTS, se tomaron medidas de g5 al amanecer y después de 2
h de luz, puesto que gs varia a lo largo del periodo de luz y los estomas
tienden a cerrar durante la noche y abrir durante el dia (Figura 26 e)). En
ambas condiciones, control y sal, las hojas de las plantas WT y mutante
tenian valores de gs similares al amanecer, lo que indica que el mutante
cierra los estomas a la misma extensién que el WT en oscuridad. Sin
embargo, después de 2 h de luz, los valores de WT y mutante eran
similares solo en control pero no en sal, donde se duplicaba el valos de gs
en el mutante respecto al WT. Las diferencias entre los valores de g; en WT

y mutante se mantenian a los 50 DTS, como se muestra en la evolucién de
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gs entre 2 y 5 h de luz (Figura 26 e)). Segun estos resultados, la
desregulaciéon estomatica observada en el mutante es provocada por la
salinidad, y ademas parece ser independiente del ciclo circadiano de la

planta.

Finalmente, se analizd la densidad estomatica en hojas procedentes
de plantas control y sal, puesto que gs es dependiente del numero de
estomas. No hay diferencias significativas entre WT y mutante ni en las
hojas control ni en las procedentes de plantas desarrolladas en sal (Tabla
9), lo que indica que el incremento en gs encontrado en el mutante en
medio salino no se debe a las diferencias en el nimero de estomas entre
WT y mutante, sino mas bien a la extensidon a la que el mutante abre sus

estomas en estrés.

Tabla 9: Densidad estomatica (mm-2) en las hojas del mutante ars1 y del WT,
tanto en control como en salinidad (100 mM). Las mediciones de cada genotipo y
condicién se desarollaron en cinco muestras de diferentes hojas recogidas de tres
plantas distintas. Los valores se expresan como media * SE, sin que se

encontraran diferencais significativas.

Genotipo Control Sal
WT 235,17+23,48 | 204,33+14,65
arsl 269,18+21,65 | 254,90+22,80
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Figura 26: El mutante con anulacién de funcién arsl muestra sensibilidad a la sal
en un experimento a largo plazo. El estrés salino (100 mM) se aplicé cuando las
plantas tenian diez hojas verdaderas. a) Las fotos son representativas del fenotipo
aparecido en ocho plantas por tratamiento desde el primer mes hasta el segundo.
b) Rendimiento en fruto de la linea WT y de ars1 tanto en control como en sal al
final del experimento. c) Respuesta de la expresion espacial del gen ARSI en
diferentes organos de la planta tras 7 dias de crecimiento en sal y en control.
(Raices, la tercera hoja completamente desarrollada, flores en antesis y Frutos
verdes). d) Evolucion de la concentracion de Na* en las hojas de WT y del mutante
durante los primeros 50 dias. e) Conductancia estomatica medida en las hojas de

WT y de arsl tanto en control como tras 30 dias en tratamiento salino. Las

154



Resultados

mediciones se realizaron al amanecer y 2 horas después. f) Evolucion de la
conductancia estomatica entre las 2 y 5 primeras horas de la mafana. Se utilizaron
plantas de WT y arsl que habian crecido en condiciones control y otras que
llevaban 50 dias en sal. Los valores representan la media =SE de ocho plantas por
lineas y tratamiento. Los asteriscos indican diferencias significativas entre el control

y el estrés o entre las plantas del mutante y WT (P < 0.05).

4.5. Cambios fisiologicos implicados en la sensibilidad a la sal del
mutante ars1

Los resultados fisioldgicos a largo plazo mostraban que tanto la homeostasis
idnica como la osmdtica estaban alteradas en el mutante, pero no se podia
precisar si ambos procesos eran independientes, o bien si la alteracién de
uno de ellos provocaba los cambios en el otro, es decir si la alteracion del
transporte de Na* a la parte aérea en el mutante estaba afectando al cierre
estomatico, o era mas bien a la inversa, si el menor cierre estomatico del
mutante en condiciones salinas inducia un mayor transporte de Na* a la
parte aérea via transpiracion. Con el objetivo de dilucidar cual es el principal
cambio fisioldgico responsable del fenotipo mutante, se realizé un
experimento en cultivo hidropdnico, donde la velocidad de absorcion y
transporte de iones es muy alta. El tratamiento salino (200 mM NaCl) se
aplicdé cuando las plantas habian desarrollado 10 hojas verdaderas con el fin

de analizar la distribucidon de Na™ a lo largo de la parte aérea.

4.5.1 Analisis de la expresion temporal del gen ARS1.

En primer lugar, se analizd la expresion temporal del gen en hojas de
plantas WT durante 7 DTS (Figura 27 a)). Los niveles de transcritos
incrementaban significativamente desde el primer dia de tratamiento salino
y alcanzaban un nivel incluso mayor después de 7 DTS, lo que pone de

manifiesto que la expresién de ARSI no solo se induce durante las primeras
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fases de estrés salino, sino que se mantiene al aumentar el periodo de

tratamiento (Tabla 3).

4.5.2 Cambios inducidos por la salinidad en la apertura estomatica

Con el objetivo de comprobar si las alteraciones de gs y transpiracion (E) en
el mutante tenian lugar desde la imposicion del estrés, en este ensayo se
analizaron ambos parametros después de solo 1 DTS (Figura 27 b)).
Mientras que en condiciones control no habia diferencias entre WT vy
mutante, en medio salino los valores de gs y E eran significativamente

mayores en el mutante que en WT.

En base a estos resultados, se midid la apertura estomatica y el
nimero de estomas abiertos en hojas de plantas WT y mutante
desarrolladas en control y estrés salino durante 3 y 7 DTS (Figuras 27 c) y
d)). Mientras que los valores de apertura estomatica eran similares en WT
(11,48 £ 0,1 pm) y mutante (11,76 £ 0,1 pm) en condiciones control, la
salinidad inducia un incremento de la apertura estomatica en el mutante a
los 3 DTS y esta diferencia se mantenia a los 7 DTS. Ademas, el porcentaje
de estomas abiertos era entre 3 y 4 veces mayor en el mutante que en el
WT después de 3 y 7 DTS. Estos resultados corroboran que la sensibilidad
del mutante estd relacionada con una menor capacidad para cerrar los

estomas en respuesta al estrés salino, como se observa en la Figura 27 d).

4.5.3 Cambios inducidos por la salinidad en las concentraciones de
Na*, K* y Ca?*.

Puesto que la mayor apertura estomatica del mutante podria estar
provocando un mayor transporte de Na* a la parte aérea, se analizd la

distribuciéon de Na™ en las plantas después de 10 DTS (Figura 27 e)). En
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raices, no habia cambios significativos en la concentracion de Na* de WT y
mutante (2260 £ 55 y 2179 £ 174 mmol kg-1 PS, respectivamente). Sin
embargo, la concentracion de Na* incrementaba en el tallo medio y superior
del mutante, respecto a WT, y esta mayor acumulacién en el tallo iba
acompafiada de una mayor acumulacion en las hojas medias v,

especialmente, en las superiores.

A pesar de la alta acumulaciéon de Na* en las hojas del mutante, sin
embargo no habia cambios significativo en las concentraciones de K*, y por
tanto los cambios en la relacion Na*/K* se debian principalmente a Na®,
aunque solo se alcanzaban diferencias significativas en algunas de las hojas

analizadas (Figuras 28 a) y b)).

