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Resumen

RESUMEN

La salinidad esta considerada como uno de los ipdles factores limitantes de la
produccion agricola. Ante las predicciones del animde la poblacién a nivel mundial
con el consiguiente incremento de la demanda deeatps, y los efectos negativos del
cambio climatico sobre la productividad de los ivok de interés agronémico, como
tomate Solanum lycopersicum), un objetivo prioritario en la investigacion eiolbgia
vegetal en la actualidad es avanzar en el conocimide los mecanismos y genes
implicados en la tolerancia a la salinidad. Undadeestrategias mas interesantes para
abordar el anterior objetivo es el analisis de miet Esta tesis se enmarca dentro del
programa de mutagénesis insercional llevado a pabtos grupos de investigacion del
IBMCP (Valencia), UAL (Almeria) y CEBAS (Murcia), othde se han generado
colecciones de mutantes de tomate cultivado ystileeUno de los objetivos de este
trabajo ha sido la identificacion y caracterizacd®m mutantes de la especie silvestre
Solanum pennellii. La identificacibn de mutantes en una especigydih@ticamente
relacionada con tomate, y que presenta caractagsthorfoldgicas muy diferentes al
tomate cultivado y altos niveles de tolerancia sttés abiotico, puede ser la mejor
eleccion para identificar genes y procesos detemt@s de la tolerancia a la salinidad.
Respecto a los mutantes & penndlii, los cambios morfolégicos y fisioldgicos
observados en el mutardiel (succulent leaves-1) en ausencia de estrés estan asociados
a una menor perdida de agua por transpiracioryry mantenimiento de la homeostasis
de Nd y K* frente al estrés salino. Por el contrario, el migdipersensible a sdip-1
(salt hypersensitive pennellii-1) experimentaba una mayor pérdida de agua por
transpiracion y una elevada acumulacion dé Bia las hojas durante el periodo de
exposicion a la sal. La caracterizacion de ambdsmbes ha puesto de manifiesto que la
regulacion de la pérdida de agua es un mecanisave e la tolerancia a la salinidad.
En este trabajo también se ha abordado la cazat@&h de mutantes de tomate
generados a partir del cultivar Moneymaker. A nfeglotipico y fisiolégico, el mutante
hipersensible a la salinidashe-1 (salt hypersensitive esculentum-1) mostraba una
respuesta similar a la observada en el mutdupid de S. Pennéllii, con alta acumulacion
de Nd en sus hojas. Sin embargo, la sensibilidad al ldetanutanteshe-1 parece estar
relacionado con la alteracién en los niveles deesipn de los gen&HKT1simplicados

en el transporte de Na la parte aérea. Ademas, mediante injertos @mprse observo

que la raiz es el 6rgano responsable de la sedaibib la sal del mutantshe-1.



Resumen

Finalmente, se ha abordado la caracterizacion denutante que tiene anulada la
expresion del ge@BL10 (CALCINEURIN B-LIKE PROTEIN 10) de tomate. El mutante
cbl10 es hipersensible al estrés salino a pesar deaqeeimulacién de Nan las plantas
del mutante es menor que en las plantas no tranaétas de Moneymaker y mantiene
mayores niveles de'kcon la salinidad, lo que sugiere que la capaadidagcumular Na

en vacuolas esta alterada en el mutante y por senédcanzan antes niveles citotoxicos
del ion en el citoplasma. Ademas, el mutante tetexada la distribucién de Nantre
hojas jovenes y adultas, produciéndose un mayospate de Naa los tejidos en
desarrollo, que puede causar el colapso apicatideli® en el mutante tras su exposicion
a la salinidad. Otra alteracion fisiologica provd&aor la anulacién del g&hCBL10 es
una reduccion de la pérdida de agua via transpiram condiciones de estrés. Ademas,
la menor transpiracion esta asociada a una aléerami la homeostasis de Cy a
cambios en el perfil de expresion del transportatioC&* vacuolardCAX1, tanto en
condiciones salinas como en ausencia de las midemkante injertos se ha demostrado
que el principal érgano responsable de la serdidtnildel mutantebl10 al estrés salino
es la parte aérea, ya que solo muestran sensibifidzal las plantas injertadas con el
mutantecbl10 como esqueje, pero no cuando éste es utilizad® gmrtainjerto. Este
resultado sugiere qu#CBL10 podria tener una funcién diferente en parte agnmedz,
siendo su funcién en la parte aérea la implicada évlerancia a la salinidad en tomate.
Ademas, la alteracion de la homeostasis ¢ @ala parte aérea nos lleva a proponer
como papel del geBCBL10 su participacion en la regulacion de la homeostisigd™,

siendo esta funcion crucial para la toleranciaatmlate al estrés salino.



Abstract

ABSTRACT

Sdlinity is considered as one of the mgor limiting effects on agriculture production.
Keeping in mind the predictions about the rise of world population resulting in anincrease
in food demand, and the negative effects of climate change on the productivity of plants
of agronomic interest, such tomato (Solanum lycopersicum), one current critical aim in
plant biology research is to advance in the knowledge of genes and mechanisms involved
in salt tolerance in plants. One of the most interesting strategies to approach this godl is
the analysis of mutants. This PhD thesis is framed within the insertional mutagenesis
programme carried out by the Spanish research groups from IBMCP (Valencia), UAL
(Almeria) and CEBAS (Murcia), where mutant collections have been generated in
domesticated tomato and in wild-related species. One of the objectives of this research
work has been the identification and characterization of mutants of the tomato wild
species Solanum pennellii. The identification of mutants in a species phylogenetically
related with tomato that exhibits so different morphological characteristics and high
levels of toleranceto abiotic stress could be the best choiceto identify genesand processes
determining tolerance to salinity. Regarding S. pennellii mutants, the morphological and
physiological alterations observed in the gl-1 (succulent leaves-1) mutant in absence of
stress are associated to alower transpirational water loss and a better maintenance of Na*
and K* homeostasi s when confronted to salt stress. On the contrary, the salt hypersensitive
shp-1 (salt hypersensitive pennellii-1) mutant suffered a higher transpirational water |oss
and an elevated accumulation of Na" in leaves during the period of exposition to salt
stress. The characterization of both mutants has reveaed that regulation of water lossis
akey mechanismin salt stresstolerance. In thisresearch work it has al so been approached
the characterization of tomato mutants generated in Moneymaker commercial cultivar.
At phenotypical as well as physiological level the salt hypersensitive she-1 (salt
hyper sensitive esculentum-1) mutant showed a similar response to the one observed in
shp-1 S. pennellii mutant: aremarkableincreasein Na" accumulation in leaves. However,
the susceptibility to salt of she-1 mutant seemsto be related to the alteration in the levels
of expression of IHKT1 genes involved in the Na“ transport from root to shoot.
Moreover, it was observed by reciprocal grafting that the root was the responsible organ
for the salt sensitivity of she-1 mutant. Finally, it has been approached the characterization
of a mutant that exhibits a knock-out expression of CBL10 (CALCINEURIN B-LIKE
PROTEIN 10) tomato gene. The cbl10 mutant is hypersensitive to salt stress in spite of
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the fact that Na" accumulation in mutant plants is lower than in untransformed WT ones
and it upholds higher levels of K™ in salt stress condition. These observations suggest that
ability to accumulate Na“ in vacuoles is compromised in the mutant and therefore
cytotoxic levels of theionin the cytoplasm are reached earlier in cbl10 than in WT. What
is more, the distribution of Na" between young and adult leaves is altered in the mutant,
since a higher transport of the ion to developing tissues occurred in cbl10. This behavior
could be the cause of the apical meristem collapse detected in the mutant plant after
exposition to salt stress. Another physiological ateration induced by knocking out
SCBL10 gene is the reduction of water loss via transpiration in stressful conditions.
Moreover, the lower transpiration is associated with a perturbation in Ca?* homeostasis
and with changes in the gene expression profile of the vacuolar Ca?* carrier SCAX1, in
salt stress as well asin non-stressful conditions. Grafting experiments demonstrated that
the main responsible organ for the salt stress sensitivity in cbl10 mutant is the shoot, as
only grafted plants using cbl 10 as scion exhibited such sensitivity, which is not observed
when cbl10 isused as rootstock. This result suggeststhat SICBL 10 could have adifferent
function in shoot and in root, being the function in shoot the oneinvolved in salt tolerance
in tomato. Also the ateration of the Ca?* homeostasis in the shoot of cbl10 mutant lead
usto proposearolefor SCBL10in theregulation of Ca?* homeostasis, being this potential
function acrucial one for tolerance of tomato to salt stress.
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|. Introduccidn

I. INTRODUCCION

1. El tomate cultivado (Solanum lycopersicum)

1.1.Origen y domesticacion del tomate

El tomate, Solanum lycopersicurh., era una especie conocida y utilizada por los
mesoamericanos desde mucho antes de la llegadass despaiioles a América. Venia
empleandose como cultivo secundario en pequefabumn el objetivo de abastecer
las necesidades familiares, por lo que su impodaacondmica en aquella época no

podria considerarse del todo significatjiizaquinas-Alcazar y Nuez, 1995).

El origen del génerhycopersicunse localiza en la region Andina, que se extiende
desde el Sur de Colombia al Norte de Chile, y désdesta del Pacifico (incluidas las
islas Galdpagos) a las estribaciones orientaléssdendes, comprendiendo los paises de
Colombia, Ecuador, Perq, Bolivia y Chile (Rick, B9Taylor, 1986; Esquinas-Alcazar
y Nuez, 1995). Estas investigaciones coinciden sgnar dicho origen basandose
principalmente en la presencia de una gran divadsit® especies silvestres en zonas no
antropizadas de esta zona de Sudamérica, queemzigentran presentes en gran medida
en otras zonas del mundo. Sin embargo, pareceuguenf México donde se originé el
cultivo del tomate, muy probablemente a partiLdesculentunvariedadcerasiforme
anico Lycopersicunsilvestre que crece como mala hierba en las regitopicales y
subtropicales americanas (Nwal, 1996; Nesbitt y Tanksley, 2002) y que se encaentr
fuera del area de distribucion del género. Otrasstigaciones basadas en secuencias
genéticas, establecen como alternativa que lawantigriedadterasiformepodria ser la
resultante de continuas hibridaciones entre patmh@si deS. lycopersicuny Solanum
pimpinellifolium Jusl. Es decir, la antigua variedagrasiformesurgiria de forma
posterior a la domesticacion y, por tanto, no ¢tunst la especie predecesora del tomate
cultivado (Nesbitt y Tanksley, 2002), sienSopimpinellifoliumel candidato a ancestro
con mas probabilidades en este caso. En este gestidhan documentado casos de
hibridacion espontanea entse pimpinellifolium S. lycopersicuny la antigua variedad
cerasiforme en areas donde confluyen dichas poblaciones. Estéa$aciones se
encuentran muy préximas y son interfértiles (Pardital, 2005; Spooneet al, 2005),
de modo que pueden establecer flujo génico eras. &In estudio reciente basado en el

analisis de polimorfismos de nucleétido simple aom queS. lycopersicunvariedad
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cerasiformeno es el ancestro del tomate cultivado, y tamteéumerza el modelo de que
se produjo una pre-domesticacion del tomate eedamn andina (hipétesis del Perl),
completada con la domesticacion en Mesoaméricat@ss de México), seguido de su
introduccion a Europa por los esparioles y luegexsendié por todo el mundo (Blanca
et al, 2012).

Sin embargo hasta la fecha, el origen de la docaegin del tomate esta sin
resolver, a pesar de que se ha informado de queneostes procedentes de Europa y
América del Norte comparten similares isoenzimasycadores moleculares con los de
México y Centroameérica, o que sugiere que el tenfae introducido a Europa y
América del Norte a partir de estas regiones (Reyabpooner, 2006; Bauchet y Causse,
2012). Ninguna de las hipotesis sobre el origefadmesticacion del tomate es mas
concluyente que el otro. Podria ser que la donsestic se produjo de forma

independiente en ambas regiones.

1.2. Taxonomia y descripcion boténica

La primera descripcion botanica del tomate la zéaRier Andrea Mattioli, del jardin
botanico de Padua (Italia), quien publicé su heoban 1554. Desde entonces aparece
descrito en numerosos herbarios como el de Mattl@asObel en 1581, el de Gerard en
Inglaterra en 1597 o el de Salmon en Estados Unydosn 1710.

El tomate pertenece al géné&olanum siendo probablemente el género de mayor
importancia econdémica, ya que contiene tanto espat@dicadas al consumo humano,
como especies que generan productos téxicos y aradittosos (Weese y Bohs, 2007).
En cuanto a nimero de especies, es relativamenteipportante dentro de la familia
Solanaceagla cual comprende 98 géneros y mas de 3000 espgue crecen en una
gran diversidad de habitats, desde zonas arid#s laasdta montafia. Esto ha contribuido,
en buena medida, a la importante variabilidad gem@tesente entre las especies de este
grupo (Olmstead y Bohs, 2006). Esta familia seddiyiatendiendo a caracteristicas
morfolégicas del embridn, en dos subfamiliaséstroidaey la SolanoidaeEl caracter
mas importante de la subfamili@olanoidae en la que se incluyen los géneros
Lycopersicuny Solanumi., es que todos sus miembros poseen una grarrmigiad en
el nimero cromosémico (2n=24). Estos dos génerodifseencian entre si por la

presencia de expansiones apicales estériles eantagas ernLycopersicumaque estan
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ausentes eSolanum(Taylor, 1986). Otra caracteristica diferenciadesael mecanismo
de dehiscencia anteridial, presentandgcopersicumdehiscencia tipo longitudinal
mientras que e’lsolanumla apertura de las anteras es mediante poros epi(Rick,
1982). No obstante, estudios posteriores demostrare la dehiscencia égcopersicum
comienza por poros apicales que derivan rapidansensercos longitudinales (Bonner y
Dickinson, 1989). La familia Solanaceas, ademadatehte, incluye otras especies de
interés agrondmico como el pimiento, la patathgl@njena y el tabaco, constituyéndose
por lo tanto en una de las familias de mayor ingaia alimenticia y econdémica del

mundo.

La taxonomia del tomate ha sufrido cambios a traeésiempo, originalmente el
tomate fue clasificado con8nlanum lycopersicupor Linneo (Linnaeus, 1753), después
fue reclasificado por Miller (1754) comloycopersicon esculenturSin embargo, esta
clasificacion ha estado sujeta a debate durarge teempo, siendo asi que finalmente se
ha aceptado como denominacion botanica definitelat@mate la propuesta por Karl
Linneo gracias al uso de las modernas herramientdsculares a finales del siglo
pasado. Estas revelaron la suficiente informacidmival genémico para permitir la
revision de la clasificacion filogenética de la fiaSolanaceaeA partir de ese momento
el géneroLycopersicumse reintrodujo dentro del géneBolanumen la seccion de
Lycopersicontal y como la habia clasificado Linneo 200 afinges (Foolad, 2007;

Peraltaet al, 2008). La taxonomia aceptada para esta espeliesiggiente:

l. Clase:Dicotyledoneas.

II. Orden:Solanales (Personatae).
[ll.  Familia Solanaceae

IV. Subfamilia:Solanoideae.

V. Geénero:Solanum.

VI. Especielycopersicum.

Se trata de una planta perenne de porte arbustie®e cultiva como anual. Hay
dos tipos diferenciados por el tipo de crecimienie tienen. Estan las de crecimiento
determinado y las de crecimiento indeterminadoplaata indeterminada es la normal,
en ella, los tallos presentan segmentos unifornoesties hojas (con yemas) y una
inflorescencia, terminando siempre con un apicetatiyo. A diferencia de esta, la planta

determinada tiene tallos con segmentos que presprigresivamente menos hojas por
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inflorescencia y terminan en una inflorescenciaue resulta en un crecimiento limitado.
Los tallos son gruesos y angulosos, de color vgrideplanta presenta tallos secundarios
que salen de las axilas de las hojas. El sistediautar esta compuesto por una raiz
principal corta y débil, y raices secundarias qurersimerosas y potentes. Las hojas son
compuestas anchas, planas con 7-11 foliolos pelds)dobulados y borde dentado. Las
flores son hermafroditas, simétricas, regularesipdginas. La inflorescencia esta
compuesta de 4 a 12 flores. La corola esta forpada o mas pétalos de color amarillo,
lanceolados y fusionados en la base. Los sépalomés pequeiios que los pétalos. La
flor contiene cinco estambres fusionados a la egol sus filamentos, las anteras largas
de color amarillo, estan unidas lateralmente, fowoaun cono estaminal que envuelve
el gineceo. El pistilo esta formado por un ovaiioobplurilocular, de estilo delgado y el
estigma cubierto por una secrecion de naturalpidida. Los carpelos se presentan en
posicion oblicua con respecto al plano medianadiet (Figura 1). El fruto es una baya
con gran diversidad de tamafios y formas, generdéémeéa color rojo, bilocular o
multilocular, de gruesa placenta con numerosasllssnmiecubiertas de una sustancia
mucilaginosa (Peraltat al, 2008). Esta unido a la planta por un pedicelo gon
engrosamiento articulado que contiene la capa sidsabin. Posee una semilla discoidal-
lenticular comprimida y embrién enrollado, de difmends o menos uniform€&ifura

1) (Chamarro, 1995).

Figura 1. Aspecto de las flores y frutos del cultivar de teerfdoneymaker

1.3.Importancia econdémica y distribucién geogréfica

El cultivo del tomate $olanum lycopersicurh.) es uno de los mas extendidos en la
actualidad y de mayor valor econdmico (FAOSTAT, 201Su demanda aumenta

continuamente y con ella su cultivo, producciéroynercio. El incremento anual de la
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produccion en los ultimos afos se debe principaleneahaumento en el rendimiento v,
en menor proporcion, al aumento de la superficlévada (Bergougnoux, 2014). Con
una produccién anual en aumento, en el afio 20fafdeajeron en el mundo 163.96 MMt
(millones de toneladas) de tomate fresco (FAOST2Z(013). El tomate es el séptimo
cultivo mas importante después del maiz, arrogo trpatatas, soja y yuca, siendo las
regiones tropicales y subtropicales donde se etreurelos mayores productores a nivel
mundial. Durante los ultimos 20 afios, la producciétomate, asi como el area dedicada
al cultivo, practicamente se han duplicaé@y@ra 2a). A dia de hoy, Asia domina el
mercado de tomate con mas del 60% de la produccigrial, seguido por América,
Europa, Africa y por ultimo Oceania con apenas [8%0de la produccion mundial
(Figura 2b). Siendo China el mayor productor a nivel mundiah 50,66 MMt, le sigue
India y EE.UU con una produccion de 18,22 y 12 5WitMrespectivamente. Espafia

ocupa el noveno puesto mundial con una producci@0é3 de 3,6 MMtKigura 2c).