En este ensayo también se analizo la distribucidon de Ca®* en las hojas
(Figura 28 c)), observando que los niveles de Ca?" también estaban
afectados en el mutante, ya que en la mayoria de las hojas se reducia la

concentraciéon de Ca®* en el mutante en comparaciéon con WT.
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Figura 27: a) Analisis cuantitativo de la respuesta de arsi. Comparacién en cada
tejido del nivel de expresion segun el tratamiento aplicado. Para ello, se ha dividido
el AACt del tejido en condiciones de salinidad entre el AACt del tejido en
condiciones control. Asi podemos decir que en hoja, éste factor de transcripcién
MYB se expresa aproximadamente 3 veces mas en condiciones de estrés salino que

en condiciones normales. b) Tabla del estudio a corto plazo de la respuesta del
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mutante ars1 a la salinidad. Al igual que ocurre en el experimento a largo plazo, la
conductividad y la evapotranspiracidon del mutante no se diferencian de las del WT
cuando se cultiva en condiciones control. Sin embargo, a 200 mM de NaCl tanto la
conductividad como la evapotranspiracidon, son mayores en arsl que en la linea
silvestre. c) Valores de la apertura estomatica relativos al valor inicial y nimero de
estomas abiertos en respuesta a la sal. Datos en porcentaje. d) Microfotografias de
los estomas abaxiales de las hojas del mutante y del WT, cultivadas en tanto en
control como tras 3 dias en estrés salino (200 mM de NaCl). Se utilizaron entre 8-
10 tiras epidérmicas para cada tratamiento. e) Acumulacion de Na* en medio
salino. En la grafica de la izquierda se representa el papel del tallo en el
almacenamiento del ion toxico y en la derecha representa la distribucién de las
hojas después de 10 dias de tratamiento salino. Los asteriscos indican diferencias

significativas entre WT y mutantes para p<0.05.
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Figura 28: a) Contenido de K*. b) Relacién Na*/K*. c) Contenido de Ca’* en las

hojas de las plantas WT y ars1.

4.6. Caracterizacion del mutante ars1 a estrés hidrico

Puesto que la salinidad ademas del estrés idnico provoca también un déficit
hidrico similar al que se produce en condiciones de sequia, se estudié la
respuesta comparativa de WT y mutante al estrés hidrico con el objetivo de
comprobar si la anulacién del gen ARS1 también alteraba la transpiracion en
condiciones de sequia. Al estado de desarrollo de 8 hojas verdaderas, las
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plantas eran sometidas a cuatro ciclos sucesivos de deshidratacion,
mediante cese del riego hasta marchitez y posterior rehidratacién. Ademas,
en cada maceta habia una planta WT y otra mutante con el fin de que no
hubiese diferencias en el estado de hidratacion del sustrato; de este modo
se consigue que las diferencias se deban exclusivamente a las lineas y no a

otros factores no controlados.

En los diferentes ciclos de deshidratacién se observé que el mutante
se deshidrataba mas rapidamente que el WT, tal como se observa en una
de las fotos representativas (Figura 29 a)). Ademas, cuando se estimé la
biomasa (al final del 4° ciclo), no se encontraron diferencias en la biomasa
vegetativa, mientras que si habia una mayor reduccién en el rendimiento en
fruto del mutante (Figura 29 b)), y ello a pesar de que solo habian
fructificado las dos primeras inflorescencias cuando se dio por finalizado el
ensayo. Estos datos sugieren que el mutante es sensible al estrés hidrico,
aunque los efectos negativos inducidos por el estrés son menores en estrés
hidrico que en estrés salino debido a que en este caso el proceso fisioldgico
afectado solo puede ser la pérdida de agua por transpiracién pero no la

toxicidad iénica, como en el caso de salinidad.

4.6.1. Pérdida de agua en foliolos escindidos

Una técnica sencilla para detectar diferencias en la pérdida de agua de las
hojas es mediante la escision y pesada de las mismas. Justo antes de
empezar a aplicar el estrés hidrico, se cortaban foliolos de WT y mutante y
se pesaban a intervalos de 30 minutos durante 8 horas. En la Figura 29 c)
se observa que los foliolos de arsl1 se deshidrataban mas rapidamente que

los del WT desde los primeros 30 minutos y continuaban perdiendo agua
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durante las 8 horas siguientes, lo que esta relacionado con el mayor grado

de deshidratacion observado en las plantas mutantes después de cortar el

riego.
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Figura 29: El mutante arsl estd afectado por estrés hidrico. a) Fotografias
representativas de plantas WT y mutante después de 3 dias sin riego durante el 3°
ciclo de deshidratacién. b) Biomasa vegetativa y reproductiva al final del 4° ciclo de
deshidratacion. c) Pérdida de agua en hojas escindidas de WT y mutante justo
antes de empezar a aplicar el estrés hidrico. Las medidas eran tomadas en
intervalos de 30 minutos durante 8 horas. Los valores se han expresado como
porcentaje de pérdida de agua en relacion con el peso fresco a tiempo 0. Valores
son la media = ES de 6 plantas individuales por linea. * Diferencias significativas
entre WT y mutante (P< 0.005).
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4.6.2. Conductancia estomatica y transpiracion a lo largo del ciclo

de deshidratacion

Se midié gs y E en la 22 hoja completamente desarrollada de plantas WT y
mutante durante los primeros 4 dias de cese del riego del 2° ciclo de
deshidratacion. En las plantas que se mantenian con riego (control), los
valores de gs y E eran similares en WT y mutante durante los 4 dias
consecutivos, con valores medios de 235 y 2.4 mmol m2 s para g5 y E,
respectivamente. Sin embargo, en las plantas sin regar el mutante
mostraba mayores valores de g y E desde el primer dia de deshidratacion,
y las diferencias respecto al WT se mantenian durante los dias siguientes a
pesar de los bajos valores que se alcanzaban en ambos parametros al
avanzar el periodo de deshidratacion (Figura 30 a)). Considerados en
conjunto, se puede concluir que el mutante muestra la misma alteracion
fisioldgica bajo condiciones de déficit hidrico y salinidad, ya que aumenta la
transpiracion y por consiguiente experimenta una mayor pérdida de agua en
condiciones de estrés. Por consiguiente, el gen ARSI parece estar

involucrado en el cierre estomatico en condiciones de salinidad y sequia.
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Figura 30: Efecto de la deshidratacion y ABA en la pérdida de agua por
transpiracion del mutante arsl. a) Conductancia estomatica y transpiracion a lo
largo del segundo ciclo de deshidratacién. b) Apertura estomatica de hojas tratadas
con diferentes concentraciones de ABA. Valores son la media = ES de 6 plantas

individuales por linea. * Diferencias significativas entre WT y mutante (P< 0,05).

4.6.3. Efecto del ABA en la apertura estomatica
Es conocido que ABA es un regulador clave del cierre estomatico. Con el

objetivo de comprobar si la mutacion afecta al cierre estomatico en
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respuesta al ABA, foliolos de las plantas que se mantenian en control eran
tratados con diferentes concentraciones de ABA en condiciones de luz
normal (Figura 30 b)). La apertura estomatica era reducida al aumentar la
concentracion de ABA en el WT desde 10 um de ABA, alcanzando una
reduccién del 70% a 100 um de ABA. Sin embargo, en el mutante las
reducciones en medio con ABA eran mucho menores (30% a 100 pm de
ABA) vy, por consiguiente, la apertura estomatica se mantenia
significativamente mayor en el mutante que en el WT desde 10 pm de ABA
en adelante. Estos resultados indican que el papel del gen ARS1 parece ser

dependiente de ABA.