El cultivo del tomate esta bastante extendido grafa, encontrandose las mayores
producciones en Andalucia, Extremadura, Regién decisl, Navarra y Canariasdbla
1).

Tabla 1. Superficie y produccién del cultivo de torate en Espafia.

Provincias y Superficie (hectareas) Rendimiento (kg/ha) B
Comunidades Regadio Regadio Produccion
Auténomas Secano Total | Secano (toneladas)
Aire libre  Protegido Aire libre  Protegido

Andalucia 25 5.490 13.047 18.562 19.880 57.596 99.8361.619.261
Extremadura - 17.190 4 17.194 - 81.606 220.000 1.403.681
Murcia - 190 2.417 2.607 - 60.000 115.000 289.355
Navarra - 1.715 60 1.775 - 83.748 71.017 147.889
Canarias 46 94 1.185 1.325  35.000 54.369 100.802 11726.
Casillas-La Mancha - 1.504 40 1.544 - 72.522 170.000 115.874
Galicia - 213 858 1.071 - 74.574 101.528 102.996
Aragén - 867 16 883 - 81.792 170.625 73.644
C. Valenciana 80 576 498 1.154  11.325 23.774 106.835 @r7.80
Catalufia 50 1.222 139 1.411 5.760 32.743 86.163 .27
La Rioja - 183 13 196 - 73.705 83.000 14.567
Baleares 21 135 89 245 7.000 42.000 52.980 10.532
Otros 158 187 97 442 42.938  137.451 367.022 22.361
ESPANA 380 29.736 18.501 48.617  14.545 72.605 101.72 4.046.413

Fuente: Anuario de Estadistica Agraria. Datos 2014
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La Region de Murcia es una de las principales priodas de tomate en el ambito
nacional, gracias a sus inmejorables condicionesatitas y de suelo. Las principales
variedades de tomate que actualmente se comeatiaiz la Regién de Murcia son las
siguientes: tipos Beef, Marmande, Vemone, MoneymaRecktail, Cereza (Cherry),
Larga Vida, Liso y Ramillete. La Region de Muratan alrededor de 289.355 toneladas
producidas en 2014, es la tercera comunidad aut@mpoaductora de tomate de Espafia,
por detras de Extremadura y Andalucia. Su prodacegddestina al mercado en fresco
exportandose una gran parte de ella. En esta cdadin diferencia de la provincia de
Almeria, donde predominan los pequefios y mediaramuptores, la mayor parte de la
produccion de tomate para fresco es llevada a paba@randes empresas con gran
capacidad de explotacion, sin olvidar la importar# las cooperativas en este sector. Es
de destacar que el destino mayoritario de nuesipgrtaciones son los Paises Bajos,
donde se redistribuye a otros paises como compterdersus exportaciones en los meses
improductivos (MAGRAMA, 2014).

1.4.Genoma del tomate

El genoma diploide (2n=24) del tomate tiene un fanaproximado de 950 Mb, esta
organizado en 12 cromosomas y contiene unos 3%606s (The Tomato Genome
Consortium, 2012). Actualmente un buen nimero degban sido descritos y asignados

a localizaciones especificas en el mapa genético.

Dentro de la familia de las Solanaceas el tomat®esiderado la especie modelo
para los andlisis genéticos (Bergougnoux, 2014warchet al, 2014). Es ampliamente
conocido que existen otras plantas modelo cédwabidopsis thalianamaiz, arroz u
olmo, pero el tomate es filogenéticamente distatas anteriores especies y posee
caracteristicas morfolégicas especificas (Bergougn2014). Ofrece ventajas como son
un genoma de tamafno reducido con respecto a attbgos, tiempos de generacion
cortos, autbgama y posibilidad de utilizar tecn@agtinaria de transformacion. Por ello
ha sido posible obtener gran cantidad de infornmacié tomate, asi como recursos

geneéticos, citogenéticos y fisiologicd#tp://solgenomics.ngt/ Entre las herramientas

genéticas, hay numerosos mutantes caracterizattps/(vww.zamir.sgn.cornell.edily

son muy abundantes los recursos fitogenéticos yaded de especies silvestres

(http://tgrc.ucdavis.edu/Y.ambién se han desarrollado micromatrices conspg@eopia
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Gnica para uso de la comunidad cientifica, divelibasrias BACs de la variedad Heinz

1706, etc. littp://www.genome.arizona. edu/fpc/tomato

Existen varias bases de datos donde se recopéesdiinformacion sobre distintos
aspectos del tomate, que pueden ser consultad@nteeititernet. La base de datos SGN

(Solanaceae Genome Netwohktp://www.solgenomics.ngttontiene herramientas para

el estudio de todas las solanaceas incluye todasdauencias de genes y ESTSs,
marcadores moleculares y herramientas para swsisndtl SGN, contiene mas de 20
mapas genéticos y fisicos de tomate, patata, pimietabaco con miles de marcadores.
Los marcadores de esta base de datos van desde 8RB, PCR, RFLP, SNP, SSR y
dCAPS (Bombarelyet al, 2011). Por su parte, existen aproximadamente0B800.
secuencias ESTs, disponibles en bases de datdsgsibbmo el DNA-Banco de datos
de JaponHttp://www.ddbj.nig.ac.jp/ Solgenomics Networkh{tp://www.solgenomics.
net) y MiBASE (http://www.pgb.kazusa.or.jp/miba¥¢Shirasawaet al, 2010).

En el afio 2004, se inici6 el proyecto de secueitriadel genoma de tomate por
un consorcio internacional en donde estaban invatlos Korea, China, Inglaterra, India,
Holanda, Francia, Japdn, Espafa, ltalia y Estadugdd. El objetivo inicial fue la
secuenciacion BAC a BAC de la region eucromatigadiondose secuenciar mas de 1200
BACs. En 2009 se inicid la secuenciacion del genoamapleto habiéndose logrado un
ensamblaje de alta calidad. En el 2012 se publwopprte de The Tomato Genome
Consortium los resultados finales de la secueramadel cultivar "Heinz 1706". Las
anotaciones del genoma del tomate, generadas pgmowtcto de secuenciacion son

realizadas por el International Tomato Annotatiooup (ITAG).

1.5.Mejora genética del tomate

En las ultimas décadas los objetivos de mejoragplasado por cuatro fases: aumento de
rendimiento (década de 1970), conservacion posicbas(década de 1980), mejora de
propiedades organolépticas (década de 1990) y and@tas propiedades nutricionales.
Por lo tanto los programas de mejora se han oderdeobtener altos rendimientos, con
frutos de alta calidad, manteniendo los costesaldugcion lo mas bajos posible (Bai y
Lindhout, 2007). Paralelamente las casas de mdjamaido incorporando genes de
resistencia al estrés biotico y abiotico. La magarte de estos genes provienen de

especies emparentadas cof@eruvianunt., S. pimpinellifoliumL. y S. habrochaites
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S. Knapp y D.M Spooner. Estas especies han peomitidrcementar la variabilidad
genética y han provocado importantes cambios esttactura genética y fenotipica de
las variedades cultivadas (Casals Missio, 2012in&Cesultado de décadas de mejora
genética, se han identificado mutaciones de formeat@ia, afectando caracteres
importantes. El tomate es una de las especieseautase ha realizado mayor inversion
a nivel de programas de mejora genética, y los@gabtenidos en las ultimas décadas
son espectaculares. Los cultivares disponiblesaboante disponen de resistencias a
numerosos patdégenos, unos rendimientos espectsuwaruna gran capacidad de
adaptacion en ambientes de cultivo diferentes (€a4iasio, 2012). No obstante, en los
altimos tiempos los consumidores estan interesadasriedades singulares y reclaman
al mercado cultivares con morfologias singulares yerfil sensorial superior. En este
ambito las casas de semillas estan intentando shoaercado nuevas variedades que
cumplan con estas demandas, reorientando unagedas programas de mejora. Un
buen punto de partida para obtener este tipo deands son las variedades tradicionales,
las cuales aglutinan gran parte de las caractexrsstieseadas por los consumidores. Esto
esta llevando a plantear el sabor como un imp@tabijetivo en la mejora genética del

tomate.

Por otro lado, el desarrollo de cultivos tolerarestrés abidtico es un objetivo de
mejora prioritario para todos los cultivos agrisol&e considera que el mayor desafio
para los proximos afios sera aumentar la produczdacultivos en las tierras afectadas
por estrés abidtico. Por lo que respecta a tonegenayores producciones en nuestro
pais se obtienen en las areas que en mayor medidaralos problemas de sequia y
salinidad (por ejemplo, Andalucia y Murcia). A titude ejemplo, en tomate se han
llegado a encontrar reducciones del 30-40% delimgedto para salinidades moderadas
de 6-8 dS/m (Caret al, 1991), que son valores normales en las aguasrsaias de la
zona costera de Murcia y Almeria utilizadas parséegb (Bolarin y Caro, 1995). Por otra
parte, el crecimiento de muchas especies hal@dasstimulada dentro de un intervalo
de salinidad de 15-25 dS'htRozema y Schat, 2013). Por tanto, los prograreasejora
que permitan incrementar la tolerancia a la segsilinidad de tomate van a repercutir

en beneficios para la economia de las principaleagzproductoras.
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2. Especies silvestres relacionadas con tomate

2.1.0rigen de las especies de tomate silvestres

La clasificacion taxonémica del tomate, tanto ddticado-domesticado como de las
especies silvestres relacionadas, ha ido cambideside los afios 40 del siglo pasado,
donde las especies se separaron en dos secciarnmgineroeulycopersicon(L.
esculentuny L. pimpinellifoliun) y subgénereriopersiconL. peruvianum, L. hirsutum,

L. cheesmaniagL. glandulosum Esta catalogacion se mantuvo hasta aproximadamen
1970 cuando se propuso clasificarlos en funcidia dapacidad de las especies silvestres
de cruzarse con el tomate domesticado. Es a plertesta década que las 9 especies
silvestres de tomate se dividieron en dos grumsslldmados complejdssculentuny
Peruvianum dependiendo de su capacidad de cruzamiento. Tladasspecies del
complejoEsculentuniL. esculentum, L. pimpinellifolium, L. cheesmaniaegpennellii,

L. hirsutum, L. chmielewskyiL. parviflorum) podian hibridar con el tomate cultivado y
representar una importante fuente de recursos igesépara la introgresiéon de
resistencias a estreses bidticos y abidticos ytides caracteres de desarrollo deseables
desde el punto de vista agrondmico en la espeonesticada. Las especies del complejo
Peruvianum(L. chilensey L. peruvianum poseen una gran diversidad morfologica y
ecoldgica, y representan un gran potencial paradpra del tomate, pero hasta muy
recientemente su uso se encontraba muy limitadodaed la escasa capacidad de
hibridacion con el tomate domesticado y la necelstitadesarrollar métodos especificos
de cruzamiento como el rescate de embriones (Bgngux, 2014). Actualmente se
reconocen trece especies de tomates (Paxtatih 2005), once de ellas distribuidas en
Los Andes desde la zona central de Ecuador hastartd de Chile y dos de ellas

endémicas de las Islas Galapagtah{a 2).

Dentro del géner&olanum la secciorLycopersiconincluye al tomate cultivado
(Solanum lycopersicumUnica especie domesticada) y 12 especies afiréess Estas
especies afines, mas conocidas como tomates sidsegtoseen una gran diversidad
genética (Foolad, 2007). Gracias a su amplia dio&ds genética, dichas especies
representan en la actualidad el principal recues@tijco en la mejora de tomate cultivado
(Bai y Lindhout, 2007; Foolad, 2007).

10
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Tabla 2. Especies deSolanum seccionLycopersicon y sus equivalentes en el géneioycopersicon

(Peralta et al., 2005).

Nombre de la especia

Equivalente en
lycopersicon spp

Distribucién

Solanum arcanurReralta

Parte dd_ycopersicon
peruvianum(L.) Miller

Valles andinos costeros e interiores en N de P¢q
desde alrededor de 100 hasta 2500 m. Lomas,
guebradas secas y pendientes rocosas secas.

Solanum cheesmanidk.
Riley) Fosberg

Lycopersicon cheesmania
L. Riley

bEndémico de las Islas Galapagos, Ecuador, de
el nivel del mar hasta 500 m.

Solanum chilenséDunal)
Reiche

Lycopersicon chilense
Dunal

En la ladera occidental de los Andes desde Ta
en el S de Perl hasta el N de Chile, en llanurasg
rocosas hiper-aridas y desiertos costeros desd
nivel del mar hasta 2000 m.

Solanum chmielewskii
(C.M. Rick, Kesicki,
Fobes y M. Holle).

Lycopersicon chmeilewski
C.M. Rick, Kesicki, Fobes
& M. Holle

En valles andinos secos elevados desde Apurinac

en el S de Peru hasta Sorata en el N de Bolivial
desde 2300-2880 m de cota.

Solanum corneliomuellen
J.F. Macbr.

Parte dd_ycopersicon
iperuvianurr(L.) Miller;
también conocido como
Lycopersicon glandulosun
C.F. Mull.

Elevaciones medias a altas en la ladera occide
de los Andes desde Centro a Sur de Peru,

ocasionalmente en laderas mas bajas en tierras

deslizables hacia la parte S del rango de la esp
(400) 1000-3000 m.

htal

b

eci

Solanum galapagensg
Darwin y Peralta

Parte dd.ycopersicon
cheesmaniat. Riley
(conocido previamente
como forma o vaminor

Endémico de las Islas Galapagos, concretamente

de las islas occidentales y sur, principalmente 6
lava costera hasta 1 m de la marca de marea a

dentro de la zona de alcance del mar (altamente

tolerante a salinidad), pero también
ocasionalmente tierra adentro.

n
ta

Solanum habrochaites
S. Knapp y D.M Spooner

Lycopersicon hirsutum
Dunal

En una variedad de tipos de bosques, desde
premontanos hasta secos, en las pendientes
occidentales de los Andes desde el Centro de
Ecuador hasta el Centro de Peru, alrededor de
2500 m. cota

500-

Solanum huaylasense
Peralta

Parte dd_ycopersicon
peruvianum(L.) Miller

Laderas rocosas del Callejon de Huaylas a lo I
del rio Santa en Ancash (Pert) y en el drenaje
adyacente del rio Fortaleza desde 1700-3000 n

Irgo

Solanum lycopersicuiin

Lycopersicon esculentum
Miller

Solo se conocen formas cultivadas o fugas; a n
mundial en gran variedad de hébitats.

ivel

Solanum neorickiD.M.
Spooner, G.J. Anderson
R.K. Jansen

Lycopersicon parviflorum
VC.M. Rick, Kesicki, Fobes
& M. Holle

S Per( (Apurimac) hasta S Ecuador (Azuay) er
valles interandinos secos desde 1950-2600 m.
menudo sobre bancos rocosos y bordes de
carreteras.

A

Solanum pennelliCorrell

Lycopersicon pennellii
(Correll) D'Arcy

N Peru (Piura) hasta N Chile (Tarapaca) en lad
rocosas secas y areas arenosas desde el nivel
mar hasta 3000 m.

eras
del

Solanum peruvianurn.

Lycopersicon peruvianum
(L.) Miller

En lomas y ocasionalmente en desiertos costernos

desde el Centro de Peru al N de Chile, desde n
del mar hasta 600 m. A veces como mala hierb|

bordes de campos en riveras de valles costeros.

ivel
A en

Solanum pimpinellifolium
L.

Lycopersicon
pimpinellifolium(L.) Miller

Areas costeras desde el Centro de Ecuador ha
Centro de Chile, 0-500 m.

Sta el

2.2.Especies silvestres de tomate como fuentes de vailalad genética

En los trabajos de transformacion dirigidos al aumede la tolerancia a estreses

abidticos, la mayor parte de los genes que se lomado y transferido provienen de

11
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especies modelo o de especies muy alejadas adaequetende mejorar. La experiencia
de muchos afios en el campo de la mejora indicabstante, que lo mejor seria clonar
los genes a partir de la misma especie o de espghiestres relacionadas con la especie
cultivada. En las especies y formas silvestregexisa amplia diversidad genética que
todavia esta por explotar (Bohnettal, 2006; Cuarteret al, 2006; Nevo y Chen, 2010).
En el caso del tomate, por ejemplo, se sabe desmtke ttempo que en algunas de las
especies silvestres relacionad@slanum pennelliCorrell, S. cheesmania@.. Riley)
FosbergS. pimpinellifoliumL.) hay entradas que exhiben un alto grado deaotéa a
diferentes estreses abidticos (Bolagh al, 1991). Sin embargo, en la actualidad,
seguimos sin conocer que genes determinan lamcliara la salinidad en estas entradas
silvestres. Sorprendentemente, no se ha hechoadaien esta direccion.

El tomate cultivado posee una variabilidad gendimaada, en gran parte debida
a las selecciones naturales y artificiales prodgdlrante la domesticacion y desarrollo
de los cultivares modernos (Ladizinsky, 1985) yeesgimente por el cuello de botella
gue se produjo al importarlo a Europa. Asi, el ogdinnimero de tomates introducidos
por los espafioles tras el descubrimiento constiauppase genética de todo los cultivares
modernos. Se estima que solo un 5% de la varialilidtal del gener8olanumsecc.
Lycopersicoresta presente éh lycopersicunMiller y Tanksley, 1990). A pesar de que
las especies silvestres de tomate actualmentersofuante de genes de interés agricola
para programas de mejora, aun estan muy poco apradas. Para ello hay que
identificar primero fuentes de variabilidad en atacter de interés, y después introducir
esa variabilidad en un programa de mejora (Fragtad, 2005). En la tabla 3 se presenta
un resumen de las principales caracteristicassdesigecies silvestres de tomate, con las
caracteristicas de interés que han sido o podefatossideradas en eventuales programas

de mejora genética.

Todas las especies silvestres de tomate se pukd@m & cruzar con el tomate
cultivado S. lycopersicuincon mayor o menos eficiencia y siempre y cuandoneate
domesticado se utilice como receptor de polen (Bediet al, 2011). Entre las
caracteristicas agronomicas mas interesantes qestran las especies silvestres del
géneroSolanumsecc.Lycopersiconse encuentran la resistencia a diferentes tipos de
estrés. Tradicionalmente, los factores que provestnés en las plantas se han dividido
en bidticos: plagas, enfermedades, malas hierbtre etros; y abidticos: sequia,
salinidad, bajas y altas temperaturas, viento, lpoas de suelo, etc. (Cuartezbal,

12
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1995). Como ejemplo cabe citar la gran tolerancia salinidad en especies corSo
cheesmaniaeOtras comdS. pennellij florecen en habitats extremadamente secos del
Peri OccidentalS. habrochaitepuede tolerar el frio y las heladas, mientras que
variedades de la forma silvestre@ldycopersicunh. “cerasiforme” poseen tolerancia a

la humedad (Esquinas-Alcazar y Resources, 1981).

Tabla 3. Caracteristicas agronémicas de interés das especies silvestre de tomate (Prohegtsal.).

Especie Caracteristicas de interés
Tolerancia humedad, resistencia a horgos
y enfermedades de suelo.
S. cheesmanide Riley Fosberg y Tolerancia a salinidad y espesor [del
S. galapagens8. Darwin y peralta pericarpio.
Color y calidad de la fruta, resistencia a
insectos, nematodos y enfermedades

S. lycopersicum var. cerasiforme L

S. pimpinellifoliur.

S. chmielewskiC.M. Rick, Kesicki, Fobes & M.
Holle D.M. Spooner, G.J. Anderson & R.K. Jansd
S. neorickiiC.M. Rick, Kesicki, Fobes y M.Holle
D.M. Spooner, G.J. Anderson y R.K. Jansen

r,$\Ito contenido de azucares

Resistencia a bacterias

Tolerancia a frio y heladas, resistencia a
insectos y enfermedades

S. pennelliCorrell Resistencia a sequia, salinidad e inse¢tos
S. chilens®unal Reiche Resistencia a sequia y enfermedades$

S. peruvianunh.; S. huaylasendeeralta y S.
Knaap;S. arcanunPeralta;S. corneliomuellerd.F. | Resistencia a virus, hongos y bacteriag
Machbr.

S. habrochaite§.Knapp D.M Spooner

o

Las herramientas de gendmica funcional estan pemdi la identificacion de
numerosos genes inducidos por estrés, pero saomeee hasta el momento la funcién
de un namero muy limitado de los mismos (BarteBupkar, 2005; Munns y Tester,
2008). Ademas, en la mayoria de los casos, lossgdantificados proceden de especies
modelo (Munns, 2005; Cuarterd al, 2006). Los mayores esfuerzos para identificar
genes implicados en la tolerancia a estrés abidtcban dirigido en la ultima década
hacia la sobreexpresion de genes enddégenos o tasexp heteréloga de genes que
supuestamente actian en diferentes procesos @ewsaMunns, 2005; Tuberosa y Salvi
et al, 2006; Vij y tyagi, 2007; Cuarteret al, 2008). Una estrategia alternativa seria la
busqueda de genes en especies tolerantes, en eentdarse en las especies cultivadas
con mayor sensibilidad al estrés. Diferentes astti@ revisado los mecanismos de
tolerancia en haldfitas (plantas capaces de solirgvreproducirse en ambientes con
altas concentraciones salinas) y han propuestolajirevestigacion futura se deberia
dirigir hacia la identificacion de los determinatde tolerancia en estas especies

13
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(Flowers y Colmer, 2008; Lugaet al, 2010). Ademas, las plantas haléfitas parecen
poseen mas genes relacionados con la toleranaigaithidad y la sequia que glicofitas
(Askari et al, 2006; Yuet al, 2011; Bartels y Dinakar, 2013), por lo que el deo
especies halofitas para identificar genes implisadola tolerancia a la salinidad o sequia
puede ser una buena estrategia para mejorar tarola a estos estreses en los cultivos
actuales. En resumen, el tomate puede ser un megeddente en este sentido, ya que
hay accesiones de especies silvestres relacionamas, las des. pennellique hemos
utilizado en este trabajo, que exhiben un alto@dwitolerancia tanto a la salinidad como

al estrés hidrico (Bolariat al, 1991).

2.3.Descripcion botanica y taxonomia dé&. penndllii

Solanum pennellge trata de una especie silvestre de tomate enaémia region andina
de América del Sur, Peru y Chile. Debido a su cdpacpara tolerar el estrés extremo,
como la sequia y la salinidad, y a su morfologissual, es un donante importante de
germoplasma para el tomate cultiv&ld_ycopersicur(Bolgeret al, 2014). Es una parte
importante de un tipo especial de vegetacion llamaggetacion de las lomas". Es
comun encontrarla en la arena junto al mar o0 eazorcosas y secas a mas altitud, hasta
a 3.000m sobre el nivel del mar. El porte es restyeparecen multiples ramas laterales
desde la base de la planta. Las hojas son compuegtaparipinnadas. Los foliolos se
unen a un eje central o raquis a través del pedialdorma de los foliolos es ovada con
el margen ondulado y la nervadura pinnada en laseudistingue un nervio central, los
nervios secundarios y muy poco desarrollados umogias terciarios. Las flores se
agrupan en inflorescencias de tipo racimo. La #erhipogina formada por cuatro
verticilos, los cuales contienen cinco piezas aatta Los cinco sépalos estan soldados
por la base. Los pétalos de color amarillo tamlegidan soldados hasta la mitad de su
longitud. Las anteras se mantienen unidas y sdla® sobresale el estigma. El fruto es
una baya pequefia con forma redondeada, pegajosanmestible, de color verde en
todos los estadios, que cuando estd maduro sert@camtenso. En su interior presenta
una zona mucilaginosa donde se encuentran laslagnitl sistema radicular es poco
desarrollado y tiene una amplia variabilidad geéti derivada de su
autoincompatibilidad. Ocupa un estatus especias pene dehiscencia poral (como es

propio de géner&olanunj.
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S. pennelliies una planta dicotiledonea que se encuadra eanmdid de las
solanaceas, que comprenden la patata, el tabax@stlinia, asi como la hierbamora,
belladona y otras plantas venenosas. La taxonoera pennelliies la siguiente:

l. Clase:Magnoliophyta.
[I.  Orden:Solanales.

[ll.  Familia Solanaceae
IV. Geénero:Solanum.

V. EspecieS. pennelli{Sinénima Lycopersicon pennel)ii

3. Salinidad y sequia: Efectos sobre los cultivos

Se prevé que la poblacién mundial aumente en mas tecio, o en unas 2.300 millones
de personas hasta el afio 2050 (FAO), llegando luess8a500 millones de personas. Esto
produce un reto importante para la agricultura mainga que implica la produccion de
un 70% mas de alimentos en los proximos 40 aftsiraplicaria no solo sobreexplotar
las tierras ya cultivadas, sino buscar nuevas aleade llevar a cabo la actividad
agricola, teniendo que dirigir nuestra mirada hsazonas aridas y semiaridas. El 40%
de la superficie mundial corresponde a regionatasry caracterizadas por ser suelos
secos debido a la escasez de lluvias, temperagxtesmas y una alta velocidad de
evaporacion donde la produccion agricola depenelécimente de la irrigacion. En estas
condiciones, el efecto del uso continuado de aguasontienen sales disueltas, unido a
una velocidad de evaporacion y la baja capacidaiigeacion de algunos suelos, asi
como el uso de elevadas cantidades de fertilizantiespenetracion del agua del mar en
zonas costeras y marismas, incrementan la saligizate los suelos (Munns, 2005).
Ademas, la demanda de agua de alta calidad delbitme@mento de la poblacion humana
conlleva el uso cada vez mas frecuente de agubsjdecalidad en la agricultura, que

unido a la sobreexplotacién del suelo produce ahaizacion de las areas de cultivo.

La salinidad del suelo es uno de los factores amdles que mas incide sobre la
productividad agricola y limita el uso potencialnleevas areas de cultivo (Munns, 2005;
Munns y Tester, 2008; Ahugt al, 2010; Zhanget al, 2011). Se espera que el aumento
de la salinizacién de las tierras cultivables ten&r efectos muy negativos a nivel global,
llegando a provocar la pérdida del 30% de la tidergultivo en los proximos 25 afios, y
hasta el 50% para el aflo 2050 (Waigal, 2003). Se calcula que un 40% del area
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mundial dedicada a regadio, esta afectada politadsal, especialmente aquellas mas
productivas, como California, el sur de Asia y gpamte del area mediterranea. Dentro
de esta ultima, algunas de las zonas mas afectadalss marismas del Sur, Almeria,

Murcia, Alicante y Valle del Ebro, asi como toddrknja atlantica de la costa marroqui

(FAO). Por todas estas razones, la salinidad desyeaguas constituye una verdadera
amenaza para la agricultura, puesto que la maglerias plantas cultivadas, entre ellas
el tomate, se ven afectadas en mayor o menor mpdidaste factor ambiental.

Otro problema acuciante en dichas regiones aridsmryjaridas del planeta, mas
grave si cabe para la agricultura, lo constituyselquia debido a la reduccion creciente
de la disponibilidad de agua para el cultivo. Semesque la sequia es responsable de un
45% de las pérdidas en produccion agricola a giedal (Foolad, 2007). Mas de 800
millones de hectareas de tierra en todo el mundenseientran en zonas aridas o
semiaridas. Aproximadamente un tercio de la pobiaciundial vive en paises con riesgo
de sequia, y se vaticina que este nimero se inntardehasta los 5.000 millones de
afectados en el afio 2025 (FAO, 2013). La sequidugm mermas graves en los
rendimientos agricolas, alteraciones en la producgicalidad del producto y todo ello
repercute en una creciente inseguridad alimentariapacto de la sequia se estima que
afecta a las posibilidades de alimentacion de 8ll6rmas de personas en el mundo. Las
tierras de regadio corresponden al 15% del totaédeno utilizado para cultivo agricola
y tienen un rendimiento productivo el doble quetiasas de secano. El incremento de
tierras de regadio es en parte responsable dalmanglobal de agua, que se ha triplicado
en los ultimos 50 afios, y hay que destacar quadméss tercios del agua consumida en

el mundo se usa con fines agricolas (Fang y Xiaag5).

Ante esta situacion, en las ultimas décadas senbeementado de forma
considerable el nimero de estudios sobre las retgsua estrés salino e hidrico, tanto en
plantas cultivadas de interés econémico, como &mtg adaptadas a medios salinos, las
denominadas haléfitas. En la naturaleza existerecgsp haldfitas (tolerantes a la
salinidad y la sequia) que resisten concentracisal@sas de hasta 500 mM, y glicdfitas,
gue son sensibles a alta salinidad e incluyem@algoria de especies cultivadas (Tester y
Davenport, 2003; Hasegawa, 2013; Gupta y Huangd)2&n general, ambos tipos de
especies comparten mecanismos de resistenciarés estlino e hidrico (Cushman y
Bohnert, 2000; Hasegavea al, 2000), aunque se diferencian en los perfilesxgeesion
de genes, de manera que las halofitas son capatesgonder mejor” en la lucha contra
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ambos estreses (Shabala, 2013). Como ejemplo ailiwvsty la especie haldfita
Thellungiella salsugingacuyo genoma muestra una homologia del 90-95%etale
Arabidopsis thaliana induce constitutivamente mas de 40 genes, mirgue en
Arabidopsisestos sblo se expresan en condiciones de estafisefTal, 2004). La
investigacion en mejora de la halotolerancia s@alia la mejor comprension de los
efectos causados por el estrés salino, tanto &ageltdar como de organismo completo,
asi como de las respuestas adaptativas de lasplmante a dicho estrés. Para ello es
necesario identificar tanto los componentes quera@han la tolerancia a sal como los
elementos reguladores de éstos (Hasegdwah 2000; Zhu, 2001).

La accion negativa de la salinidad sobre el cresmitoi de las plantas se debe a la
combinacion de varios efectos (Greenway y Munn8p18lasegawat al, 2000; Zhu,
2001): a) la salinidad produce en la planta undestiziologico similar al causado por el
estrés hidrico, es mas, ambos tipos de estrépsgsnen, ya que una alta concentracion
de sal en el suelo genera un estrés osmaético quiice al establecimiento de una zona
de bajo potencial hidrico que dificulta la absoncite agua por las raices de las plantas;
b) la salinidad puede generar una toxicidad iéesj@ecifica asociada normalmente a la
excesiva absorcion de iones™NaCl; c) el exceso de Na CI conduce a una menor
absorcion de nutrientes minerales o a una alteratgda distribucion de iones esenciales
como el K, C&*, nitrato o fosfato, determinando una alteraciotricional; y d) la
salinidad conlleva procesos de estrés oxidativarsiario debidos a la generacion de

especies reactivas de oxigeno (ROS).

3.1.Estrés osmotico inducido por salinidad y sequia

El efecto osmdtico tiene lugar fuera de la plaatadecir antes de que los iones salinos
sean absorbidos por las raices. Las sales disuk#ianuyen el potencial hidrico del
suelo, lo que reduce la capacidad de la plantagisarber agua y nutrientes por la raiz,
produciendo un efecto similar al provocado porsttés hidrico. De hecho, este efecto
osmoético es comun al estrés por sequia y salinigaokovoca una reduccién casi
inmediata y significativa del crecimiento y desHoale la planta. Ambos estreses
producen a nivel morfologico, fisiolégico y moleaulina amplia variedad de respuestas,
tales como la reduccion del turgor, inhibicion de funciones de membrana, alteracion
de determinadas actividades enzimaticas, produc&dadicales libres, disminucion de

la fotosintesis e induccién de deficiencias idnicas
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A bajas concentraciones de NaCl, el componente tisondel estrés salino ejerce
un efecto sobre la tasa de crecimiento mayor goegbcado por el estrés idnico. A altas
concentraciones de NaCl o en especies sin capadalegjular el transporte de Nal
efecto ionico domina sobre el efecto osmotico (MupiTester, 2008). De esta forma,
actualmente se acepta que el efecto negativosigitedad sobre el crecimiento sigue un
modelo bifasico, consistente en una fase muy temapdebida a la reduccion del
suministro de agua generado por el aumento dejpresimética externa (fase osmotica),
y una respuesta tardia (dias, semanas, dependdmnda especie) debida a la alta
concentracion intracelular de iones ¥Na', que provoca dafios a nivel celular y acelera
la senescencia de las hojas (fase ioniegufa 3).

b) Incrementoenla
tolerancia la estrésidnico

a) Incrementoenla
tolerancia la estrés osmético

c) Incrementoenla
tolerancia a ambos estreses

t

Crecimiento parte aérea

t

t

Adicién Adicién Adicién
NaCl NacCl NaCl
) e P t——pp P
Fase Fase Fase Fase Fase Fase
osmoética idnica osmoética idnica osmoética idnica

Figura 3. Efecto de la salinidad sobre el crecimida de las plantasFase osmotica (respuesta inmediata)
y fase ionica (respuesta tardia). La linea veraddirnga indica el cambio en la tasa de crecimieetspdés
de la adiciéon de NacCl. a) Linea verde discontimaica la respuesta hipotética de una planta coromay
tolerancia al componente osmotico del estrés satipdinea roja discontinua indica la respuestaink
planta con mayor tolerancia al componente i6nideed&és salino (Munnet al, 1995) y c) linea verde-
roja discontinua indica la respuesta de una plaotianayor tolerancia a los componentes osmétioniea

del estrés salino (Munns y Tester, 2008).

La concentracion umbral de NaCl en el medio deirmieato de las raices a partir
de la cual empiezan a ser visibles los efectos tisostes de aproximadamente 40 mM.
Por encima de esta concentracion, la mayor partesd=lulas pierden agua, por lo que
para mantener la actividad citosolica, el agua piesale la vacuola al citosol, o que
conlleva una pérdida transitoria del volumen yejor celular. En unas horas las células
recuperan el volumen y turgor original debido aktg osmotico, pero a pesar de ello, se
reduce la tasa de elongacién celular (¢eal, 1991; Passioura y Munns, 2000; Fricke
y Peters, 2002), produciéndose cambios en las dioregs de la célula (Munns y Tester,

2008; Shabala y Cuin, 2008). También se reducelteciad de division celular, lo que
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conduce a una ralentizacion en la aparicion y griegito de las hojas. Por otro lado, los
brotes laterales dejan de crecer y se forman manoss. Ademas, se afecta el desarrollo
reproductivo, produciéndose floracion temprana duceion del nimero de botones

florales (Munns y Tester, 2008).

El estrés osmotico también genera sefiales intlacetucomo sintesis de ABA o
aumento del Ca citoplasmatico libre que desencadenan posterisespuestas
adaptativas (Hasegawaal, 2000). Se ha comprobado que después del cieom&tsco
inducido por un estrés se debe producir una lild@mage C&" de la célula, donde se
encuentra almacenado principalmente en vacuolapaglasto para que se produzca la
apertura estomatica (Gillihaet al, 2011). El uso eficiente del agua es otro indicado
relacionado con la apertura o cierre de estomas, laoreduccion de la tasa de
transpiracion y con el area foliar en condicionesldficit hidrico (Farooet al, 2009).

Se plantea que este interviene en el mantenimginta transpiracion y del area foliar,
incrementando el vigor y la densidad de las rammesrespuesta a la sequia. Por
consiguiente, el estrés por déficit hidrico proveaisminucion de la asimilacion de
CO. y consecuentemente una reduccion de la tasaritgttiea, aunque las causas de la
disminucion de la fotosintesis en condiciones deegsabidtico no estan todavia bien
esclarecidas (Chavet al, 2009; Saibeet al, 2009). La disminucién de la difusién de
CO, de la atmosfera al sitio de carboxilacion se a®rsi la causa principal de la
disminucién de fotosintesis en condiciones de défidrico moderado (Chave al,
2009; Pinheiro y Chaves, 2011). Si la velocidagmeuccion de nuevas hojas es mayor
gue la de las hojas que mueren habra suficientecharl de fotosintesis para mantener
el crecimiento y desarrollo de la planta hastartalpccion de flores y frutos, aunque a
un numero reducido. Si dicha velocidad es mengaldata no sobrevivira para producir
semillas (Munns, 2005).

3.1.1. Estrategias para recuperar la homeostasis osmatica

Para recuperar la homeostasis osmatica, las pléatas a cabo el ajuste osmotico
acumulando iones que se encuentran en excescaalely son transportados a la parte
aérea, o sintetizando solutos organicos compatitaiesl metabolismo celular (Alarcon
et al, 1993; Hasegawaet al, 2000; Huanget al, 2000; Rathinasabapathi, 2000; Heidari
y Mesri, 2008; Talebet al, 2009). La acumulacion de estos solutos compatibie
respuesta al estrés salino es una adaptacion rlietabtil para el equilibrio osmético
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entre la vacuolay el citosol (Yancetal, 1982; Rhodes y Hanson, 1993), ya que, incluso
a elevadas concentraciones no provocan dafios aaaltdlr ni alteran las actividades
enzimaticas (Sickleet al, 2007). Si bien hay que tener en cuenta el costgético que
supone la utilizacion de solutos para realizarjg$ta osmético ante una situacion de
estrés. Asi, el coste requerido para la acumulatgoiones salinos (exclusion de la sal,
compartimentacion intracelular y/o excrecién pordimmede glandulas salinas) es
relativamente pequefio en relacion al que se nacgaifa sintetizar solutos organicos
(Yeo, 1983; Raven, 1985). Segun Munns (2002), elerd de moles de ATP necesarios
para usar un mol de NaCl como osmolitos es apralamante cuatro en las células de
laraiz y siete en las de las hojas, mientras lquéneero de moles requerido para sintetizar
un compuesto organico es significativamente mayaven (1985) establecia 3,5 moles
de ATP para N3 34 para manitol, 41 para prolina, 50 para glietaina y alrededor de
52 para sacarosa. Por tanto, desde el punto @gedestiesarrollo de la planta, es mucho
mas rentable utilizar solutos inorganicos que dmén para mantener el balance

osmaotico en una situacion de estrés osmatico.