4.6. Analisis funcional del gen ARS1 mediante el estudio de la
respuesta a la salinidad de lineas de sobreexpresion vy

silenciamiento del gen

Para completar el analisis funcional del gen ARS1, el grupo de la UAL hizo la
construccién y el grupo del IBMCP hizo la transformacién para generar

lineas de silenciamiento del gen (RNAI) y lineas de sobreexpresion (OE).

El primer ensayo se realizé con las lineas directamente transformadas
y se seleccionaron 2 lineas RNAi (RNAi-L2 y RNAIi-L3) que mostraban una
reduccion de expresién de ARS1 mayor del 75% (0,12 y 0,24 veces
respecto al WT que es la unidad). También se seleccionaron dos lineas OE,
las lineas OE-L2 y OE-L17 con 27.1 y 9.3 x-veces, respectivamente, en
relacién al WT). Estas lineas junto con WT y el mutante ars1 se cultivaron
en hidropodnico y al estado de 6 hojas se aplico el tratamiento salino (200
mM NacCl) durante 10 dias. El fenotipo de las plantas mostraba diferencias
evidentes entre las lineas RNAi y OE en relacion a los sintomas de toxicidad

idnica reflejados en clorosis en las hojas cuando las plantas se desarrollaban

165



Resultados

en medio salino. Asi, las lineas RNAi mostraban un alto grado de clorosis en
sus hojas y enrollamiento, similar al fenotipo observado en el mutante ars1
(Figura 31 a)). Por el contrario, las hojas de las lineas de sobreexpresién
eran de color verde intenso en medio salino, siendo el fenotipo de estas
lineas mas similar al de las plantas desarrolladas sin sal, mientras que las
hojas del WT mostraban un fenotipo intermedio entre las lineas RNAi y OE.
Aunque el periodo de tratamiento salino no habia sido suficiente para que
se detectaran diferencias significativas en la biomasa de las diferentes
lineas, sin embargo hay una tendencia a reducirse el peso de las RNAi y a
aumentar el de las OE con respecto al WT, efecto que no se observa en las

plantas desarrolladas en control (Figura 31 b)).
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Figura 31. Caracterizacién fenotipica de lineas de silenciamiento (RNAi) y
sobreexpresién (OE) del gen ARS1. Dos lineas RNAi (RNAi-L2 and RNAIi-L3) y dos
lineas OE (OE-L2 y OE-L17) junto con WT y mutante eran desarrolladas en control
y sal (10 dias a 200 mM NaCl). a) Diferencias entre las lineas RNAi y OE en relacion
a los sintomas de toxicidad idnica reflejados en clorosis en las hojas. v) Peso de las
plantas en medio control y salino. Valores son la media £ ES de 6 plantas

individuales por linea.

A los 3 dias de tratamiento, se analizé gs y E en las diferentes lineas.
Para ello, y con objeto de evitar las diferencias que se pudieran obtener
debido simplemente al periodo de exposicién a la luz de cada una de las
lineas, cada linea transgénica se analizaba conjuntamente con una serie de
plantas WT, es decir en cada linea transgénica se hacian 6 medidas de esa
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linea y 6 del WT, tal como se muestra en la Tabla 9. No hay diferencias en
ninguna de las lineas de silenciamiento ni de sobreexpresion, respecto al
WT, cuando las plantas se desarrollan sin sal, y tampoco las hay en el
mutante ars1, tal como se habia observado anteriormente en los diferentes
experimentos llevados a cabo. Interesantemente, el mutante y las lineas
RNAi incrementan g y E, respecto al WT, en condiciones salinas, la
respuesta opuesta a la encontrada en las lineas OE, donde los valores de gs
y E son significativamente menores que los del WT. La similitud entre las
respuestas de las lineas RNAi y mutante se observa de manera mas clara
cuando se representan los valores relativos de cada linea respecto a su
correspondiente valor medio del WT (Figura 32). Asi mismo, las lineas OE
reducen significativamente ambos caracteres respecto al WT, lo que
demuestra el papel del gen ARS1 en regular la pérdida de agua por

transpiracion en condiciones salinas.

Tabla 9. Conductancia estomatica (gs) y transpiracion (E) en WT, el mutante ars1,
las lineas de silenciamiento RNAi-L2, RNAi-L3, y las lineas de sobreexpresion OE-L2
y OE-L17 en control y sal (3 dias a 200 mM NaCl). Cada linea transgénica se
analizaba conjuntamente con una serie de plantas WT, es decir en cada linea
transgénica se hacian 6 medidas de la linea y 6 del WT con objeto de evitar las
diferencias que se pueden deber exclusivamente al periodo de exposicion a la luz.
Valores son la media + ES de 6 plantas individuales por linea. * Diferencias

significativas entre WT y mutante (P< 0,05).
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Control

WT 400 = 17.4 3.75 £ 0.19

RNAi-L2 413 £ 17.5 4.02 £ 0.24

WT 329 £ 31.4 3.52 £ 0.33

OE-L2 305 + 35.8 3.44 £ 0.24

Sal

WT 42.8 £ 4.30 0.92 £ 0.11

RNAi-L2 62.6 £ 7.14%* 1.43 + 0.18%*

WT 43.2 £ 2.83 0.83 £ 0.08

OE-L2 28.7 + 3.75%* 0.60 + 0.06*
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Figura 32. Las lineas de silenciamiento (RNAi) y de sobreexpresion (OE)
corroboran que el gen ARSI esta involucrado en la regulacién de la conductancia
estomatica y transpiracion en condiciones salinas. a) Valores relativos de
conductancia estomatica (gs). b) Valores de transpiracion (E) en la 32 hoja
completamente desarrollada de dos lineas RNAi (RNAi-L2 and RNAIi-L3) y dos lineas
OE (OE-L2 y OE-L17) junto con WT y mutante después de 3 dias de tratamiento
(200 mM NaCl). Los valores absolutos se muestran en la Tabla 9.

Finalmente, se realizd un segundo ensayo con lineas homocigotas
obtenidas en la 32 generacién. Para ello, una vez obtenidas las semillas de
las diferentes lineas RNAi y OE, se realizaron test de kanamicina para
identificar lineas que tuvieran un solo inserto. Se identificaron dos lineas
RNAi (RNAi-L2 y RNAIi-L5) y dos OE (OE-L4 y OE-L19) que segregaban en
una proporcién 3:1 tolerancia/sensibilidad a kanamicina. En la poblacién
TG3 se identificaron las correspondientes lineas homocigotas de cada una
de ellas y se analizd por RT-gPCR el nivel de expresién del gen ARS1 en
cada una de ellas. En las lineas RNAi la expresion de ARS1 estaba
practicamente anulada, mientras que en las lineas OE-L4 y OE-L19

incrementaba 35 y 70 x-veces, respectivamente, en relacion al WT.

El objetivo de este ensayo era comprobar si realmente el mayor
transporte de Na* a la parte aérea en el mutante es exclusivamente debido

a la desregulacion del cierre estomatico en condiciones de estrés, y no
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estan alterados, aunque sea en menor grado, los transportadores
implicados en el transporte de Na® a la parte aérea. El disefio del
experimento fue similar al anterior, aunque el tratamiento salino se
incrementd durante los primeros 2 dias, 24 h a 100 mM NaCl y después de
24 h se incrementd a 200 mM NaCl y se mantuvo con este nivel de estrés

hasta el final del ensayo (7 dias de tratamiento).