Los solutos compatibles comprenden una amplia géenm@mpuestos organicos:
monosacaridos (fructosa y glucosa), alcoholesdgli¢ inositoles metilados), azlucares
complejos (trehalosa, rafinosa y fructanos), pefiplaminoacidos y compuestos de
amonio cuaternario (prolina, glicina betaina, alarbetaina o prolina betaina) (Rhodes y
Hanson, 1993; Nucciet al, 1999; Heidari y Mesri, 2008). En el caso de logl@s
organicos, el malato es un acido organico que selaeionado con la osmorregulacion
y con el cierre estomatico (Florido Bacallao y Bamdora, 2014). El oxalato, otro acido
organico, es el principal osmolito organico de ias especies del genétriplexy de
la familia ChenopodiaceagOsmond, 1976). Como los solutos compatibles son
hidrofilicos, pueden sustituir al agua en la supiertle las proteinas y membranas, lo que
explica su accién como osmoprotectores y como c¢haps de bajo peso molecular
(Hasegawaet al, 2000). Ademas conviene resaltar que los soluigénicos protegen a
la célula contra el efecto toxico de ciertos iopéss condiciones de desecacion, ademas
de intervenir en la eliminacion de ROS que se predwy acumulan bajo condiciones de
estrés salino e hidrico (estrés oxidativo secunjlain muchas plantas haldfitas, la
prolina o la glicina betaina se almacenan en gsandatidades en las vacuolas de las
hojas. En glicéfitas, los solutos compatibles sgradan a concentraciones no superiores

a 10 mM, pero so6lo en el citoplasma, contribuyerto forma significativa al
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mantenimiento de la presion osmatica (Rhaetesl, 2002). Aunque la sintesis de estos
compuestos permite a la planta sobrevivir en paale altas concentraciones externas

de sal, al requerir energia, se produce a expelesasecimiento de la planta.

También se han relacionado algunos tipos de pededon la tolerancia a la
salinidad. Se trata de proteinas sintetizadas tajuoliciones de estrés salino, como
osmotinas, dehidrinas, proteinas LEKate Embriogenesis Abundang poliaminas,
(Tester y Davenport, 2003; Groppa y Benavides, 28@&zaret al, 2010; Gill y Tuteja,
2010; Janicka-Russadt al, 2010; Mufioz-Mayoteet al, 2012). Se desconoce en gran
medida la funcidon de osmotinas y dehidrinas epl&xdncia a la salinidad (Rorat, 2006;
Saavedrat al, 2006; Battagliaet al, 2008). De manera general, se ha propuesto que el
papel de estos compuestos estaria relacionadol coantenimiento de la estructura de
proteinas (Campbell y Close, 1997; Battaglial, 2008; Bies-Ethevet al, 2008). Las
proteinas LEA se acumulan en los tejidos vegetatiltodas las especies vegetales en
respuesta al estrés osmotico causado por seglifegad o frio (Xiong y Zhu, 2002;
Dalal et al, 2009). Estas proteinas probablemente contribayknpreservacion de la
integridad estructural de la célula (Winicov, 199&83tuando como chaperonas para
prevenir la desnaturalizacion de otras proteinasngKy Zhu, 2002; Goyadt al, 2005;
Greletet al, 2005; Reye®t al, 2005). Por la importancia de los flujos hidrierslos
procesos de ajuste osmotico celular, la actividadad acuaporinas también tendria un
papel clave entre los mecanismos de adaptaci®@iraseosmaotico (Maurel y Chrispeels,
2001; Vera-Estrellat al, 2004), ya que as acuaporinas facilitan la tomagie desde el
medio y determinan la conductividad hidraulica derdiz en respuesta a humerosos
estreses ambientales (Luu y Maurel, 2005; Maefral, 2008).

3.2.Estrés ionico y nutricional

El efecto idnico es el provocado por la sal em&rior de la planta y es especifico de la
salinidad (Hasegawa, 2013). El ion @uede interferir con los sitios anidénicos implicad

en el ligamiento de ARN y con metabolitos aniénicoso bicarbonatos, carboxilatos y
azUcares fosfatos. De otro lado, ef [Waede interferir con los sitios catiénicos imptioa

en el ligamiento de K C&*y Mg?*. La consecuencia general de todos estos efectas es
reduccion del crecimiento que, en caso de extraverislad del estrés, puede llevar a la
muerte de la planta (Tester y Davenport, 2003;jaug907; Yeo, 2007; Munns y Tester,
2008; Shabala y Cuin, 2008; Ehsanzagliedl, 2009). En algunas plantas perennes, sobre
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todo lefiosas (como los citricos y la vid), el"Ns almacenado en las raices y tallos
lefiosos, mientras que el Ge acumula en las ramas jévenes, siendo mas jo@|yshra

la planta (Flowers y Yeo, 1988). Sin embargo, paraayoria de las plantas, entre ellas
las gramineas, el Nas la causa principal de toxicidad i6nica (Teg{@avenport, 2003).

El crecimiento de la planta se ve afectado en cins salinas ya que la acumulacion
de Nd causa necrosis de las hojas adultas, primerosdooiaes y posteriormente en el
interior. Si la tasa de muerte de las hojas adekasayor que la de produccion de hojas
nuevas, se vera afectada la capacidad fotosintééida planta, que no sera capaz de
suministrar los hidratos de carbono que requiesisrhbjas jovenes, lo cual reduce aun
mas los niveles de crecimiento y produccién dddatp (Munns, 2002; Munns y Tester,
2008). La escala de tiempo en la cual se manif@stario especifico del ion Ndepende

de su tasa de acumulacion en hojas, y de la eicEcsu compartimentacion en células

de la hoja.

Cuando la concentracion de sales en el medio extem alta, aumenta la
competencia entre los iones, pudiendo producirBeielecias nutricionales importantes
al perturbarse los equilibrios ionicos de nutrient desplazamiento del €gor el Nd
en las posiciones de intercambio de las membranaargdes celulares altera la
permeabilidad de las mismas y dificulta la homesst&nica en general (Maathuis,
2014). Uno de los efectos mas importantes de tas abncentraciones de Nes el
desplazamiento del ‘Ken sus funciones, ya que ambos iones muestransgralitud
quimica. El primer punto de interaccion entre M&™ es en la entrada de estos iones al
simplasto de la raiz. Por una parte, las altasesdraciones de Nanhiben directamente
los sistemas de entrada dé Ror otra, el Nada lugar a una despolarizacion del potencial
eléctrico de la membrana, disminuyendo la entrad&€ dEn consecuencia, ante un estrés
salino, se induce generalmente una deficiencia dedébido al aumento de la
concentracion de Naya que el Nacompite con K interfiriendo su absorcion y
transporte por los transportadores de ténto de alta como de baja afinidad (Nieves-
Cordonest al, 2010). Por estas razones, el exceso deebta implicado en la inhibicion
de muchos procesos metabdlicos o enzimaticos canimdsintesis, la generacion de
estrés oxidativo a traveés de la produccion de éspele oxigeno activado, la absorcion
de CQ a través de los estomas y el crecimiento en ge(i2agic, 2006; Frickeet al,
2006; Shojiet al, 2006; Tuteja, 2007; Munns y Tester, 2008). Par latdo, el Naentra

en la célula, lo que disminuye la relaciori/Ma” del citoplasma, y los procesos
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metabolicos que dependen del & ven afectados negativamente. Por ello, mantener
unos niveles de Kelevados durante el estrés salino es una de testeggas para
aumentar la tolerancia al estrés salino, y un atonemla relacién KNa“ es uno de los

parametros mas importantes usados para defimtdeanhcia (Oliagt al, 2009).

3.2.1. Estrategias para recuperar la homeostasisnita y nutricional

El mantenimiento de la homeostasis por absorcidomypartimentacién de iones no solo
es crucial para el crecimiento normal de la plasitap también es un proceso esencial
para el crecimiento durante el estrés salino (@tial, 1995; Hasegawa, 2013). Con
independencia de su naturaleza, tanto las plahitaditgs como las haléfitas no pueden
tolerar altas concentraciones de sal en su cito@alaslasegawa, 2013). Por lo tanto, el
exceso de sal se transporta ya sea a la vacu@euesrado en tejidos mas viejos que
finalmente son sacrificados, protegiendo asi ddata del estrés salino (Reddy al,
1992; Zhu, 2003). Las plantas pueden poner en raavehios tipos de respuestas
adaptativas frente al componente iénico de laisiath Por un lado, un mecanismo de
evitacion, mediante el desarrollo de funciones tyueturas celulares que protegen de
dichas condiciones; y por otro lado, un mecanismdoterancia mediante el cual las
células adaptan sus funciones a las altas concemtes intracelulares de sales. Para ello,
se requiere una coordinacion precisa entre los meoas celulares y los que operan a

nivel intercelular, en tejidos y érganos.

A nivel radicular, los mecanismos que controlaalaorcion selectiva de iones y
su compartimentacion intracelular gobiernan la rémleia relativa a la salinidad
(Cheeseman, 1988; Niet al, 1995; Tester y Davenport, 2003). La absorcion lpsr
raices de grandes cantidades de ionésyNal” provoca la alteracion de la absorcion vy,
por tanto, del contenido de otros iones, particoéante K y Ca* (Hasegawat al, 2000;
Tester y Davenport, 2003), resultando de espeujabitancia en la tolerancia a la sal, el
mantenimiento de una alta selectividad para ‘efrnte al Na (Greenway y Munns,
1980; Maathuis y Amtmann, 1999; Maathuis, 2009kd#ltrol en la selectividad'Na"
parece establecerse a nivel de la membrana plasmatiel tonoplasto de las células
epidérmicas y corticales de la raiz, que son lasagntrolan la absorcion selectiva de
iones y su compartimentacion celular (Munns, 20@yo punto de control en la
selectividad K/Na' se establece a nivel del plasmalema de las céhal@nquimaticas
del xilema, responsable de la carga activa de iemesl xilema, y por tanto, de la
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concentracion relativa de iones que llega a laepaérea por la corriente xilematica
(Munns, 2002). En muchas especies glicofitas, dtas aelaciones KNa" en partes
aéreas, la liberacion preferente dedf el xilema o la reabsorcion de ™ Nde la savia

xilematica, conduce a una mayor selectividatNg".

A nivel foliar, los mecanismos de respuesta akestalino son también complejos
y, probablemente, presentan una mayor variaciae especies. De igual forma que en
la raiz, los mecanismos de transporte a través aeeibrana plasmatica y tonoplasto de
las células de la hoja son los responsables ultoheds: distribucién de solutos a nivel
intracelular y de tejido (Niet al, 1995). Para evitar la acumulacion excesiva dessai
tejidos fotosintéticos, algunas plantas acumulderelicialmente Naen determinadas
zonas de la hoja (vacuolas), en hojas maduras @ é&allo, o bien lo recirculan en
direccion a las hojas basales o las raices (JesdBigd; Tester y Davenport, 2003;
Cuarteroet al, 2006).

En el contexto de la planta entera, la toxicidaNailse ha asociado con su grado
de acumulacion en la parte aérea (hojas) en plagliadfitas. Para evitar esta
acumulacion, las plantas glicéfitas han desarroliagha estrategia de exclusion de iones
a nivel de la raiz (Tester y Davenport, 2003). hpacidad de exclusion de Naene
dada por el control del flujo neto de absorciorNde, que resulta del balance entre el
flujo unidireccional de entrada y el eflujo de dalal medio, asi como del control de su
translocacién a la parte aérea. Este control canduagna acumulacion de Nan las
vacuolas de las raices o en las células proxintidetallo evitando asi su acumulacion
en las hojas (Apse y Blumwald, 2007). Una segursteategia, propia de plantas
glicéfitas tolerantes y haldfitas, es la capacidaddistribucion del Naen los tejidos
vegetales, esencialmente hacia el tallo y las h&jat estrategia esta basada en una
adecuada regulacién de la velocidad de absorciérosleiones por la raiz y su
translocacion a la parte aérea, donde la compartani®n subcelular evita la toxicidad
i6nica, al tiempo que contribuye significativamealtajuste osmotico (Apse y Blumwald,
2007; Munns y Tester, 2008; Shabala y Mackay, 2@ este contexto, se ha observado
gue cuando se emplean concentraciones moderadas @ el medio de irrigacion, a la
hora de conseguir tolerancia es mas efectivo eéparte de Naa la parte aérea y su
acumulacion en hoja que activar el mecanismo deigi¥n idnica. De esa forma se evita
la penalizacion energética que conlleva la sintessolutos compatibles, utilizando para
el ajuste osmotico el propio NéEstafiet al, 2005; Cuarteret al, 2006).
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Segun Craig Plett y Mgller (2010) la tolerancia aalinidad en plantas deriva de
la contribucion de tres componentes: la toleramti@strés osmotico que impone la
salinidad, la exclusién de Nde la parte aérea y la tolerancia tisular del &daimulado
a través de la compartimentacién vacuolar o ladalga citoplasmatica. Es probable, por
tanto, que los tres componentes operen de formaltaimea e interactien en mayor o
menor grado para proporcionar mayor tolerancia lmidad. Los mecanismos de
tolerancia osmotica, a los que no se les ha predwmdnisma atenciéon que a los
relacionados con la exclusién de “Npodrian ser cruciales en aras de proporcionar
tolerancia a salinidad en tomate, influyendo en @is dos mecanismos para
contrarrestar el efecto de toxicidad iénica. Patdala supervivencia de la planta y su
capacidad de desarrollo dependeran de su capapatadrestablecer la homeostasis
i0nica después de la imposicion del estrés, loimypica adaptar el metabolismo con el
fin de mantener las condiciones homeostaticasegperimitan reanudar el crecimiento y
completar el ciclo vegetativo en el nuevo medio iy Tester, 2008; Pardo, 2010). A
pesar de los numerosos articulos publicados, lcamgnos que gobiernan la tolerancia
a la salinidad en tomate no estan bien caracterizadhsta la fecha, se han identificado
muy pocos genes de tomate que desemperiien un pepelen el transporte de iones
salinos (Foolad, 2007; Cuarteet al, 2009). En este sentido, nada se sabe sobre
transportadores de §ltan solo algunos trabajos informan de avancesitaptes en los
procesos relacionados con el transporte deyNd (Nieves-Cordonest al, 2008; Olias
et al, 2009; Huertast al, 2012).

3.3.Estrés oxidativo

El estrés salino e hidrico provocan en las plamtasstrés oxidativo secundario (Shanker
et al, 2004) debido a la sobreacumulacion de especiesivas de oxigeno (ROS, del
inglésReactive Oxygen Specie€uando la planta se expone al estrés abiotismiduye

la disponibilidad y fijacion de COy la produccion de ATP en la fase oscura de la
fotosintesis y esto provoca una disminucion defecentracion de NADP, aceptor final
de electrones en la fase luminosa, produciéndosxceso de energia de excitacion en
los fotosistemas. Si no se disipa esta energiaadlde acumula en la cadena de transporte
de electrones y se transfieren al oxigeno, genes&lds ROS, como el anidén superéxido
(O2-), el peréxido de hidrogeno £82) y el radical hidroxilo (HO-) (Smirnoff, 1993;
Moranet al, 1994; Borsanét al, 2001; Hernandeet al, 2001). El exceso de ROS causa
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dafios oxidativos en lipidos de membrana plasmagioateinas y acidos nucleicos
(Smirnoff, 1993; Hernandeet al, 2001; Pang y Wang, 2008; Yat al, 2012). Las
plantas, en respuesta a la generacion de espeas/as de oxigeno (ROS) producida
por un estrés salino e hidrico, sintetizan un auojule moléculas antioxidantes de bajo
peso molecular como acido ascorbico, glutation cieliby tocoferoles y carotenoides;
ademas, aumentan la expresién de enzimas antidegdanmo superdxido dismutasa
(SOD), catalasas (CAT), ascorbato peroxidasas (ABjation S-transferasa (GST) y
glutation peroxidasa (GPX) para transformar en amsfos inocuos las ROS (Apse y
Blumwald, 2007; Xiong y Zhu, 2002; Pang y Wang, 0Q.a produccién de plantas
transgénicas sobreexpresando algunas de las erntémaedificadoras, como la glutatiéon
peroxidasa, superéxido dismutasa, ascorbato persid glutation reductasa resulté en
la mejora de la tolerancia a salinidad (Roatal, 1997; Bohnert y Sheveleva, 1998). En
la especie tolerante a $al pennellise ha correlacionado su inherente toleranciarésest

salino y oxidativo con una mayor actividad de SOBRX (Mittova et al, 2002).

Algunos autores han sugerido que la funcién deradti@dos solutos compatibles
como azucares, polioles, glicinabetaina y posibigenprolina podria ser la proteccion
celular contra radicales hidroxilo (Vendruscabal, 2007), ya que se acumulan en
cantidades demasiado bajas como para permiticjpatien el reajuste osmético (Zhu,
2001). Los resultados mas interesantes en cuadtagosible funcién fisioldgica de los
osmolitos se han obtenido con polioles linealesstabmo el manitol, polioles metilados,
el aminoacido ectoina y la glicinbetaina (Siclderl, 2007). En todo caso y basandose
en estudios comparativos entre especies cultivaddgestres, se ha correlacionado la
capacidad antioxidante con la mayor tolerancia salmidad en tomate (Shalagaal,
2001; Mittovaet al, 2002; Zushi y Matsuzoe, 2009).

Pero aparte hay que destacar que también los R&Sngefian un papel clave
como moléculas de transduccién de sefial implicaddas respuestas de adaptacion de
las plantas a estreses de tipo abidtico (Bouediat, 2008; Milleret al, 2010). En este
sentido, se ha postulado que eD:podria modular la actividad de muchos componentes
que contribuyen a la sefializacion celular, inclulelos canales de €ay K+ (Weinl y
Kudla, 2009).
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Figura 4. Esquema de los efectos del estrés y l&spuestas adaptativas de las plantdsas condiciones
de salinidad y sequia causan a las plantas en mplugar estrés idnico y osmético. De éstos se dariv
varios efectos secundarios (estrés oxidativo, @efita en la toma de nutrientes, desregulaciénade |
fotosintesis, detencion del crecimiento celulatrei estomatico y muerte celular programada). laagqs
desarrollan respuestas adaptativas como el man&nonde la homeostasis idnica y osmoética, la
detoxificacién de las ROS vy la inhibicion del crai@nto, que tienen como Ultima consecuencia el
incremento de su tolerancia a estrés.

4. Transportadores implicados en la homeostasis de Ng K*

Gran parte de la toxicidad del Niatracelular es consecuencia de la sustitucionégte
realiza por el K en la activacion de enzimas y la biosintesis praté@Marschner y
Marschner, 2012). Por lo que es obvio pensar quesrsblo la cantidad de Nper se
sino mas bien la proporcion citosélica/Ka" la que determine las capacidades del
metabolismo celular, y, en Ultima instancia, laazagad de la planta para sobrevivir en
ambientes salinos. De hecho, la relaci6fiNg&" se considera un factor clave en la
tolerancia a la salinidad (Gorhashal, 1991; Gaxiolaet al, 1992; Dvoraket al, 1994;
Maathuis y Amtmann, 1999; Cuegt al, 2003; Colmeet al, 2006; Shabala y Pottosin,
2014). El funcionamiento de los sistemas de tramspie Ky Na“ a través de las distintas
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membranas celulares es fundamental para el manéonde una adecuada relacion
K*/Na' citoplasmatica. En este sentido se ha descritdante los transportadores de alta
afinidad de K de la familia HAK como los canales del tipo AKBnsimportantes para

la entrada de Ken la planta (Rubioet al, 2008), y éstos son inhibidos por
concentraciones de Ngue producen estrés salino. Ademas de la seldathi’/Na" de

los transportadores, la regulacién de su actividatbién puede ser determinante. Se ha
descrito que tanto la deficiencia dé Komo el elevado Naexterno pueden inducir
cambios en el Cacelular que a su vez activan complejas redes filgizacion (Luan,
2009).

Las evidencias recientes obtenidas en plantas mad®hoArabidopsisy arroz
sugieren que la homeostasis deBEK condiciones salinas tiene lugar no sélo pacton
de transportadores especificos dé&, Kino también por la regulacién de las
concentraciones de Nen los diferentes tejidos. Diversos transportasiate Na
controlan la relaciéon KNa', mediante la extrusion de Nal medio externo, su
compartimentacion vacuolar, asi como la carga ycatga Xxilematica (Tester y
Davenport, 2003; Horie y Schroeder, 2004; Real, 2005; Sunarpet al, 2005; Ruset
al., 2006; Apse y Blumwald, 2007; Rodriguez-Rosaétsal, 2009). Ademas, el
mantenimiento de la relacion'fla’ también depende del control de la pérdida de K
celular que provoca el estrés salino (Shabala g,@08).

4.1.Entrada de Na" y K* en la planta

En condiciones fisiologicas, las plantas mantiamsmalta relacién KNa' en su citosol
con una concentracion d€ Kn torno a 100-200 mM y una concentracion dedwidre 1

y 10 mM (Higinbotham, 1973; Tester y Davenport, 20€Considerando la diferencia de
potencial eléctrico en la membrana celular (-140) figinbotham, 1973), una subida
de la concentracién de Naxtracelular establecera un gran gradiente denpiaie
electroquimico de Nague favorecera el transporte pasivo de este iédedel medio al
citosol, a través de sistemas uniporte o canalasdt\al, 1995). Se han propuesto tres
rutas para la absorcién del Naor la planta (Tester y Davenport, 2003). Una pran
ruta, no mediada por transportadores y denominiagia de desvio, se atribuye a la
filtracion a través del apoplasto debida a la diooidad en la endodermis. Las células
endodérmicas constituyen un importante punto deéraop regulacion del transporte
radicular de iones desde el medio externo, debgleeda banda de células suberinizadas
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de Caspari es una barrera impermeable para el remtonapoplastico de solutos
(Azaizeh y Steudle, 1991; Niet al, 1995; Amayaet al, 1999), obligando a que el
movimiento de agua e iones se realice de un maapl&stico. La importancia del flujo
apoplastico en el flujo total de Nae la planta, varia entre distintas especies reent
distintas condiciones de crecimiento. En arrohassugerido al apoplasto como principal
via de entrada de N@Yeoet al, 1991; Yadawt al, 1996). En trigo, la entrada de Na
través del apoplasto es 10 veces menor que en(@eoziaet al, 1997). En plantas de
Arabidopsiscultivadas a bajas concentraciones d& ,Qadas las rutas de entrada dé Na
contribuyen en la misma medida (Essdlal, 2003), mientras que en plantas haldfitas
existen gran niamero de adaptaciones anatomicasredugir al minimo la entrada
apoplastica de sal. En este sentido, la anchuta danda de Caspari es de dos a tres
veces mayor en haldfitas que en glicéfitas (KalfPofjakoff-Mayber, 1975), y la capa
interior de células corticales puede diferenciasaina segunda endodermis (Stelzer y
Lauchli, 1977). Las otras dos rutas son de tipgKistico y estan mediadas por canales
y transportadores que pueden ser sensibles o ihke=s los niveles de Ezextracelular.

Es conocido que la adicién deal medio externo generalmente reduce los efectos
toxicos del N&(Shabalat al, 2000; Cramer, 2002). Ademas, efQauede actuar como
segundo mensajero, respondiendo a cambios delguaitde membrana relacionados con
las fluctuaciones del Naxtracelular y del Kintracelular (Tracyet al, 2008; Kader y
Lindberg, 2010).

La identidad molecular de los transportadores icaplos en las vias de entrada
masiva de Naes todavia materia de debate (Apse y Blumwald7 2060, 2007; Munns
y Tester, 2008). Existen evidencias bioquimicategtmfisiolégicas que indican que el
Na' entra en la célula a través de canales no sedectsnsibles a &a(Demidchiket al,
2002; Demidchik y Tester, 2002; Horie y Schroede04; Demidchik y Maathuis, 2007).
Estos sistemas incluyen los canales cationicosleots/os (NSCCNon Selective Cation
Channels) siendo la via mas probable de entrada dé $émsible al Ca y los
transportadores LCTL ¢w affinity Cation Transporter 1Lenget al, 2002; Kaplaret
al., 2007). Dentro de la familia de los NSCC, las gpales subfamilias de canales
candidatos son los canales activados por nuclediiddicos (CNGC) y los canales
activados por glutamato (GLR) (Lacoméieal, 2001; Lenget al, 2002). Finalmente, la
proteinaLCT1 (Low Affinity Cation Transporter)lde trigo, con una estructura distinta al
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resto de transportadores ionica de plantas supsripermite la toma de baja afinidad de

Cd?*, C&*, Rb" y Na' y causa sensibilidad a Nal ser expresada en levadura.

Debido a que la inhibicion del influjo de Npor el C&" no es completa, deben
existir otros procesos de entrada dé Ndependiente de 2 como los transportadores
de K" de la familia HKT High affinity K transporte) (Figura 5) que también
transportan Nay juegan un papel importante en la homeostasidaig K™ (Ruset al,
2004). Estudios realizados en condiciones de aultiermales demostraron que la
absorcion de Napor estos transportadores HKT se lleva a caba@®mecanismos, en
base a los cuales se clasifican en dos subgruppsndiendo de si muestran preferencia
por el uniporte de Ngclase 1) o por el simporte de Wa" (Clase 2) (Horieet al, 2009;
Yaoet al, 2010; Aliet al, 2012).

Algunos transportadores de alta afinidad de d€ la familia KUP/HAK/KT
(Figura 5) parecen tener también capacidad de mediar edpoare de Nade baja
afinidad a concentraciones elevadas de" N8anta-Maria et al, 1997). Los
transportadores de alta afinidad AtHAKS y AtKUP&Engn una alta capacidad de
discriminar entre Ky Na’, aunque disminuyen su actividad de captacion derK
presencia de altas concentraciones de(Nay Luan, 1998; Rubiet al, 2000; Martinez-
Corderoet al, 2004; Martinez-Corderet al, 2005). A este respecto, en plantas glicofitas
comoArabidopsisy tomate, se ha descrito gitHAKS5y LeHAK5aumentan su expresion
cuando existen bajas concentraciones extraceludarks(Nieves-Cordonest al, 2008;
Nieves-Cordonest al, 2010), siendd.eHAK5el principal responsable de la captura de
K™ en presencia de concentraciones denferiores a 0,01mM (Rubiset al, 2010). Se
ha comprobado que estos mismos transportadoregdigen su expresion en presencia
de altas concentraciones de*N&ubio et al, 2000; Nieves-Cordonest al, 2008;
Nieves-Cordone®t al, 2010). En haldfitas, com®. halophilg la disminucién de la
expresion délAK en presencia de Nas menos acusada (Alemgtral, 2009), mientras
gue enMesembryanthemum crystalliniehNa produce un aumento de la expresion de
las proteinadMcHAK1y McHAK2 (Suet al, 2002). También se ha observado que los
niveles de transcritos ddJP2 disminuyen en la parte aérea de plantas tratameslaCl
(Maathuis, 2006).

Se ha descrito que algunos canales deShmker(Bertl et al, 1997), como el canal
de tipo KIR K" Inward-Rectifying channglAtAKT1, que son la causa de la disminucién
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de la absorcién de'inducido por elevadas concentraciones de(Ray Spalding, 2004;
Nieves-Cordonest al, 2010; Rubicet al, 2010), debido a que la despolarizacion de la
membrana causada por las altas concentracioneaa@tie Nahace el transporte pasivo

de K" termodinamicamente imposible (Shabetial, 2005).
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Figura 5. Proteinas de transporte implicadas en la absorciorlujo y distribucion de Na*y K* a lo
largo de la planta y su compartimentacion a nivel@ular. Las células de la raiz absorbert M&* desde
el suelo a través de diferentes canales, traspuead/ del apoplasto, y los distribuyen a lo ladgola
planta. NSCC, canal no selectivo de cationes; AKahal de entrada d& KKUP/HAK/KT, trasportadores
de K*de alta afinidad; HKT, transportador dé #e alta afinidad; NHX, intercambiador vacuolai :
H*; CHX, intercambiador de cation : H; SOS1, antipal¢ membrana plasmatica deiIRd. (Modificado
de Suet al, 2015).

4.2.Salida de Nd y transporte a la parte aérea

El exceso de Naque llega al citoplasma de las células se elimpraextrusiéon o por
compartimentacion vacuolar. En células maduraspamiecanismos se coordinan para
gue la entrada de Nano supere la capacidad de almacenamiento. Ladasélu
meristematicas carecen de sistema vacuolar ddsdoplpor o que en ellas el
mecanismo mas eficiente de exclusion del&&la extrusion. La expulsion delNkesde

una célula podria ser perjudicial para las céldasu alrededor, debiendo distribuirse
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este cation por la planta a través del xilema ffoeilma de una forma coordinada para

evitar sus efectos toxicos (Tester y Davenport3200

En base a ensayos de transporte, su patron desgxpyeel fenotipo de los mutantes
de pérdida de funcién, se ha implicado al antiplotdNa/H® SOS1 en la expulsion y
transporte de Naa larga distancia (Wat al, 1996; Liu y Zhu, 1998; Zhet al, 1998;
Shi et al, 2000; Qiuet al, 2002; Shiet al, 2002; Qiuet al, 2004). Este gen fue
identificado por analisis de mutantesAl@bidopsishipersensibles a estrés salirgalt
Overly Sensitive, SQ$8 forma parte de una importante ruta reguladeradhomeostasis
para el Nay el K" bajo condiciones salinas (Zhu, 2002; Mahagtal, 2008). Esta ruta
esta constituida por un conjunto de proteinas daseque se encuent@OS]1 un
antiporter N&/H" localizado en la membrana plasmatica @@hal, 2000);SOS2el tipo
CIPK que es una protein-quinasa de interaccion proteinas CBL (CIPK24CBL-
Interacting Protein Kinase(Halfter et al, 2000), y SOS3 que es una proteina tipo CBL
que actlia como sensor de’Can el citoplasma (CBL4, Calcineurin B-like protdin
(Ishitaniet al, 2000), de forma que la activacion especificasia mita por sal conduce
al control del eflujo y transporte de N@uinteroet al, 2002; Zhu, 2002). La actividad
de SOSldepende directamente de la fosforilacion por lmaga CIPK24 (SOS2).
CIPK24 se activa cuando se asocia con el sensor de c2Rlid (SOS3, y asi este
complejo protein-quinasa induce la actividad ddlpamter Na/H" SOS1que limita la
acumulacion de Neaen el citoplasma (Qiat al, 2002; Quinterat al, 2002) Figura 6).
SOS1se expresa en muchos tejidos pero particularmenta epidermis de la raiz y en
las células del parénquima del xilema en raicaigst y sus niveles de transcripcion son
elevados después de varias horas o dias de aphadei estrés salino. En el apice de la
raiz juega un papel crucial en la extrusién depdaa evitar su sobreacumulacion, ya que
las células epidérmicas estan indiferenciadas ycear de un sistema vacuolar
desarrollado que les permita compartimentar el ssxde este catidon, estando también
implicado en la carga de Nan la savia del xilema durante un estrés salindemaalo
(Shi et al, 2002) Figura 5). Ademas de participar en la extrusion de€ ldamedio
externo, los genes de la ruta SOS juegan un pa&seicel en la regulacion de la

homeostasis del Ky Na" y el desarrollo de la planta.
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Figura 6. Representacion esquematica del funcionamiento de tata SOS. Una alta concentracion de
sal externa dispara una sefial dé*@a el citosol que activa a SOS3, que interacaispacificamente con
SOS2. Este complejo SOS2/SOS3 fosforila a SOStamcio el eflujo de Naa través del plasmalema. La
activacion por fosforilacion de SOS1 requiere etlae a la membrana plasmatica del complejo
S0S2/S0S3, a través de la miristoilacion del extréiterminal de SOS3 (Zhu, 2002).

Por otra parte, la expresion 8©S1len las células del parénquima que bordean al
xilema sugeria su implicacion en el transporte dedNlarga distancia. El mutanéesl
acumula mas Nague la linea silvestre a altas concentracionesati€l00 mM NaCl),
mostrando un mayor contenido de este cation eawia gel xilema (Shet al, 2002). Sin
embargo, sometido a estrés salino moderado (25 m®1)Nel mutante acumula menos
Na" (Ding y Zhu, 1997). A raiz de estos resultadosexi@amente contradictorios se
sugirié queSOS1lactuaria cargando el Nan el xilema para su almacenaje en células del
mesofilo ante estrés moderado. Posteriormenteadacterizacion de HKT1;1 como
transportador de Namplicado en la descarga de este cation a latasgdarenquimaticas
del xilema (Ruset al, 2001; Berthomiewet al, 2003; Sunarpet al, 2005; Ruset al,
2006; Davenporet al, 2007), llevo al establecimiento de un modelo owampleto en el
que las proteinas SOS1 y HKT1;1 coordinarian syssflopuestos de carga y descarga
de Nd en el xilema para conseguir la homeostasis deceasiten en la planta (Pardx
al., 2006) Figura 5). AtHKT1;1, anico miembro de esta familia AnabidopsigUozumi
et al, 2000; Maseet al, 2001), se expresa en las células parenquimdieasargan el
xilema de raices y hojas (Sunasdi al, 2005), y es un importante determinante de
tolerancia a la sal efsrabidopsisal participar en la redistribuciéon de Nen raiz/parte
aérea, reduciendo su acumulaciéon en hojas (M#sdr 2002). El fenotipo de las lineas
mutantes dAtHKT1;1 (athktl) se caracteriza por una alta sensibilidad a lasatiada
a una mayor acumulacién de Nen la parte aérea y una menor acumulacion deshla

raices (Rugt al, 2004; Sunarpét al, 2005). Aunque la mutacién &HKT1;1fue capaz
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de rescatar el fenotipo sensible a la sal de @ant#antesos(Ruset al, 2001; Ruset
al., 2004), este transportador no participa en laralisode Na por las raices, ya que el
influjo unidireccional del cation no se afecté es mutanteathktl (Essahet al, 2003;
Davenportet al, 2007). La funcion mas aceptadaAteélKT1;1 es la del control de la
velocidad de transporte de Nde las raices a la parte aérea, retirando o rezbsdo el
ion desde los vasos xilematicos a las células parmsraticas del xilema de hojas y raices
(Sunarpiet al, 2005; Davenporiet al, 2007), aunque también se ha sugerido su
participacion en procesos de recirculacion dé NWa floematica (Berthomieet al,
2003). Si bien su sobreexpresion constitutiva tantarroz como eArabidopsisproduce
plantas hipersensibles a altas concentracionesatg Hgficit en K, su sobreexpresion
en tipos celulares especificos de la raiz comostela o el periciclo mejoré la
halotolerancia mediante la disminucién del conteréth Nd de la parte aérea y el
aumento de K(Ruset al, 2004; Molleret al, 2009; Craig Plett y Mgller, 2010; Xt
al., 2011).

En tomate, lineas silenciadasSi@Slrevelaron que este transportador participaba
en el mecanismo de tolerancia a la salinidad, imeotando la entrada masiva de'Na
por las raices a través de su actividad extructersld al medio, sino también jugando
un papel esencial en la distribucién de Ha los 6rganos vegetales y en la capacidad de
las plantas de tomate de retenef Niatejidos como el tallo, previniendo asi que &1 N
alcance los tejidos en desarrollo (Olgasl, 2009). A este respecto, se ha propuesto que
la funcidn de transporte de SOS1 en tomate delestde estrechamente coordinada con
la de HKT1 para el control de la homeostasis deyN&" (Oliaset al, 2009), como se
habia sugerido previamente Anabidopsis(Pardoet al, 2006). Asi,SISOS1podria
mediar la transferencia del Nadesde el parénquima xilematico al xilema,
preferencialmente en las raices, mientras quetraingportador, SIHKT1, podria mediar
el flujo inverso (por ejemplo, la descarga deé Nel xilema en las partes proximales del
tallo). La accion coordinada de ambos determirerialtimo término la cantidad de Na
gue se almacena en las raices, la que se retiai¢adio o la que se transfiere a las hojas.
TambiénSISOSIpodria contribuir en la exclusién de Ndesde el citosol de las hojas
jovenes hacia el apoplasto, evitando la acumulantoacelular de Naen células con un
sistema vacuolar escasamente desarrollado. Miemtas SIHKT1 podria actuar
predominantemente en hojas expandidas o madungess células presentan un sistema

vacuolar bien desarrollado, que puede acumularétaado poHKT1 del xilema o del
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apoplasto. Recientemente se han identificado emthos isoformas del gétKT1,
SIHKT1;1y SIHKT1;2y su funcién se ha relacionado con el transpotéega distancia
de Nd. Concretamente el papel sugerido para la isof @ T1;2 ha sido un papel
similar al que se atribuye paddHKT1;1(Asinset al, 2013), eso significa que su funcién
pude ser la de descargarNEesde el xilema a las células induciendo su acgitar en
las vacuolas (Mglleet al, 2009; Craig Plett y Mgller, 2010). En cuanto apg@l de la
isoformaSIHKT1;], se ha sugerido que juega un papel importanta esclperacion de
Na* de xilema promoviendo su entrada en el floemaiyaelandolo a la raiz (Berthomieu

et al, 2003; Asinset al, 2015), aunque su funcidn apenas es conocida ladsteha.