El mayor transporte de Na* del mutante podria estar relacionado con
menores niveles de expresién de los principales genes implicados en el
transporte de Na* desde la raiz a la parte aérea, SISOS1 y SIHKT1,2, en
tomate (Asins et al., 2013). La expresion relativa de estos genes se analizd
en raices a tiempo 0 (justo antes de aplicar el tratamiento salino), después
de 24 h a 100 mM NaCl y después de 24 h mas a 200 mM NaCl (Figura
33). Los resultados muestran una clara tendencia a incrementar los niveles
de expresion de ambos genes durante el primer dia de tratamiento (100
mM NaCl), tendencia que es similar en todas las lineas asi como en WT y

mutante.
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Figura 33. La expresion relativa de los genes implicados en la absorcion y
transporte de Na* incrementa en ambos el mutante arsl y lineas RNAi, mientras
que disminuye en las lineas de sobreexpresién con la salinidad. a) Niveles de
expresion del gen S/ISOS1 en respuesta a la salinidad y b) niveles de expresion de
SIHKT1.2.

Sin embargo, durante el 2° dia donde se incrementa el nivel de sal de
100 a 200 mM NaCl, se establecen diferencias significativas entre las lineas
RNAIi y las lineas de sobreexpresion. Asi, los niveles de expresion de SISOS1
y, especialmente, de S/HKT1,;2 continlan incrementando a los mismos
niveles en las lineas RNAi y en el mutante el 2° dia de tratamiento. Sin
embargo, en las lineas de sobreexpresion se observa la respuesta opuesta,
una tendencia a decrecer los niveles de expresion de ambos
transportadores el 2° dia de tratamiento respecto al primer dia. A 200 mM
NaCl, es interesante sefalar que los niveles de expresion de SISOS1 son

similares en las lineas OE y en el WT, mientras que los niveles de SIHKT1;2,
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el principal gen implicado en la carga de Na* del xilema, es menor en las
lineas OE que en el WT. Estos resultados ponen claramente de manifiesto
que el mayor transporte de Na* a la parte aérea inducido por la anulacion
del gen ARS1 no estd causado por una reduccion en la expresion de los
principales genes implicados en la carga de Na* en el xilema, La respuesta
es justo la contraria, la expresién de los transportadores se induce por la
anulacién del gen ARSI con la sal, lo que es esperable cuando la planta
detecta un mayor transporte de agua y solutos, entre ellos el Na*, hasta las
hojas debido a la mayor pérdida de agua por transpiracion. También se
explica la reduccién de expresién de SISOS1 y SIHKT1;2 en las lineas OE, ya
que el mayor cierre estomatico debe reducir el transporte de agua y Na* y

esto se ve reflejado en los menores niveles de expresion de genes.

Finalmente, en este ensayo se tomaron medidas de gs y E al final del
ensayo (7 dias) con el objetivo de corroborar que en las lineas homocigotas
RNAi y OE se mantenia la pérdida de agua por transpiracion a mas largo
plazo, como se habia observado en el mutante. Los resultados son similares
a los obtenidos en el primer experimento, donde una de las lineas RNA era
la misma (L2) pero la otra era diferente (L5), y las dos lineas OE eran
diferentes (OE-L4 y OE-L19), y ademas las medidas se tomaron después de
7 dias de tratamiento en este experimento, mientras que en el primero a los
3 dias. Asi, los valores de gs y E se duplican en el mutante y las lineas RNAI
respecto al WT, mientras que se reducen significativamente en las dos
lineas de sobreexpresién (Figuras 34 a) y b)). La mayor apertura
estomatica provoca un mayor intercambio de CO, que puede llegar a
aumentar la tasa fotosintética. Aunque hay una clara tendencia a

incrementar la tasa fotosintética en el mutante y las lineas RNAi y a
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decrecer en las lineas OE, respecto al WT, sin embargo las diferencias no

eran significativas.

El uso eficaz del agua (WUE) se define en términos agrondmicos
como la relacién entre la produccién de biomasa (vegetativa o reproductiva)
por unidad de uso del agua, aunque en un contexto fisiolégico el WUE se
puede estimar mediante la relacion entre la tasa fotosintética y la
conductancia estomatica. En la Figura 34 d) se presentan los valores del
WUE, donde se observa el menor uso eficaz del agua en el mutante ars1 asi
como en las lineas RNAI, ya que la mayor pérdida de agua por transpiracion

no parece estar compensada por una mayor tasa fotosintética.

Considerados en conjunto, estos resultados demuestran el importante
papel que tiene el gen ARSI en la tolerancia a la salinidad del tomate, ya
gue interviene en la regulacién de la pérdida de agua por transpiracion

cuando las plantas se enfrentan al estrés.
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Figura 34. Cambios inducidos por la salinidad a largo plazo en los caracteres
fisioldgicos relacionados con la pérdida de agua en lineas de silenciamiento (RNAi) y
de sobreexpresion (OE) del gen ARS1. Las medidas de a) gs, b) E, c) tasa
fotosintética y d) eficiencia en el uso del agua (WUE) se tomaron en la 32 hoja
completamente desarrollada de dos lineas RNAi (L2 y L5) y dos lineas OE (OE-L4 y
OE-L19) junto con WT y mutante después de 10 dias de tratamiento (200 mM
NaCl). Valores son la media £ ES de 6 plantas individuales por linea. * Diferencias

significativas entre cada linea respecto al WT (P< 0,05).

175



Resultados

Tabla 10. Cebadores disefiados y utilizados para la secuenciacion, genotipado y

cuantificacion del gen arsi. Estdn subrayados los nucleétidos introducidos para

generar sitos de restriccion.

Nombre Abreviatura Secuencia 5’ 23’ Utilizacion
nptII_forward nptF CTCACCTTGCTCCTGCCGAGA Amplificacion del
gen marcador nptll
nptlIl_reverse nptR CGCCTTGAGCCTGGCGAACAG para identificar la
insercion T-DNA
Gus_forward gusF ACGTGGCAAAGGATTCGATA Amplificacién del
gen marcador uidA
Gus_reverse gusR TTGACTGCCTCTTCGCTGTA para identificar la
insercién T-DNA
Adapter_1 Ad1l CTAATACGACTCACTATAGGC
RigthBorder_1 RB-1 ACAGTTTTCGCGATCCAGAC Clonacién de la
Adapter_2 Ad2 CTATAGGGCTCGAGCGGC region etiquetada
RightBorder_2 RB-2 GGTCTTGCGAAGGATAGTGG por la insercién T-
Adapter_3 Ad3 AGCGGCGGGGAGGT DNA
RightBorder_3 RB-3 CTGGCGTAATAGCGAAGAGG
WT_forward wtF CATCTGTTGTATGCTGGTGAAG
Genotipado de la
WT_reverse wtR CTGTAAGTGGTCCCTCGTACTT
poblacion
Mut_forward mutF AAGTTGGGTAACGCCAGGGTT
segregrante de ars1
T
ARS1comp_F | ARS1compF | GAGCTCCCATTTCATAAACGAA
Contruccion de la
ACAGACC
sobreexpresion de
ARS1comp_R | ARS1icompR | GGTACCCCTTCCTCCAGCCTCC
ARS1
TTTA
ARS1Fv TCTAGACTCGAGGCTGGAGGA Contruccion del