Otra proteina implicada en el transporte dé &llarga distancia es el antiportador
Na’/H" CHX21 (Hallet al, 2006). Localizado en la membrana plasmatica bdaséde
la endodermis de la raiz, parece contribuir tamkaéigual que SOS1, a la carga de Na
en el xilemaigura 5), mostrando un menor contenido de este catiorilema y parte
aérea el mutantehx21 Segun Evanegt al. (2012) su homdllog&€HX23 también esta

involucrado en la homeostasis dél K

4.3. Compartimentacion vacuolar de Na y K*

Durante el estrés salino, Nauede acumularse facilmente llegando a niveleésdéxen

el citosol de la célula. Las plantas han desadolldiferentes mecanismos para evitar
esto y uno de los mencionados es la compartimémtadel Nd en la vacuola, que
probablemente se produce en todos los tejidoda msncipal estrategia para disminuir
la toxicidad del Na Tanto en plantas hal6fitas como en glicéfitasramtes existe una
clara correlacion entre compartimentacion ionicauadar y tolerancia a la salinidad
(Blumwaldet al, 2000). Ello reporta dos ventajas: la recuperadia turgencia por el
ajuste osmoético con sales (como osmatico baraekyitacion de la toxicidad idnica en
el citoplasma (Hasegawa, 2013; Maathuis, 2014 €gpacidad esta ligada directamente
a la velocidad de crecimiento, mas limitado endéses que en las hojas, de ahi, que una
buena parte del Nasea dirigido a la parte aérea, via xilema (trarispge Na a larga
distancia) (Yeo, 2007). La inclusion de Nan la vacuola, constituye, por tanto, otro de
los mecanismos importantes del mantenimiento datéarelacion K/Na" citosolica.
Dicho proceso se lleva a cabo por la accion dersis antiportadores NBI™ que estan

acoplados a un gradiente electroquimico dgéherado por la accion de la V-ATPasa y
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V-PPasa de tonoplasto (Ballesterisal, 1997; Blumwaldet al, 2000; Gaxioleet al,
2001; Rodriguez-Rosaleg al, 2009).

La familia de transportadores NHX, se identific&dke el principio como proteinas
antiporter intercambiadoras de Idor Nd en el tonoplasto de la vacuola, siendo un
elemento clave en esta estrategia (Rodriguez-Rostlal, 2008; Zhaoet al, 2008;
Rodriguez-Rosale®t al, 2009). Se ha sugerido que los principales artadores
implicados en la acumulacion de Nen vacuolas son las proteinas de la familia NHX
(Figura 5). Sin embargo, se ha demostrado también que aduaoesportadores NHX
estan claramente implicados en la regulacion delvatuolar (Fukada-Tanalket al,
2000) y que en condiciones de crecimiento normah, lsajo contenido de Nalos
transportadores NHX intercambian principalmentepér H en lugar de Napor H
(Barragaret al, 2012). Esta doble selectividad significa queulecfon exacta del NHX
durante el estrés salino es a veces dificil deediscdebido a la dependencia que estas
proteinas tienen de los niveles de"NaK" en el citoplasma y de la actividad de los
estomas (Barragaet al, 2012), que puede afectar indirectamente la twaaslon de Na
y K*. Un ejemplo de esto lo constituye la tolerancia salinidad observada en el trigo
como consecuencia de un aumento en la expresibiHad. En este caso, la tolerancia
se debid a un incremento en los niveles deiKla parte aérea causado, indirectamente,
por el aumento de la acumulacion de" da las vacuolas de raiz (Xe¢ al, 2004).
Recientemente se ha demostrado que el increment® t@herancia a la salinidad de
plantas de tomate transgénicas que sobrexpresatigbrtador vacuolar dérabidopsis
AtNHX1, esta fundamentalmente asociado al control d®haebstasis de K(Leidi et
al., 2010).

En plantas se han descrito varias isoformas despomtadores NHX. En
Arabidopsisse han descrito 6 miembré¢NHX1aAtNHXE6 y en tomate, se identificaron
4 miembros, denominadagNHX1, LeNHX2 LeNHX3y LeNHX4(Venemeet al, 2003;
Galvezet al, 2012).LeNHX2ha resultado ser el primer antiportaddrHK descrito en
plantas (Venemat al, 2003; Rodriguez-Rosalet al, 2008). El analisis de expresion
de los genekeNHXen tomate mostro que la isoforin@NHX2se expresaba de forma
similar en raices, tallos, hojas, flor y fruto danpas de tomate; mientras queNHX3
mostraba una expresion diferencial en tejidos atiyes yLeNHX4se expresaba sobre
todo en flor y fruto (Galveet al, 2012). El efecto del estrés salino sobre loslesvde
expresion de los genéeNHXsha sido estudiado en la especie silvestre tolerana
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salinidadS. pimpinelifoliunry en la especie cultivada, observandose que mgqgtralos
niveles de expresion eran similares en ambas espersi ausencia de estrés, los
tratamientos salinos inducian un incremento expaesion de las isoformaseNHX3y
LeNHX4 especialmente en la especie tolerantes. Estenmgeito en la expresion de
LeNHX3y 4 es consistente con el mayor contenido dé &@aplantas de la especie
tolerante respecto de la sensible cuando ambasgdts@ar en condiciones salinas, lo que
indica que los transportador$iX son importantes determinantes de la toleranca a |
salinidad en tomate (Galvet al, 2012).

5. Papel del C&* en el desarrollo y tolerancia a estrés

El C&*, se absorbe por la raiz y se transporta fundamnesnée via apoplasto
(extracelular) hasta el xilema por donde llega pdee aérea en funcion de la tasa de
transpiracion de la planta y de la velocidad deradacion del mismo en las vacuolas de
los tejidos aéreos (McAinsh y Pittman, 2009). Pr&tiente, es en las células de tallo y
hoja superiores adultas donde el*Cse acumula en mayor cantidad dentro de las
vacuolas, siendo estos depdésitos los que la phlaotdiza en funcién de sus necesidades
fisiologicas o en situaciones de déficit d&'C&n raiz y hojas basales, por el contrario,
la acumulacién de Ghsuele ser bastante menor, y ademas la mayoriacserdra
formando parte de la pared celular, y no es intebgable, lo que confiere al €auna
baja movilidad en planta (Conn y Gilliham, 2010¥pr Resta razén, los sintomas se
manifiestan principalmente en los tejidos en creamo donde los requerimientos de

C&* son mayores (hojas en crecimiento, flores, frytoseristemos apicales).

El C&" es esencial para el crecimiento, la densidad gitieth de los pelos
radiculares los cuales son necesarios para la@bsate nutrientes (Jaunin y Hofer,
1988). Segun Marschner (2011), el?Cguega un papel muy importante en la
estabilizacion de la membrana celular, mantenidadpermeabilidad selectiva y la
integridad. Las sales de €actian como agentes reafirmantes, debido a queries de
C&*actiian sobre las cadenas de pectina para formateguentre éstas, aumentando la
fuerza de la pared celular tanto en tomates conairas frutas y hortalizas (Contreras-
Angulo et al, 2011). El C4 es un importante componente de la pared celuguga a
mantener la firmeza de la fruta (Pérez y Quint@®l5). Un sintoma clasico de
deficiencia de C4 en frutos de tomate es la podredumbre apical (BBRsus siglas en
inglés, deBlossom End-Rdt(Berthomieuet al, 2003; White y Broadley, 2003). Otros
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sintomas manifiestos son retraso en el crecimidetda planta, tejidos necroticos y
clorosis foliar marginal, poca biomasa reproductitambién puede ocurrir la muerte de
la yema terminal (Kennellgt al, 2012; Robertson, 2013). La deficiencia dé*@ambién
modifica el proceso de fotosintesis, disminuyerdeficiencia de la carboxilacion, y, por
tanto, la capacidad fotosintética global, lo quavpca reducciones en la produccion de
biomasa en las plantas afectadas (Atkinsioal, 1989). EI C4" también desarrolla una
funcion importante en la apertura y cierre de E®mas, no como un osmolito en las
células guarda, pero si en funciones de regulad&fa apertura del estoma (Conn y
Gilliham, 2010; Conret al, 2011; Gillihamet al, 2011; Wanget al, 2011). La adicidn
de C&" reduce estos sintomas, ya que se refuerza einiemto de plantas mediante el
aumento de longitud de la raiz y les ayuda a resisecuperarse del estrés (\Wual,
2012). Suplementos con €dambién se utiliza para mejorar la fruta y puegledar a
retrasar la senescencia inducida por etileno (Aghetaal, 2012). También el Gase ha
usado como enmienda calcica para reducir los efawgativos de la salinidad en las
plantas, es decir, la aplicacion al suelo de grswdatidades de sulfato de’Ceon el fin

de reemplazar los iones sodio del suelo por io@és(®lunns, 2005).

El C&* se encuentra en el interior de la célula almacemadorganulos en su
mayor parte o bien en el exterior de la célulapaplasto), mientras que en el citoplasma
se encuentra en minimas y rigurosamente mantecidasntraciones (alrededor de 100-
200 nM en condiciones de reposo) (Robertson, 201). alto grado de
compartimentacion es una necesidad para evitaresipgacion en el citoplasma con el
fosfato inorganico (White y Broadley, 2003), y tampetencia por los sitios de union con
el Mg?* citosodlico (Marschner, 1995). La gran diferenceéa abncentraciones entre el
citoplasma, por una parte, y el apoplasto y lospantimentos intracelulares, por la otra,
probablemente son la razén del uso de las sefialé8&d como vinculo entre los
estimulos extracelulares y las respuestas intdacei(Maathuis, 2004). Por esto, el
estudio de los canales idnicos permeables] [Da componentes primarios que permiten
la entrada y la elevacion del nivel deCen el citoplasma, es una de las principales tareas
para el entendimiento del funcionamiento de la nregia llamada “sefializacion por
calcio” (Robertson, 2013).
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5.1.Absorcién y acumulacion de C&*

El C&* penetra por el extremo de las raices y se muavegsovias hacia los vasos del
xilema, una via simplastica o de célula a célulay via apoplastica (Whitt al, 2002;
Cholewa y Peterson, 2004). Por la via apoplastcare principalmente el movimiento
de C&", siguiendo el flujo de agua causado por la traasidin (Epstein y Bloom, 2005;
Songet al, 2008), ya que el apoplasto muestra muy pocateesiia eléctrica y permite
el libre intercambio de la mayoria de los ione$*GRobertson, 2013). La Banda de
Caspary de la endodermis, que contiene suberistainge el paso de solutos a través del
apoplasto, y promueve el paso por la via simpkshay aun un gran desconocimiento
sobre el transporte de €aia simplasto, aunque recientemente se identificéanal de
resistencia al cadmio que facilita el movimientdiahde C&" en las raices (Soreg al,
2011). Se considera que en esta ruta los ionesatfee@tran al simplasto a través de
canales permeables al®de la membrana plasmaética, siendo bombeados despogs
tejidos de conduccién por las T TPasas y los intercambiadores/€ef* (White y
Broadley, 2003), siendo estos los transportadare3a& mas importantes de las células
vegetales, pero deben regularse cuidadosamenteepigaa interferir con las vias de
sefalizacion. Segun Whiet al. (2002), el transporte por la via apoplastica pusste

suficiente para satisfacer la demanda o €ala parte aérea.

Dentro de la hoja, no todas las células tienemizsnos niveles de ¢a En los
pastos, el G4 se encuentra principalmente en la epidermis sopé@ionn y Gilliham,
2010). En las dicotileddneas, los niveles dé"Gan bajos en ambas epidermis de las
hojas, superior e inferior, pero son mas altosl emeséfilo, una distribucion que facilita
el control de C# sobre la abertura de los estomas (Conn y Gillifz0hQ; Conret al,
2011). El C&" se encuentran principalmente en el apoplasto, olacly reticulo
endoplasmico (RE) y en menor medida en las mitatasdcloroplastos, y el nucleo
(Staelet al, 2011). No obstante, son escasos los estudios &mbiconcentraciones de
C&* libre presentes en estos compartimentos (Deetal, 1992; Frickeet al, 1995;
Karley et al, 2000).

En las células vegetales la vacuola central esagbmdepdsito (mas del 80% del
volumen de la célula) de €dntracelular. Sin embargo, hay pocas evidenciastis de
que la vacuola sea una fuente dé*Qera realizar la sefializacién (Hedrich y Marten,
2011; Peiter, 2011; Stael al, 2011). Se considera, que la mayor parte d&l @&uolar
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se encuentra ligado por aniones organicos (oxatdtato, isocitrato, malato) formando,
en muchos casos, complejos de baja solubilidadipia@dos en forma de cristales
(principalmente en forma de oxalato d&¢¢Staelet al, 2011). Las funciones primarias
de estos complejos son la regulacion de alta cd@eacitel C& vacuolar (tanto
almacenamiento de €acomo la precipitacion de sus excedentes en unafosmotica

y fisiologicamente inerte), la defensa contra herus, asi como la detoxificacion de
AlI®* y metales pesados (Franceschi y Nakata, 2005)a€plantas conocidas como
“precipitadoras de oxalato” (White y Broadley, 2D08n los tejidos en crecimiento se
encuentran células especializadas (idioblastosprpapitan en sus vacuolas elPCgel
apoplasto en forma de oxalato, impidiendo asi gteiéterfiera sobre el crecimiento de
las células inmaduras, las cuales tienen una agmhceducida para secuestrar ef'Ca
debido a su pobre vacuolacion (Franceschi y NaR&@5). Los idioblastos poseen una
densa red de reticulo endoplasmatico (RE), cuyeipal actividad parece ser el rapido
secuestro del Caentrante al citoplasma y su transporte a la vacuehtral para su
precipitacion (Kostmaret al, 2003; Franceschi y Nakata, 2005). Estos datosqrue
revelar las funciones en el mantenimiento de ladustasis de Gade los dos mayores
depositos de Gacelulares: el RE (como secuestrador d&)Gaa vacuola central (como

su almaceén).

El RE es el segundo depdsito intracelular dé&" @aas importante en las células
vegetales, después de la vacuola. Los meristen@smgortancia critica para el
crecimiento vegetal y la reproduccion de las pemtaquieren altas cantidades dé'Ca
debido a la deposicion en las nuevas paredes mdufda biogénesis de organulos, pero
no esta claro cémo se mueve et'@esde las areas con altas tasas de transpiraci@s)

a las regiones protegidas de los meristemos. Sidrrido un mecanismo alternativo
para el transporte de €a los meristemos a través del RE (Heinlein, 2@83eret al,
2004). En otros organulos, como mitocondrias, @@stos y nucleo, la concentracion
libore de C&"en reposo determinada es menor que la estimadadgaexuola y RE,

aungue presenta elevaciones en respuesta a diestsosilos (Logan y Knight, 2003).

En general, los sistemas intracelulares de aist@mide C& realizan cuatro
importantes tareas, necesarias para el funcionémmieormal de las células vivas
(Sanderst al, 2002): (1) Mantienen el €acitoplasmico al nivel de reposo y ayudan de
esta forma a la extincion de sefiales d&:Q2) acumulan el C4 en compartimentos
tales como el RE y la vacuola para liberarlo denBoregulada durante el proceso de
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sefializacion; (3) suplementan®a organulos especificos que requieren un altd deve
C&*para el curso normal de sus reacciones bioquimgséss condiciones son necesarias
para el procesamiento adecuado de las proteinasamua ser secretadas desde el RE
(Rudolphet al, 1989; Gillet al, 1996); y (4) aislan el €4 evitando asi su precipitacion
con el fosfato inorganico (Pi) en complejos de Isajabilidad (Sanderst al, 1999).
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Figura 7. Sistemas de transporte de Caen las células de Arabidopsis thaliana.as vias de flujo del
catién C&* que han sido identificadas a nivel molecular $oanales activados por nucleétidos ciclicos
(CNGCs), Receptores de Glutamato (GLRs), Canaledodeporos 1 (TPC1), Receptor sensor d& Ca
(CAS), ATPasa autoinhibida por €4Florido Bacallao y Bao Fundora), ATPasa de cdipio RE (ECA),
ATPasa de metales pesados 1 (HMAL), y el intercaddi catidnico HHCa* (CAX). (Modificado de
Kudlaet al, 2010).

Aunque los almacenes internos de?Cq el medio extracelular contienen
concentraciones milimolares de “Gala concentracion nanomolar de?Clbre en el
citosol se mantiene por la actividad de bombasispartadores y canales de?Ca
localizados en la membrana plasmatica y en las marab de los organulos celulares
(Gilroy et al, 1993; Yang y Poovaiah, 2003). El®&ntra en el citoplasma mediante
canales i6nicos@LRs, CNGCs, anexinas y TP@ermeables a Gaen la membrana
plasmatica, y dado que la concentracion dé&" Gigoplasmico es citotoxica, el nivel

nanomolar del mismo en células en reposo se manpi@nla actividad de EaATPasas
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o bombas de G4 (ACA y ECA) y antiportadores HC&* (CAX, CCX y CHX); estas
enzimas trasportan el €aitoplasmico ya sea al apoplasto (espacio extriegla al
lumen de organulos intracelulares (como la vacaakbreticulo endoplasmico) (White y
Broadley, 2003) Kigura 7). Para el transporte de €aen direccion opuesta a su
gradiente, los CAX utilizan el gradiente de pH avés de la membrana, generado y
mantenido por la actividad de la pirofosfatasa §B®) y las bombas de protones-(H
ATPasas), mientras que las?GATPasas para este fin utilizan la energia del A&
Ca&*-ATPasas vacuolareACA4y ACA1] se ha demostrado experimentalmente que son

importantes para eliminar el exceso dé*@l citoplasma (Boursiagt al, 2010).