AGGTTCAGATG

silenciamiento de
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ARS1Rv ATCGATGGTACCCACACTAGAT ARS1
GCACAAGCAAAA
ARS1 forward GTTCGACCGTGATTGGAAAA Cuantificacién de
ARS1 reverse ACTTCCAGGTCTTCTCACCT ARS1 por RT-gPCR
LeEF1a GACAGGCGTTCAGGTAAGGA
forward Gen normalizador
LeEF1a GGGTATTCAGCAAAGGTCTC (Asins et al. 2013)

reverse
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5. Discusion

5.1. Analisis de mutantes como herramienta para la identificacion y

analisis funcional de genes

El andlisis de mutantes es una herramienta de gran interés para avanzar en
el conocimiento de procesos claves en el desarrollo y tolerancia a estreses,
tanto bidticos como abidticos, asi como para identificar la funcion de genes
implicados en diferentes procesos bioldgicos (Dent et al., 2015; Serrat et
al., 2014). Asi, el analisis de mutantes ha permitido grandes avances en la
diseccién genética de diversos procesos de desarrollo vegetativo vy
reproductivo en tomate (Giovannoni, 2007; Lozano et al., 2009; Giménez et

al., 2010; Carvalho et al., 2011; Okabe et al., 2011; Saito et al., 2011).

La mutagénesis insercional con T-DNA representa en la actualidad
una de las alternativas mas prometedoras para la identificacion vy
caracterizacion funcional de los genes que regulan tanto el desarrollo como
la tolerancia o sensibilidad a diferentes estreses abidticos (Fu et al., 2009;
Atarés et al., 2011). Esta herramienta se ha utilizado sobre todo en
Arabidopsis para la identificacion de genes involucrados en procesos
bioldgicos muy diferentes (O’'Malley y Ecker, 2010; Ghedira et al., 2013;
Wilson-Sanchez et al., 2014). Recientemente, se ha demostrado que la
mutacién RPN1 mediante la insercién de T-DNA provocaba un incremento
de los tricomas ramificados en el tallo y en el nUmero de tricomas normales
tanto en las hojas de la roseta como en el tallo (Yu et al., 2015a). En otro
estudio, se ha llegado a relacionar la funcion de compuestos bioldgicos,
como las ceramidasas, con las respuestas al estrés bidtico y abidtico

mediante la identificacién del mutante pleiotrépico acer-1, donde se han
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detectado alteraciones en diferentes caracteres, como en altura de la
planta, reduccién del tamano de la hoja y de la capa de cera de la misma
(Wu et al., 2015). El anélisis de mutantes de insercion se ha desarrollado
también en otras especies vegetales de interés agrondmico (Jeong et al.,
2002; Mathieu et al., 2009; Yi et al., 2009). En el mutante ep3 se ha
identificado que el T-DNA se ha insertado dentro de la secuencia del
0s02g15950 (EP3), produciendo una reduccién en el tamafio de las células
guarda de los estomas y por consiguiente una disminucion de la tasa
fotosintética de la hoja (Yu et al., 2015b). El mutante nulo de arroz apx2
muestra mayor sensibilidad a estreses abibticos debido a la pérdida de
funcidon de la proteina OsAPX2, responsable de la homeostasis de ROS en

plantas (Zhang et al., 2013).

Las colecciones de mutantes en tomate se han generado
principalmente a partir del cultivar Micro-Tom, y la mayoria se han obtenido
por mutagénesis quimica con EMS (Okabe et al., 2011; Saito et al., 2011) o
mediante insercion de T-DNA (Khuong et al., 2013). Hasta la fecha, no
tenemos conocimiento de que se haya generado ninguna colecciéon de
mutantes de insercién a partir de un cultivar de tomate comercial, como las
que se estan obteniendo entre los tres grupos de investigacion que
colaboran conjuntamente desde hace afios. Esto justifica el interés de llevar
a cabo el analisis fenotipico de la coleccion de lineas T-DNA generadas en

tomate.

En este trabajo, el primer objetivo era la identificacion de mutantes
afectados tanto en el desarrollo como en la tolerancia a la salinidad en la

coleccion generada a partir del cv. Moneymaker. El interés de identificar
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mutantes de desarrollo es doble, primero por avanzar en el conocimiento de
los genes implicados en el desarrollo, pero en nuestro caso por la relacién
existente entre desarrollo y defensa. Asi, algunas alteraciones en el
desarrollo pueden favorecer la respuesta a estrés, aunque la induccién de
ciertos mecanismos de defensa frente al estrés también puede suponer un
coste energético importante y viceversa (Claeys y Inzé 2013, Cui et al.,
2014). Por ejemplo, el interés de identificar mutantes con alteraciones en el
desarrollo radicular es evidente, ya que la raiz afecta a la absorcién y
transporte de agua y nutrientes y, por tanto, a la tolerancia a la salinidad.
La propia arquitectura de la raiz es una organizaciéon flexible, ya que las
plantas estan en continua interaccién con un medio ambiente cambiante al
que deben de intentar adaptarse para sobrevivir. Sin embargo, se conoce
muy poco sobre la adaptaciéon de la morfologia de la raiz y su relevancia
para la tolerancia a sal (Galvan-Ampudia y Testerink, 2011). Por tanto, el
mutante que se ha identificado con escaso desarrollo radicular ha sido uno

de los seleccionados para su posterior caracterizacion (Figura 20).

También puede ser interesante la identificacion de mutantes
afectados en la maquinaria fotosintética, tal como se ha llevado a cabo en
Arabidopsis (Ajjawi et al., 2010). La funcién principal del cloroplasto es la
realizacién de la fotosintesis, pero también estd implicado en otras muchas
funciones: metabolismo lipidico, sintesis de almidén, aminoacidos,
hormonas y diversos metabolitos secundarios (Inaba y Ito-Inaba, 2010).
Recientemente se le han adjudicado a los cloroplastos (y los demas tipo de
plastos) funciones en la respuesta de las plantas a los distintos estreses
abidticos (Le Martret et al., 2011). En respuesta al estrés salino, se ha
sugerido que el cloroplasto puede actuar como un almacén de sodio para
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retirarlo del citoplasma (Balsemado-Pires et al., 2011). Sorprendentemente,
la aparicion de mutantes con alteraciones en los niveles de clorofila estd
siendo mucho mas frecuente de lo esperado, pues 5 de los 11 mutantes
identificados en este trabajo presentaban diferentes alteraciones en los
niveles de clorofila, desde los albinos 232 ETMM y 254 ETMM, que eran
letales al estado de cotiledén, hasta el mutante 560 ETMM, donde la
aparicién del fenotipo clorético se manifiesta en estado adulto (Figura 20).
La mayoria de estos mutantes o bien estan siendo caracterizados por
investigadores de los grupos que colaboramos en el programa de
mutagénesis insercional, o por investigadores de otros grupos ajenos al

programa.