5.2.Interaccién CBLs - CIPKs

La entrada rapida de €aa través de canales catiénicos en la membrana @liasm
tonoplasto y/o reticulo endoplasmatico genera peatiiones en el nivel de Ealel
citoplasma, iniciandose las cascadas de sefializaoi® aumentos transitorios de’Ca
son percibidos por proteinas efectoras reguladasCpt (CaBPs:Calcium-binding
proteing, de las que existen tres tipos principales: cdlfinas (CaMs), proteinas tipo
calcineurina B (CBLs; del inglé€alcineurin B-Like proteiny proteina quinasas
dependientes de €9CDPKs: del inglé€alciumDependent Protein Kinasp@Vhite y
Broadley, 2003; Cheongt al, 2007; Huanget al, 2011). Las CaBPs, que funcionan
como sensores de las sefiales d&,Qan evolucionado para mantener los niveles de
C&*citosolico a nivel basal y para acoplar estos cambi una amplia variedad de
respuestas fisioldgicas. Estas proteinas se emanessturadas con Ealurante el estado
activo de la célula. Aunque son funcionalmente rdiag, la mayoria de las CaBPs unen
C&* a estructuras plegadas como: las anexinas, el sm&fhand y el dominio C2
(Juleniuset al, 2002; Gerkeet al, 2005; Morgaret al, 2006; Laohavisiet al, 2012).

Las CBLs (alcineurin B-Like protein muestran similitud con la subunidad
reguladora B de la calcineurina y con los sensoeesonales de Ga(Liu y Zhu, 1998;
Kudla et al, 1999). Estas proteinas se caracterizan por Ilsepcg&a de 4 mddulos
formados por un dominio hélice-bucle-hélice de nra6C&" llamado “EF-hand” (Guo
et al, 2001; Luanret al, 2002). Tras el descubrimiento inicial Aeabidopsis muchas
CBLs fueron identificados a partir de diversas emsede plantas como el arroz, maiz,
guisantepopulosy tomate (Kolukisaoglet al, 2004; Wanget al, 2007; de la Torret
al., 2013; Tanget al, 2014). Por lo tanto, se cree que las proteindss@Btan presentes
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en todo el reino vegetal. En el genomadabidopsisexisten 10 proteinas CBL distintas,
que actian como sensores dé"@ara la activacion de 25 kinasas con las quesictigan
(lamadas CIPKs, del inglé3BL-Interacting Protein KinasggGuoet al, 2001; Sanders
et al, 2002; Hrabalet al, 2003). Amplios estudios con mutantesAtabidopsishan
demostrado que los complejos CBL-CIPK estan invaldias en la mediacion de sefiales
de C&" provocadas por diversos estimulos tales como ABA, salinidad, estrés
osmatico, baja concentracion de K pH alto (Kim, 2013). Por lo tanto, diferentes
combinaciones del complejo CBL-CIPK pueden genéeanporal y espacialmente
diferentes sefiales especificas dé" @auoet al, 2001), aunque también se ha sugerido
gue una proteina CBL puede interactuar directamesreuna proteina diana, de una
manera independiente a CIPK, regulando negativarsenactividad (Reat al, 2013).
Ademas de la activacion de la actividad quinasaKCIRs proteinas CBLs también
determinan la localizacion de los complejos CBLACIEn las células (membrana
plasmatica, nicleo, membrana vacuolar, reticuloglagmatico, citoplasma, etc.) y por
lo tanto contribuyen a la generacion de especditidspacial en reconocimiento del
objetivo (D'Angeloet al, 2006; Cheonget al, 2007; Batist et al, 2010; Tanget al,
2014). En condiciones normales, las CIPKs se em@remutoinhibidas mediante la
interaccion del dominio aminoterminal cataliticonaal carboxiterminal regulador. Las
CBLs activadas por Gase unen al dominio FISL de las CIPKs, situadoechs
dominios catalitico y regulador, liberando a ladsa de su autoinhibicion y permitiéndole

activar a proteinas diana por fosforilacion (Alliveet al, 2001; Gucet al, 2001).

La sobreexpresion de diferent€BLs o CIPKs ha dado lugar a una mayor
tolerancia a la sal en diferentes variedades decesspde plantas, mediante el aumento
de la tasa de germinacion, aumento de la supewiveie las plantulas y produccion de
biomasa, aunque los mecanismos de tolerancia adessenocen o no se entienden con
exactitud (Xianget al, 2007; Suret al, 2008; Tripatheet al, 2009; Cheongt al, 2010;
Wanget al, 2012; Dengget al, 2013; Heet al, 2013; Liet al, 2013; Royet al, 2013).

El primer médulo funcional CBL-CIPK implicado ennzediacion de la sefial del estrés
por sal inducida por Gay que da lugar a un aumento de la toleranciasallaidad fue
identificado con mutantes SOS Ambidopsis Este médulo funcional esta formado por
CBL4 (SOS3 y CIPK24 (SOS2, el cual fosforila y activa aguas abajo una prate
antiporter N&/H*, SOS1 cuya funcién es eliminar el exceso de€ Na la célula vegetal,

confiriendo asi tolerancia a la salinidad (Quintetoal, 2002) Figura 6 y 8).
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Recientemente, se ha planteado la posibilidad desga CBL10, un homologo a SOS3
(CBL4) el encargado de activar SOS1 en la parte aérea geantasCBL1(Q a diferencia

de SOS3 especifico de raices, se expresa predominanteraaria parte aérea y parece
estar también implicado en la tolerancia a la eglilando la acumulacion de Nen la
parte aérea, a través de la formacion del comfQlBjol0-SOS2 (Kimet al, 2007; Quan

et al, 2007). Los médulos funcionales formados por CEBUPK1 y CBL9-CIPK]
también se ha visto que participan en la respudstatrés osmotico que se produce en
condiciones de salinidad y sequia, sin embargotmaieique el modulo funcional CBL9
CIPK1 es dependiente de ABA, es decir esta impticad la sefializacion de estrés por
ABA, CBL1-CIPK1 actua de forma independiente al ABA. CBL1h&m puede formar
complejo funcional con CIPK2460S2, CIPK25 y CIPK26 para regular la homeostasis
de Nd/K*™ enP. euphraticaen respuesta al estrés salino. En estudios resies¢ ha
sugerido qu&tCBL1y PeCBL1(P. euphratica pueden influir negativamente en el flujo
de salida de Nade la célula en condiciones salinas, aunque estzanismos aln no
estdn muy claros (Zhangt al, 2013). Aunque los mecanismos aun no son bien
conocidos, se ha demostrado gaeCBL9, AtCIPK16, TaCIPK14, TaCIPK20r.
aestivumy ZmCIPK21(Z. may$ estan implicados en el transporte dé,Maetabolismo
de ROS, homeostasis dé,KABA y sensibilidad a la sal de las plantas (Paneteal,
2008; Denget al, 2013; Royet al, 2013; Cheret al, 2014).

La actividad de los trasportadores dg i por tanto el flujo de Ka través de la
membrana plasmatica, tonoplasto, etc., tambiérregtdada por proteinas del tipo CBL
y CIPK (Li et al, 2006; Cheongt al, 2007; Nieves-Cordonext al, 2012). Al parecer,
AtCIPK23 interactiia con AtCBL1 o AtCBL9 siendo cajpke fosforilar AKT1 resultando
en la entrada de'Kdentro las células (lgt al, 2006; Xuet al, 2006; Cheonet al, 2007,
Leeet al, 2007). AtCIPK6 y AtCIPK16 son otras CIPKs quequan estar involucrados
en la regulacién de AKT1, aunque su capacidad eactuar con AKT1 todavia no se
ha investigado a fondo (Lext al, 2007) Figura 8). AKT1se expresa sobre todo en los
tejidos de la raiz, participando en la entrada dedt la raiz, aunque a bajos niveles
también se han observado su expresion en las pajdgularmente en las células guarda
de los estomas e hidatodos (Lagaeti@l, 1996; Lacombet al, 2000; Szyrokiet al,
2001; Pilotet al, 2003) AtCIPK23 AtCBL1y AtCBL9también se expresan en los tejidos
aéreos, en las células guarda y en los tejidosikaass (Cheongt al, 2007) y, por tanto,

puede estar implicados en la regulacion de la idetivde AKT1 en el tejido aéreo,
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regulando la turgencia de las células guarda,dstréoucion de Ky la repolarizacion

de la membrana (Schroedsral, 1994; Dennisomet al, 2001; Szyroket al, 2001; Pilot

et al, 2003; Xuet al, 2006; Cheongt al, 2007; Nieves-Cordone al, 2012). También

se ha demostrado que AtCBL1, AtCBL9 y AtCIPK23 idagula actividad de
transportadores de aniones SLAC1 y SLAH3 en laslagiguarda (Maierhofeat al,
2014), lo que sugiere multiples papeles para éRiss y CIPK en el mismo tipo de
célula. En condiciones de sequiAtCBLl1 AtCBL9 y AtCIPK23 pueden estar
involucrados en la regulacion de los movimientoslade estomas, el aumento de la
sensibilidad de las células guarda por ABA y lautegén de la entrada de'ken las
células guarda (Albreclet al, 2003; Xuet al, 2006; Cheongt al, 2007). Por otro lado,

la interaccién del complejo AtCBL4-CIPK6 parece secesaria para activar AKT2, y
por tanto favorecer el flujo de salina dé & exterior de las células (Hedd al, 2011)
(Figura 8). ComoAtCBL2 AtCBL3y AtCIPK9se expresan en la células epidérmicas en
la raiz, y la alteracion en los niveles de expresié estos genes afecta al contenido de
K™ en la planta, es probable que puedan desempepapehimportante en la regulacion,

trasporte y traslocacion de€' I€n la plantas (Liet al, 2013).

_+_
Na
CBL10 L4
CIPK24 " CcIPK23 | cIPK6/16
CBL1/4 Na CBL1/9 K+ CBL??
- 4 »
27 CIPK16 a
CBL?? «
+
2+ - K
Ca K+
CBL10 * CIPK6
CIPK24 CBL?2? * CBL4
CBL?2?
CIPK24
PROTEINA 22
P O
. 9 - \
o CBL??
vacvoLa 29 CIPK9 CBL??

‘@\ A CBL2/3 S
PROTEINA ??

Figura 8. Modelo de interaccion entre CBL-CIPK y sis funciones en la regulaciéon de la homeostasis
de Na', K*y Ca?*. “P” representa la interaccion CBL-CIPK que da lugda fosforilacién destino. SOS1,
antiporte de membrana plasmatica dé:Ng AKT1, canal de entrada de'AKT2, canal de salida de*K
CBL, proteinas sensoras de?Ciépo Calcineurina B; CAX1, antiporte*fCa*. CBL?, Proteina? y CAX?
indican donde se sabe que tiene lugar una intémacpero se desconoce la identidad de la protaiea q
esta interactuando (Modificado de Thoadwyl, 2015).
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Uno de los ultimos miembros de la familia CBL idéoéados ha sido
SCaBP&CBL10Q CBL10 fué inicialmente descubiero ekrabidopsisen el afio 2007.
Recientemente se ha descrito que CBL10, una peosairilar a SOS3, interactia y regula
positivamente a SOS2 afectando la homeostasisaigrictolerancia a la sal (Kiet al,
2007; Quaret al, 2007). Una de las dianas del complejo CBL10-S@&Ria ser SOS1
en células de la parte aérea (Qeaal, 2007), aunque también se ha propuesto un papel
en la compartimentacion intracelular de"NKim et al, 2007), lo que demuestra que
CBL10esta involucrando en la regulacion de la homeisstiasones protegiendo la parte
aérea del estrés salino. Segun Katal. (2007), la proteina CBL10 interaccionaria
fisicamente con SOS2, formando un complejo quesgeiaia con los compartimentos
vacuolares responsables del almacenamiento de walesoxificacion de las células
vegetales, como proceso esencial en el mecanisnolatancia predominante en los
tejidos de la parte aérea. Se sabe que SOS2 liedukectamente otros transportadores
implicados en la compartimentacion vacuolar de soere condiciones de estrés salino,
como la H- ATPasa vacuolar, y los antiportadores’/N&, NHX1, y C&"/H*, CAX1
(Chenget al, 2004; Qiuet al, 2004; Batelliet al, 2007; Linet al, 2009), por lo que
sugiere que CBL10 podria regular directa o indimeente (interactuando con SOS2)
alguno de los canales o transportadores idnica®deplasto y, por tanto, jugar un papel
importante en la tolerancia a diferentes estrelsiggieos (Kimet al, 2007; Quaret al,
2007). Singh et al. (2014) sugieren que la interaccion CBL10-SOS2 iaodr
correlacionarse con el mayor contenido d&*Gan semillas de mijo, mediante la
activacion de la proteina CAX. En otro caso, seéscrito que CBL10 interactua con
AKT1, regulandolo negativamente y, por tanto, réeludo la actividad en la captacion
de K" de dicho canal (Reet al, 2013). Se ha planteado la hipotesis de que lecosth
de la actividad en el canal AKT1 fuera como residtale una disminucion de la
interaccion entre CIPK23 y AKT1. Por lo tanto CBLf0dria inhibir AKT1 por un
mecanismo dual, disminuyendo la actividad del cakall en la membrana plasmatica
e inhibiendo la interaccion entre la quinasa y ahat (Renet al., 2013). Tras el
descubrimiento inicial d€EBL10enArabidopsis genes ortdlogos se han identificado en
tomate ypopulus(de la Torreet al, 2013; Tanget al, 2014). Mientras que gopulusla
funcion atribuida estaba relacionada con la regiilade la homeostasis de Npara
proteger el apice del estrés salino (Tahgl, 2014), en tomate se ha demostrado que una
de las funciones dEBL10es su participacion en la respuesta a patégemgasngo un

papel clave en la via de sefalizacion de ROS (dedee et al, 2013). Cualquiera que
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sea el mecanismo, parece muy probable que tamibigmte deba existir un homélogo
funcional de CBL10 que, o bien por si solo o intexando con SOS2, ayude a proteger

la parte aérea en respuesta al estrés salino.

5.3. Antiportadores H*/Ca?*.

La extraccion del Cadesde el citosol contra su gradiente electroquirgcsea al
apoplasto o a organulos intracelulares requieregémees decir, transporte activo. Este
se cataliza por G&ATPasas y antiportadores/i@a* (Schonknecht, 2013F{gura 7).

La importancia relativa de las €aATPasas y los antiportadores/B&* esta siendo
ampliamente estudiada en la actualidad, debiddragartancia del Ca en las plantas.
Las C&*-ATPasas son enzimas que realizan el trasporteaizi Ca", es decir, necesitan
consumir ATP para realizar el trasporte dé'CEienen alta afinidad pero baja capacidad
de transportar C& (Boseet al, 2011; Hudaet al, 2013) y estan involucradas en todas
las etapas del ciclo de vida de la planta, incldgeal crecimiento, el desarrollo, la
inmunologia y las respuestas a cambios ambiern(@ksrgeet al, 2008; Nemchinoet

al., 2008; Boursiaet al, 2010; Zhuet al, 2010; Shabalat al, 2011; Wanget al, 2011;

dit Freyet al, 2012). Los antiportadores'f&a* (CAXs) tienen una menor afinidad por
el C&*, pero alta capacidad de transportarlo, por lo quiigo extraer gran cantidad de
C&*del citosol durante la sefializacion pofOg por tanto, modular las perturbaciones
del C&" citoplasmico (Boset al, 2011; Hudaet al, 2013).

Los transportadores CAX (del inglés CAtion eXchahgson antiportadores
H*/C&* vacuolares que utilizan la fuerza protén-motrinegada por la HATPasa para
transportar C& en contra de gradiente (Sandetsal, 1999; Pottosin y Schénknecht,
2007; McAinsh y Pittman, 2009)igura 7). La actividad de los intercambiadores
H*/C&* ha sido demostrada en vesiculas de tonoplastiedertes especies, por lo que
se estima su amplia distribucién en el reino vedBlamwald y Poole, 1986; Blackford
et al, 1990; Chanson, 1991; Hirscéi al, 1996; UeokaNakanishiet al, 2000). En el
genoma deérabidopsisexisten 12 posibles transportadores CAX (CAX1-1¥hkX),
habiéndose aislado algunos de ellos por su caph@dea suprimir el fenotipo de
hipersensibilidad a G4 de un mutante de levadupmcl vcx1l cnhlcarente de los
sistemas endogenos de transporte dé €mcapaz de compartimentar este cation en la
vacuola (Hirschiet al, 1996; Maseret al, 2001). El primer antiportador *HC&* de
plantas clonado y expresado funcionalmenteAt@AX1 (Hirschi et al, 1996).CAX1
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exhibe baja afinidad por el €apero elevada capacidad de trasporte y esta iatgien

el secuestro de &aen la vacuola (Chenet al, 2003). La kinasa SOS2 es capaz de
activar a CAX1 (Qitet al, 2004), suprimiendo su fenotipo de hipersensibilid C3'.
Plantas transgénicas del mutacas1 de ArabidopsissobreexpresandoAX1mostraron
cierta halosensibilidad, sugiriendo un incrememscdntrolado de la compartimentacion
del C&" citosolico en la vacuola debida a la desreguladiéiCAX1 Asimismo se
propone que el aumento en el nivel dé'@a la parte aérea de estas plantas transgénicas
es el resultado de la hiperactividad@&X1, causando una mayor acumulacion dé'Ca
dentro de la vacuola. Si el €a&s acumulado en las vacuolas en un ritmo masaégd

lo normal (como ocurre en la sobreexpresiof4X1), no se pueden alcanzar los niveles
de C&" citosdlico necesarios para activar las vias d&dacia a la salinidad, mostrando
sensibilidad al estrés salino. Los mutantes queegpbesanCAX1también mostraron
anomalias en el desarrollo, reduccion en la lodgitel la raiz y retraso en la floracion
(Chenget al, 2003). Conret al.(2011) encontraron que la capacidad de almaceatar C
en las células del mesdfilo se redujo en plantas aqgwecian de expresion @&AX1,
resultando en un aumento del?’Capoplastico, cambios en la fisiologia de la hoja,

reduccion en la apertura estomatica y menor tasaidglacion de Ce

El tomate es especialmente sensible al BER cauysadta deficiencia de Ca
Sorprendentemente, la sobreexpresio€AX1en tomate dio lugar a un 100% de BER
en los frutos de tomate en desarrollo, lo que pseddebido a la reduccion del’*Chbre
en el apoplasto, donde es probable que ayude l@ilestala estructura de la membrana
(De Freitaset al, 2011).CAX2es altamente afin y altamente especifico en sacadqd
antiportadora H[cation de metal pesadoLAX3 es un 77% idéntico £AX1, pero
aparentemente no transporta af'Qan eficientemente comGAX1, aunque ha sido
propuesto para desempefiar un papel simiG#¥len la homeostasis de Caya que la
expresion deCAX1y CAX3 aumenta al suministrar cantidades elevadas deaQas
plantas (Zhacet al, 2008). Respecto &AX4 en Arabidopsisse demostré6 que su
expresion se limita Unicamente a la raiz, necesitsa para el crecimiento normal de las
raices (Meiet al, 2009). Ademas de la regulacion de la homeostisi€&*, varios
estudios han determinado que la funcion de la fardé los gene€AX es fundamental
para la adaptacion de las plantas al estrés gadinechi, 1999; Chengt al, 2004; Zhao
et al, 2008; Leeet al, 2013).
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6. Regulacion de la transpiracion mediante apertura gierre estomatico

Para que las plantas se desarrollen de formarmticteben mantener un equilibrio en el
intercambio gaseoso entre el interior y el extat®mia hoja con el objetivo de maximizar
la captacion de C£{para su fijacion durante la fotosintesis y minania pérdida de agua
por transpiracion. Los estomas son estructurastaiegesituadas en la epidermis foliar
rodeados de cuticula y compuestos por dos célulasigs cuyos cambios de volumen
permiten una mayor o menor apertura de un porpore estomatico. Estas estructuras
que actuan como "guardianes” responsables detamdrio gaseoso entre la planta y el
entorno atmosférico que la rodea deben adaptalsentiEnera mas precisa y fina posible
a los estimulos medioambientales con el fin delaeda absorcion de GOy la pérdida
de HO en diferentes situaciones (Casson y Gray, 2@8)umero y la distribucién de
los estomas y el crecimiento y la division de laétulas guarda también afecta al
intercambio gaseoso, estando estrechamente redalciaron las diferentes capacidades

de respuesta de las especies vegetales a condicior@entales cambiantes.