La caracterizacion de uno de los mutantes identificados en nuestro

grupo, el mutante recesivo res (restored cell structure by salinity),

demuestra el interés de identificar mutantes con alteraciones en el
desarrollo vegetativo para estudiar la respuesta a salinidad. El mutante res
se selecciond por presentar ambas alteraciones morfoldgicas, ser un
mutante de raiz que ademas de reducir su desarrollo muestra importantes
alteraciones en la morfologia de las raices, y las hojas del mutante son de
menor tamafo y grosor y con un alto grado de clorosis. Sin embargo, todas
las alteraciones morfolégicas desaparecian cuando el mutante res se
desarrollaba en medio salino, e incluso se reorganizaba la estructura celular

con la salinidad, incluidos los cloroplastos (Garcia-Abellan et al., 2015).
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5.2. El mutante ars1 ha permitido identificar el primer gen R1-MYB

de tomate

El mutante arsl se selecciond por mostrar sensibilidad al estrés salino a
nivel de planta adulta, ya que es una opinidn cada vez mas generalizada
que, en vez de desarrollar genotipos que puedan sobrevivir a eventos de
estrés extremo, puede ser mejor enfocarlo a conseguir genotipos que
puedan completar el ciclo vegetativo en condiciones de estrés (Bechtold et
al., 2010; Deyholos, 2010). El mutante arsi1, ademas de mostrar las
caracteristicas fenotipicas de sensibilidad a sal, como el enrollamiento de las
hojas, clorosis e incluso senescencia de las mismas, estaba afectado no solo
en la biomasa vegetativa sino que reducia el rendimiento en fruto por efecto

del estrés salino.

Mediante la caracterizacion molecular y genética del mutante, llevada
a cabo por el grupo de la UAL, se identifico el gen ARS1, que esta localizado
en el cromosoma 1 y codifica para una proteina relacionada con la familia
MYB, la cual contiene un unico dominio de unidn a DNA entre los
aminoacidos 66 y 116, y con una elevada similitud con los dominios de
clase SHAQKYF (pfam00249) y SANT (smart00717). Ademas, la insercién
del T-DNA ha modificado el marco abierto de lectura del gen ARS1 justo
antes del dominio SHAQKYF, lo que provoca una proteina truncada incapaz
de realizar la funcién de unién a DNA como se ha propuesto para los
factores de transcripcion R1-MYB (Feller et al., 2011). Esta caracteristica
molecular podria explicar la naturaleza dominante-negativa de la mutacion
ars1l, como se ha descrito en otras mutaciones de otras especies vegetales
(Veitia, 2007). En la ultima actualizaciéon de la base de datos del genoma

del tomate, se han identificado 247 genes que codifican proteinas del tipo
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MYB, 121 de los cuales pertenecen al tipo R2R3-MYB. (Zhao et al., 2014).
Los factores de transcripcién MYB juegan diferentes papeles en procesos de
desarrollo y en mecanismos de respuesta y defensa frente a estreses
(Schmitz et al., 2002; Mathews et al., 2003; Gong y Bewley 2008; Adato et
al., 2009; Ballester et al., 2010; Naz et al., 2013), aunque la funcién de la

mayoria de estos genes permanece aun sin dilucidar (Li et al., 2015).

El gen ARS1 es un nuevo miembro de la familia de proteinas MYB, la
cual pertenece al clado CCA1-like de las proteinas de tipo R1. La subfamilia
1R-MYB es un grupo heterogéneo dividido en varios subgrupos que incluyen
proteinas CCA1-like, CPC-like, TRF-like, TBP-like, I-box- binding like y otros
MYB-related (Chen et al., 2014). Desafortunadamente, no hemos
encontrado informacion sobre las proteinas del tipo R1 incluidas en este
clado de Arabidopsis, y las proteinas de Arabidopsis y arroz con mayor
similitud a ARS1 son las que estan etiquetadas con “funcion desconocida”.
En comparacidon con los genes MYB de tipo R2R3, el numero de genes de
tipo R1 identificados hasta ahora por estar implicados en la respuesta a
estrés abidtico es relativamente escaso. Recientemente, (Du et al., 2013)
han demostrado mediante andlisis de expresion y analisis filogenéticos que
R1-MYB regulan el desarrollo de las plantas y las respuestas a estrés (Du et
al., 2013). Asi, se han identificado algunos genes de tipo R1-MYB implicados
en la tolerancia a estrés abidtico, como el gen de patata StMYB1R-1 (Shin
et al., 2011), otro en una hierba para el ganado (LcMYB1) (Cheng et al.,

2013) y el de arroz OsMYB48-1 (Xiong et al., 2014).
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5.3. La anulacion del gen ARS1 no afecta al desarrollo cuando las
plantas se cultivan sin estrés pero induce sensibilidad a la salinidad
El interés de la identificacion del nuevo gen de tipo R1-MYB en tomate es
doble. Por una parte, el Unico factor de transcripcion que se habia
identificado hasta ahora en tomate y que se ha involucrado en la tolerancia
a estreses es un gen de tipo R2R3-MYB (AbuQamar et al., 2009) y, por
tanto, el gen ARS1 es el primer gen de tipo R1-MYB identificado en tomate.
Por otra parte, es un gen que realmente tiene un papel importante en la
respuesta del tomate a la salinidad a largo plazo. En este sentido, uno de
los retos propuestos para avanzar en la tolerancia a estreses abidticos es
examinar la respuesta de las plantas a largo plazo en condiciones naturales
(Hirayama vy Shinozaki, 2010). En este sentido, Sharukov (2013)
cuestionaba los genes que se identifican como respuesta a un choque salino
y que se inducen durante los primeros minutos o primeras horas de
exposicion. Asi, al comparar este autor los genes que se inducen por choque
salino con los genes que se inducen a mas largo plazo observé que los
patrones de expresion de genes eran muy diferentes. Ademas, Blum (Blum,
2011) sugeria que entre los cientos de genes de respuesta a estrés que se
identifican a corto plazo, solo una pequeiia proporcion de ellos pueden ser
realmente importantes desde el punto de vista de la productividad. En este
estudio, La evaluacion de la tolerancia a la salinidad del mutante arsi se
realizé6 a largo plazo hasta completar el ciclo de vida, en condiciones
naturales (invernadero), donde quedd de manifiesto la sensibilidad a la sal
del mutante a largo plazo, que se reflejé en una reduccion del rendimiento
en fruto (Figura 26 a) y b)).
Entre las multiples funciones que los factores de transcripcién MYB

llevan a cabo en las plantas destaca la regulacion del metabolismo vegetal y
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del desarrollo de la planta (Feller et al., 2011). Un ejemplo lo encontramos
en Arabidopsis, donde AtMYB93 actla como regulador negativo del
desarrollo de las raices laterales (Gibbs y Coates, 2014). En la misma
especie vegetal, MYB96 controla la expresién del gen ABA-INSENSITIVE 4
(ABI4) y regula el metabolismo lipidico que contribuye al desarrollo
embrionario de la semilla en condiciones de germinacidon poco 6éptimas (Lee
et al., 2015). Otro proceso regulado por genes MYB en algunas especies es
el color del fruto; asi, el color de la uva, uno de los rasgos mas importantes
para la calidad del vino, esta controlado por dos factores de transcripcién
MYB que desarrollan un papel crucial en la regulacion de la biosintesis de
antocianos (Allan et al., 2008). En tomate, también se ha observado que los
factores de transcripcion MYB pueden jugar un papel importante en el
desarrollo. Por ejemplo, SIIAA15 es responsable de la formacién de tricomas
de tipo I, V y VI y de los brotes axilares (Deng et al., 2012), el gen
Trifoliate participa tanto en el proceso de formacién de los foliolos como en
el de los meristemos axilares de las hojas (Naz et al., 2013), y SIMYB12
controla el cambio de color del fruto del tomate cuando se inicia la

maduracion (Ballester et al., 2010).

En el caso de nuestro mutante podemos observar que la disrupcidon
del gen ARS1 no afecta al desarrollo vegetativo de la planta ni al
rendimiento del fruto cuando se cultiva en condiciones naturales (Figuras
25 y 26 b)). Esto puede ser de gran interés en la respuesta a estrés, ya
gue en los ultimos afios se ha sugerido la necesidad de cambiar el enfoque
en la investigacion sobre estrés abidtico. Puesto que las plantas tienen
recursos finitos que deben ser balanceados entre desarrollo y defensa frente
al estrés, es frecuente que la sobreexpresiéon o anulacidn de un gen afecte
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negativamente al desarrollo de la planta y a su produccion en condiciones
sin estrés, lo que supone una gran desventaja desde un punto de vista
agronomico (Dubouzet et al., 2003; Priyanka et al., 2010).
5.4. La sensibilidad del mutante ars1 a la salinidad esta relacionada
con alta acumulacion de Na* en sus hojas

El efecto perjudicial que la salinidad provoca a largo plazo en las
plantas es debido principalmente a la toxicidad del Na* (Flowers y Colmer,
2008; Maathuis, 2014). En diferentes experimentos se ha comprobado que
la sensibilidad a la sal del mutante ars1 se debe principalmente al mayor
transporte de Na* desde la raiz hasta la parte aérea, lo que se refleja en
una elevada acumulacién de Na* en hojas (Figura 26 d)), que provoca un
importante efecto toxico. Ademas, la mutacién ars1 produce una alteracién
en la distribucion del Na* entre las hojas adultas y jovenes, un rasgo
relacionado directamente con la tolerancia a la sal en el tomate (Cuartero et
al., 2006), ya que la acumulacion de Na* en el mutante va incrementando
en las hojas de abajo a arriba (Figura 27 e)). Por tanto, el gen ARSI
podria estar implicado en la homeostasis idnica, tal como se ha observado
en otros genes MYB. Asi, el gen de Arabidopsis MYBL desempefia un papel
importante en la proteccién de la hoja contra los efectos téxicos de la
salinidad (Zhang et al., 2011). En tomate, el gen SIAIM1 parece estar
implicado en la regulacion del transporte idnico, ya que la anulacién del gen
incrementaba la acumulacion de Na® en la parte aérea mientras que la

sobreexpresion tenia el efecto contrario (AbuQamar et al., 2009).

La alta acumulacion de Na® en las hojas del mutante podria estar
relacionada con menores niveles de expresién de los principales genes
implicados en la absorcion y transporte de Na* (Olias et al., 2009; Asins et
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al. 2013; Garcia-Abellan et al. 2014). Sin embargo, esto no parece ser asi,
ya que la expresidon de los transportadores SISOS1 y SIHKT1,2 se induce
con la sal no solo en el mutante arsl sino también en las lineas de
silenciamiento (RNAi), mientras que una reduccién en la expresién de
SISOS1 y SIHKT1,2 se observa en las lineas de sobreexpresion (Figura
33). Segun estos resultados, los cambios en los niveles de expresion de
ambos genes son proporcionales al mayor o menor transporte de Na™ a la
parte aérea, donde se observa que el WT tiene un nivel de expresidon de
SIHKT1,;2 intermedio entre las lineas RNAi y las de sobreexpresion. En
definitiva, el mutante arsl es sensible al estrés idnico inducido por la
salinidad, pero la anulacion del gen ARS1 no parece actuar sobre los genes
de respuesta implicados en los procesos de transporte de Na* a la parte
aérea.

5.5. El papel del gen ARS1 es regular la pérdida de agua por
transpiracion cuando las plantas se enfrentan a salinidad y sequia
Tanto en condiciones de estrés salino como hidrico, el mutante arsi
incrementa la conductancia estomatica y transpiracidon, respecto al WT
(Figuras 26 e), 26 b) y 30 a)). Por consiguiente, el elevado transporte de
Na® a la parte aérea del mutante arsl en condiciones salinas debe ser una
consecuencia de la pérdida de agua por transpiracion. Esto explica que el
fenotipo se vea menos afectado en estrés hidrico que en estrés salino, ya
que el proceso fisiolégico afectado en estrés hidrico es la pérdida de agua
por transpiracién, mientras que a esta alteracion se suma la toxicidad idnica
en el caso de salinidad. En diferentes especies como Arabidopsis, trigo y
arroz, se han identificado genes MYB involucrados en la respuesta a la

salinidad y sequia (Cominelli et al., 2008; Jung et al., 2008; Liao et al.,
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2008; Wang et al., 2010; Rahaie et al., 2010; Mao et al., 2011; Qin et al.,
2012; Shan et al., 2012; Cai et al., 2013), lo que indica que su papel esta
relacionado, principalmente, con el estrés osmético inducido por ambos

estreses abioticos.

Las plantas pueden utilizar estrategias diferentes de respuesta para
evitar la deshidratacidon, bien mediante la acumulacion de solutos, o bien
utilizando mecanismos que permitan evitar la pérdida de agua a través del
cierre rapido de los estomas (Fang y Xiong 2014). El papel del gen ARS1 en
la regulacién de la pérdida de agua por transpiracion se ha corroborado
mediante el estudio de la respuesta de lineas de silenciamiento y de
sobreexpresion del gen ARS1. Asi, el mutante y las lineas de silenciamiento
incrementan la conductancia estomatica y transpiracién, respecto al WT, en
condiciones salinas, la respuesta opuesta a la encontrada en las lineas de
sobreexpresion del gen ARS1 (Figuras 32 y 34). En este aspecto, el gen
R1-MYB de patata inducia tolerancia a la sequia mediante la activacién de
genes de respuesta implicados en la regulacién de la pérdida de agua a
través del cierre estomatico. Es interesante sefialar que en el mutante ars1
no esta afectado el niumero de estomas y, por tanto, la mayor pérdida de
agua por transpiracion se debe tanto al elevado porcentaje de estomas
abiertos como a su mayor apertura estomatica (Figuras 26 c) y d)). En los
ultimos afios, se estd dando gran importancia al control de la pérdida de
agua de la hoja por transpiracion en condiciones de estrés, especialmente
después del estudio comparativo entre la especie silvestre y cultivada
publicado por Koenig et al (2013), y con la informacion obtenida tras la

secuenciacion del genoma de la especie silvestre Solanum pennellii con alto
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grado de tolerancia a salinidad y, especialmente, sequia (Bolger et al.,

2014).

Sin embargo, hay discrepancias en la bibliografia a la hora de definir
la mejor estrategia para mejorar la eficiencia del uso del agua por la planta
(WUE). Asi, una estrategia propuesta es aumentar, a través de la
modificacién de las densidades estomaticas, la conductancia para aumentar
la tasa fotosintética, mientras que la estrategia opuesta parece ser mas
eficaz en las especies tolerante (Shabala, 2013). En general, el WUE
aumenta en las plantas que pierden menos agua por transpiracion, pero
este beneficio puede conducir a una reduccion en la asimilacién de carbono
fotosintético y a un crecimiento mas lento de las plantas. Sin embargo,
Tanaka et al (2013) utilizd la sobreexpresion del gen STOMAGEN, un
regulador positivo de la densidad de estomas, para producir plantas con una
densidad de estomas entre 2 y 3 veces mayor que el WT. En estas plantas,
la asimilacion de carbono fotosintético incrementé un 30% debido a la
mayor difusion de CO2 en la hoja, pero este aumento provocé que la
transpiracion fuese el doble de la observada en las plantas WT, lo que
resultd finalmente en una disminucién del 50% en el uso eficaz del agua.
Recientemente, Lawson y Blatt (2014) sugerian que el WUE mejora
significativamente si los estomas responden rapidamente y sincronizados
con las demandas de CO, de las células del mesofilo. Es interesante sefalar
que al estimar el WUE en base a la tasa fotosintética y la conductancia se
observan los mayores valores de WUE en las lineas de sobreexpresion de
ARS1 y los menores en el mutante y las lineas de silenciamiento, mostrando

el WT una respuesta intermedia (Figura 15).
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La fitohormona ABA es clave en la regulacidon del cierre estomatico
(Raghavendra et al., 2010). En este estudio, también hemos demostrado
gue la mutacién ARS1 afecta a la apertura estomatica en respuesta a ABA,
de una forma similar a la respuesta a estrés salino. En la bibliografia
podemos encontrar que existen diversos factores de transcripcidén que
participan en las respuestas a estreses abidticos y en las rutas de
sefializacion por ABA, incluyendo en estos a los factores de transcripcion
MYB (Rushton et al., 2012). Ademas, varios genes R2R3-MYB se han
identificado como dependientes de ABA (Denekamp y Smeekens, 2003;
Cominelli et al., 2008; Jung et al., 2008; Seo et al., 2011). Asi, el gen de
arroz OsMYB48-1 se induce por respuesta a sal, sequia y ABA (Xiong et al.,
2014). La mutacion del gen ARS1 también afecta al cierre estomatico en
respuesta a ABA, ya que la apertura estomadtica se mantenia
significativamente mayor en el mutante que en el WT desde 10 um de ABA
en adelante (Figura 30 b)). Estos resultados indican que el papel del gen
ARS1 parece ser dependiente de ABA. Otro aspecto interesante desde un
punto de vista fisioldgico es el déficit de Ca®* en la hoja del mutante ars1
(Figura 28 c)). En primer lugar el cierre estomatico depende de Ia
sefializacion por Ca®*, y en segundo lugar hay sefiales mediadas por Ca**
que son dependientes de ABA (Luan, 2002; Roelfsema y Hedrich, 2010).
Seria, por lo tanto, muy interesante dilucidar si ARS1 esta involucrado o no

en la homeostasis del calcio.

En resumen, se ha demostrado que el factor de transcripcion R1-MYB,
identificado a partir del mutante de inserciéon ars1, estd involucrado en
regular la pérdida de agua por transpiracion en condiciones de estrés y, por
tanto, desempefia una funcién esencial en la respuesta del tomate al estrés
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salino e hidrico. Un aspecto a tener en cuenta es el importante papel que
puede tener este nuevo gen en la tolerancia a otros estreses abidticos. En
este trabajo se ha demostrado su papel en salinidad y sequia, pero con toda
probabilidad estard involucrado también en otros estreses donde la
regulacion de la pérdida de agua por transpiracidon sea un proceso fisioldgico
clave frente al estrés. Si bien, hay que tener en consideracion que puede
haber un desequilibrio entre acumulacién de biomasa y la estrategia de
evitacién via reduccion de la transpiracion. Es evidente que si los periodos
de exposicion son largos y severos, los genotipos con transpiracién reducida
tienen ventaja para evitar la deshidratacion, especialmente cuando la
demanda evaporativa es alta, como ocurre a altas temperaturas, ya que
pueden ahorrar agua para usarla en las fases posteriores del ciclo de vida
de la planta (Tardieu et al., 2010). Sin embargo, altos valores de
conductancia estomatica, como los observados por la anulacion del gen
ARS1, podrian ir asociados a un mayor desarrollo de la planta a niveles
bajos e incluso moderados de estrés salino e hidrico, sobre todo cuando los
periodos de exposicién al estrés no sean demasiado prolongados, ya que
podria mejorar la eficiencia fotosintética. Futuros estudios con las lineas de
silenciamiento y sobreexpresion del gen ARS1 dirigidos a estudiar la
respuesta a diferentes niveles de estrés podrian permitir definir la estrategia
Optima para garantizar que el equilibrio desarrollo-defensa se incline hacia

el primero, y asi garantizar la maxima produccion en condiciones de estrés.
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6. Conclusiones

1. En la coleccién de lineas T-DNA generada a partir del cv
Moneymaker, se han preseleccionado 11 mutantes afectados en el
desarrollo vegetativo o reproductivo, asi como en la tolerancia a la
salinidad.

2. Uno de los mutantes identificados tiene anulada la expresién de un
factor de transcripcion R1-MYB, y se ha denominado arsl (altered
response to salt stress 1) por estar afectado por la salinidad. Si bien,
el desarrollo vegetativo y reproductivo del mutante no se ve alterado
cuando las plantas se desarrollan en condiciones normales de cultivo.

3. Aunque el gen ARS1 se expresa en los diferentes érganos de la
planta, su expresidon se induce por la salinidad solamente en hoja.
Ademas, la expresion se mantiene e incluso incrementa con el
periodo de exposicién al estrés.

4. La sensibilidad del mutante ars1 al estrés salino esta relacionada con
una mayor acumulacion de Na* y un incremento de la conductancia
estomatica de la hoja a lo largo del periodo de exposicidén a la sal.

5. Las alteraciones en la conductancia estomatica y transpiracién tienen
lugar en las hojas del mutante arsl desde la imposicion del estrés.
Ademas, la mayor apertura estomatica y el alto nimero de estomas
abiertos en las hojas del mutante, respecto al WT, después de 3y 7
dias de tratamiento sugieren que la sensibilidad del mutante esta
relacionada con su menor capacidad para cerrar los estomas en
respuesta al estrés salino.

6. En condiciones de estrés hidrico, también se observa una mayor
pérdida de agua por transpiracidon en el mutante ars1. Su fenotipo se
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ve menos afectado que en estrés salino, ya que el proceso fisioldgico
afectado en estrés hidrico es la pérdida de agua por transpiracién,
mientras que a esta alteracion se suma la toxicidad idnica en el caso
de salinidad. Ademas, la mutacion también afecta al cierre
estomatico en respuesta a la fitohormona ABA.

El papel del gen ARSI en la regulaciéon de la pérdida de agua por
transpiracion en condiciones salinas se ha corroborado mediante el
estudio de la respuesta de lineas de silenciamiento y de
sobreexpresion del gen ARS1. Asi, el mutante y las lineas RNAI
incrementan la conductancia estomatica y transpiracion, respecto al
WT, en condiciones salinas, la respuesta opuesta a la encontrada en
las lineas OE.

Se ha comprobado que el mayor transporte de Na* a la parte aérea
inducido por la anulacion del gen ARSI no estd causado por una
reduccion en la expresion de los principales genes implicados en la
carga de Na* en el xilema. Por el contrario, la expresion de los
transportadores S/ISOS1 y SIHKT1,;2 se induce con la sal en el
mutante y en las lineas de silenciamiento, lo que es esperable al
transportar mas Na™ a la parte aérea como consecuencia del aumento
en la transpiracion.

Finalmente, sefalar el importante papel que puede tener este nuevo
gen, identificado a partir del mutante de insercion ars1, en la
tolerancia a diferentes estreses abidticos en tomate. En este trabajo
se ha demostrado su papel en salinidad y sequia, pero con toda

probabilidad estard involucrado también en otros estreses donde la
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regulacion de la pérdida de agua por transpiracion sea un proceso

fisioldgico clave frente al estrés.
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