La regulacion de la apertura estomética se realeadiante el transporte de iones y
agua a traves de las membranas plasmatica y vacpiaduciendo cambios en el turgor
y en el volumen de las células guarda y dichos @@syvovocan el mayor o menor grado
de apertura del poro estomatico (Raven, 2014).dReptan la primera linea de defensa
de la planta frente al estrés hidrico y salinarygarios los factores que juegan un papel
importante en la regulacion del movimiento estootétie apertura y cierre, destacando
la incidencia e intensidad de la luz, la concemrade CQ, los niveles de hormonas
vegetales, especialmente el &cido abscisico (ABAJisponibilidad de agua (Aralgt
al., 2011), la entrada y salida dé kCI' y malato (MacRobbie, 1998; Hedriehal, 2001)

y las oscilaciones de E=citosolico (Gillihamet al, 2011). Mientras el Caactiva a los
canales de entrada de aniones, los canales del@stalida de K se activan por la
acidificacion/alcalinizacion del pH e hiperpoladi&in/despolarizacion de la membrana.
El control de la apertura y cierre estomaticos eg mmportante para controlar las
relaciones hidricas de la planta asi como la jacie CQ (MacRobbie, 1998; Hedrich
et al, 2001).

Tanto la sequia como la salinidad provocan la acibn de la biosintesis de ABA,
hormona vegetal que tiene un papel principal eadalacion del cierre estomatico y por
tanto en la reduccion de la pérdida de agua mediantanspiracion en las plantas (Luan
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et al, 2002; Chateret al, 2014). Otras hormonas como auxinas, citoquinipas
jasmonatos también influyen en la funcion estoraaiim y Wang, 2010; Pillitteri y
Torii, 2012). Cuando las células oclusivas percibeeles altos de ABA, reducen su
turgor y volumen mediante la salida de aniones jodes K, asi como a través de la
conversion gluconeogénica de malato en almidondymiendo el cierre estomatico
(MacRobbie, 1998; Guet al, 2008) Figura 10). EI ABA conduce a un aumento del
C&* citosolico y eleva la sensibilidad hacia el mis{Begelet al, 2009). Como se ha
mencionado anteriormente, las proteinas CBL aatdar sensores de €a cumplen
funciones muy importantes en diversos procesosndiggates del mismo (Kolukisaoglu
et al, 2004; Pandegt al, 2004; Hwanget al, 2005; Cheongt al, 2007). Estos sensores
se unen a diversas CIPKs (Kieh al, 2000; Albrechtet al, 2001; Hrabalet al, 2003)
para regular diversas rutas metabolicas. Asi, s@dmtificado aCIPK23 como un
componente mayoritario en la regulacion de la évlela a sequia eArabidopsis
mediada por ABA (Cheongt al, 2007). Esta quinasa cumple su funcién mediante la
interaccion con los sensores dé'G2BL1y CBLY, los cuales parecen ser los encargados
de su regulacion. También se ha visto, en puntderiares, que los complejos
CBLYCBL9-CIPK23tienen relacion con la absorcion dedd la raiz, regulando el canal
de K" AKT1 (Li et al, 2006; Xuet al, 2006), al igual que CBL10 que parece que compite
con CIPK23 por la unién a AKT1, regulando negatieate su actividad (Reet al,
2013). Teniendo todo esto en cuenta, se podriaisgge esta ruta CBL1/CBLEIPK23
regula la respuesta estomatica tanto a sequia eosainidad, aunque no se puede
descartar que otros CBLs intervenga en la apeciare¢ estomatico, bien regulando
AKT1 o algtn antiportador HCa"* (Figura 9).
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Figura 9. La ruta CBL - CIPK regula los movimientos estomaticos, controlaio el flujo de K*y Ca®*

de las células guardaEl ABA (con el estrés hidrico como factor deseleceante) produce especies
reactivas de oxigeno (ROS), dando lugar a fluctues en los niveles de €aEste C& se une a CBL
1/9, interaccionando con CIPK23 y activando al taN&T1 (y posiblemente a otros canales “?”)
relacionados con la absorcién dé Kla regulacion del turgor de las células. OtréBKS podrian estar
también relacionadas con la regulacion de AKT1a©@BLs podrian regular los antiportadoréfQet*,

bien directamente o interactuando con la CIPK24380regulando la concentracion deGatosdlico de

las células oclusivas y modulando la respuestargdica. La otra rama de la sefializacion poi* €a las
células oclusivas de la figura esta relacionada lasnCDPKs, las cuales activan canales anidnicos,
inhibiendo la apertura estomatica (Modificado de@iyget al, 2007).

Tanto el aumento de €acitosélico como el aumento de sensibilidad hatia e
mismo activan dos canales de aniones distintogaales de tipo S (de activacion lenta:
slow-activating) y de tipo R (de activacion répidapidtransient) (Schroeder y
Hagiwara, 1989; Hedricht al, 1990; Schroeder y Keller, 1992). La activacioreds
canales en la membrana plasmatica de las célulasivas ha sido sefialada como un
paso critico en el mecanismo de cierre estom&8carfidtet al, 1995; Grabo\et al,
1997; Peiet al, 1997). La salida de aniones mediante los carmalEmicos causa una
despolarizaciéon de la membrana, lo que conduceaasatida de K de las células
oclusivas a través de los canales GORK de salifd ¢@chroedeet al, 1984; Schroeder
et al, 1987; Thielet al, 1992; Hosyet al, 2003). De todos los solutos liberados de las
células oclusivas, mas del 90% proceden de laola(MacRobbie, 1998), siendo los
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canales vacuolares activados pof'@itosolico (Yadawet al, 1996) parte importante en
la salida de Kde la vacuola (Ward y Schroeder, 1994; Gobedl, 2007) Figura 10).

La apertura estomatica requiere la activacion deAlBPasas de Hen la membrana
plasmatica de las células oclusivas. La hiperpaaion de la membrana producida por
las ATPasas de Hnduce la absorcion de*ka través de los canales de entrada tle K
(Kwak et al, 2001; Lebaudet al, 2007; Wuet al, 2012). Asi, la entrada de'KCI,
NOs, y la produccion de malato a partir de almidon @sramente inactivo aumenta el
turgor y el volumen de la célula oclusiva por lareta de agua e induce la apertura
estomatica. En estas células, €l $¢ acumula en las vacuolas mediante la actividad
antiportadora K™, mientras que los aniones se transportan haciatamlas a través
tanto de canales aniénicos de baja afinidad comanédeanismos intercambiadores
H*/anién (Hafkeet al, 2003; De Angelet al, 2006; Kovermanmet al, 2007). EI ABA
inhibe la apertura estomatica a través de la rédinicke la actividad de los canales de K
y de las ATPasas de"HSchroeder y Hagiwara, 1989; Kinoshé@hal, 1995) Figura
10).

Las oscilaciones de la sefial d&Qatosdlico pueden determinar la eficacia con la
gue se induce la apertura y cierre estomatico (©wegy Hedrich, 1991; Desikaat al,
2002; Covington y Harmer, 2007). En las célulagdaidas oscilaciones de Caggulan
la apertura de los estomas. Se ha demostrado mgraalmente que el cierre estomatico
no solo depende de la frecuencia y la amplitucdad@scilaciones de €asino también
en gran medida de la duracion y el nimero de gieo8&* (White, 2000; Alleret al,
2001). En patrticular, la larga duracion del ciegstomatico depende de la cantidad de
picos de C# (Li et al, 2004; Yanget al, 2004). En general, se acepta que un rapido
incremento en la concentracion d&Gan el citosol esta mediado por los canales dé Ca
gue se encuentran en la membrana plasmatica pdasrembranas, como la membrana
vacuolar y las membranas del reticulo endoplasméitides et al, 2004; Cvetkovskat
al., 2005). Las mediciones de€aon tintes indicadores han mostrado que el ABAlpue
provocar una elevacion de la concentracion dé @solico de las células guarda. Una
caracteristica adicional del ABA en los canalesQ#" es que puede activarse y
desactivarse varias veces dentro de la célula,odaigar a elevaciones transitorias de la

concentracion de Gacitosolico.
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Figura 10. Regulacién de los canales, bombas y trsportadores idnicos localizados en las células
guarda durante la apertura y cierre de los estoma®urante el cierre de los estomas (Izda.), se me@du
una elevada biosintesis de ABA que activa el fllgosalida de Ca desde los almacenes internos y de
entrada de G4 desde el apoplasto, produciéndose una elevada@mwacion de Ca citosélico. Como
consecuencia se inhibe la bombaATPasas (membrana despolarizada) y se produagiVaeon de los
canales de aniones tipo S y tipo R que conducarsalida de Gl malatd y NOs. También se produce la
activacion del canal de GORK, que conduce a ldaale K y, en consecuencia, el cierre de los estomas.
Durante la apertura de los estomas (dcha.), sednhi biosintesis de ABA en las células guardasy la
bombas C&-ATPasas y antiportador €#H* mantienen bajo el Cacitosdlico (acumulandolo en vacuola
o extrayéndolo al apoplasto). Como consecuenciactea la bomba HATPasas e hiperpolarizada la
membrana de las células guarda, lo que conducaectileacion de las canales de entrada H€KAT1,
KAT2 y AKT1). Al mismo tiempo, especies anidnicoales como malafo (procedente de la
descomposicion del almidon) y el transporte desdid€; y CI contribuyen a la acumulacion de solutos
intracelulares. Los iones suministrados a las aglguarda, junto con el agua suministrada por las
acuaporinas generan la turgencia necesaria par@mearos estomas abiertos.

Las sefiales que determinan las concentracionesfdénCluyen principalmente
los canales de iones permeable at*Ciatercambiadores ¥C&* y las C&"-ATPasas,
ademas de regular la eficiencia del uso del aglasdaantas a través de la participacion
del ABA en la apertura y cierre estomatico (Skaal, 2008). En un estudio realizado

por Connet al. (2011), observaron que las plantas mutantes quianteanulada la
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expresion d€AX1y CAX3presentaban una reducida capacidad de almacefiaerCel
mesofilo de la hoja, mostrando a su vez reducala @ared celular, alteraciones en el
crecimiento de la hoja, menor apertura estomatigaytraspiracion y tasa de asimilacion
de CQ.estas alteraciones fenotipicas pueden ser debidaaltaracion en el Calibre

del apoplasto, mostrando tres veces m&$ &wael apoplasto que las plantas que expresan
CAX1ly CAX3 En otro estudio realizado recientemente, €hal. (2012) demostraron
que los mutantes nulos @&X1y CAX3tenian un pH apoplastico més alto que las plantas
sin trasformar, perturbando a otros intercambiaxleaguolares y, por tanto, afectando a
la regulacion estomatica, por lo que el mantenitoide un correcto pH apoplastico juega

un papel crucial en todos los procesos celularbae éCal, 2012).

7. Interés del tomate y especies silvestres afines s estudios de tolerancia a

salinidad

A pesar de los grandes esfuerzos para mejoraagébgte tolerancia a estrés abidtico en
especies de interés agronOmico, los resultadosnidb®e a través de métodos
convencionales de mejora han sido mas bien es(aslowarzet al, 2010; Pandegt al,
2011; Peleget al, 2011). La situacion actual aconseja reconsiderajue sabemos
realmente sobre las bases genéticas de los mecaniden adaptacion que inducen
tolerancia a la salinidad y la sequia, y planteasgregunta de cual seria el material
vegetal mas adecuado para realizar la diseccioétigarde estos caracteres complejos.
Por tanto, seria de gran interés aprovechar lasiarn genética existente en las especies
silvestres relacionadas. Tras la revision de losamemos de tolerancia en diferentes
haléfitas (Flowers y Colmer, 2008; Shabala, 2048)ha propuesto que la investigacion
futura se centre en un numero limitado de haléfitagdelo” que son representativas de
los diferentes mecanismos involucrados en la totéaa lo que ayudaria a desvelar
algunos de los mecanismos de adaptacion fisiol@gieaconduce a la tolerancia al estrés

abidtico y la base genética de esos mecanismosetap tolerantes.

El tomate se considera como moderadamente tolesatdesal (Cuarteret al,
2006), pero su nivel de tolerancia no es suficiguatie mantener el rendimiento en las
zonas afectadas por procesos de salinizacion sacaryd ademas, no muestran un nivel
notable de tolerancia al estrés por déficit de agaa el contrario, hay accesiones de
especies silvestres relacionadas con tomate, w@@tdrutos rojos (por ejemplds.
cheesmaniae, S. pimpinellifoliji;de fruto verde (por ejempl8, pennell), con un alto
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grado de tolerancia a la salinidad o la sequiaaiBokt al, 1991; Cancet al, 1996;
Bolarin et al, 2001). Ademas, los mapas moleculares derivadosrdeamientos
interespecificos enti®. lycopersicung S. pennellijS. habrochaitesS. pimpinellifollium

y otras especies silvestres relacionadas con tomaatkién estan disponibles (Foolad,
2007). Por lo tanto, el hallazgo de mutantes comvaelos niveles de
tolerancia/sensibilidad a diferentes estreses adidniar a la identificacion y etiquetado
de los genes clave responsables de la toleraneistréls abidtico. Con este fin, se esta
llevando a cabo un programa de mutagénesis insafcioediante el empleo de una
trampa de intensificadores en el cv. de tomate Mwager y en la accesion (PE47)
perteneciente a la especie silveSrgpennellii La mutagénesis insercional ha supuesto
un gran avance para la deteccion y clonaciéon deesggn elementos reguladores
implicados en diversos procesos (O’Malley y Eck10). Para poder emplear este
abordaje es necesario obtener una cantidad coabidette plantas transformadas para
poder detectar un alto nUmero de mutantes y, cameecuencia, etiquetar los genes

implicados en el caracter analizado.

Los programas de genomica funcional en especiggatés agronoOmico o especies
silvestres relacionadas no solo conduciran a imptets avances del conocimiento, sino
también a un salto cualitativo en el campo de lpraeEntre las vias para lograr tales
objetivos, destaca la mutagénesis insercional poNA, que en los ultimos afios se ha
convertido en una herramienta basica para la itEdion y etiquetado de genes, asi
como para el analisis de su funcion. En efectalideupcion de un gen endogeno o la
integracion del T-DNA en la vecindad del mismo prredcasionar la anulacion o
alteracion de funcién, dando una valiosa informaaobre el papel de un cierto gen en
un caracter dado. Otra aplicacion de la mutagéinesescional por T-DNA estriba en la
deteccion de elementos de regulacion mediante gleende los denominados “sistemas
trampa” (trapping) que permiten detectar secuenmeigisladoras y asignar una funcion a
partir de datos de expresion del delator que mizadé expresion del gen enddgeno.

8. Mutagénesis insercional. Etiquetado de genes por darcion de elementos de

transposicion: transposones o0 T-DNA

El uso de la mutagénesis insercional proporciorsavia rapida y efectiva para generar
una coleccién de mutantes y, ademas, facilita gnaedte la clonacion del gen mutado
pues éste queda etiquetado por el elemento detsiogn, de secuencia conocida. Los
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elementos de transposicion que son capaces ddamsgeen el genoma, tales como
transposones (Sundaresaral, 1995; Martienssen, 1998) o T-DNA (Azpiroz-Leelyan
Feldmann, 1997), se pueden utilizar como mutagerawa generar mutaciones por
transformacion. La generacion de mutantes usandag®mesis insercional con T-DNA
representa en la actualidad una de las alternatiaagprometedoras para la identificacion
y caracterizacion funcional de genes que regulatio t&l desarrollo como la tolerancia a
diferentes estreses abidticos (salinidad, segsiidéseoxidativo, etc.) en las plantas étu
al., 2009; O’'Malley y Ecker, 2010). En resumen, degjlee se trata es de inducir la
anulacion o la alteracion de la expresion de geoesa insercion de una secuencia de
ADN invasor en regiones codificantes de un gen oegiones reguladoras proximas.
Como la secuencia del elemento insertado es camseiguede clonar facilmente el gen
afectado por la insercion mediante estrategiasdagsan la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) (O’Malley y Ecker, 2010). La céeazacion del mutante de insercion
proporciona una valiosa informacién sobre la fundél gen mutado y ademas, como el
gen queda etiquetado por el T-DNA, su aislamieeatfasilita grandemente (Radhamony
et al, 2005).

Hay diversas estrategias de aplicacion de la moesj® insercional. Una de ellas
es el etiquetado por activacion en donde la cocstin genética de transformacion es un
T-DNA que contiene multiples copias del promotongtdutivo 35SCaMWdel virus del
mosaico de la coliflorGaMV). La integracion de la construccion en la vecindadin
gen endogeno, lo suficientemente cerca como pareeejsu influencia, induce de forma
significativa el nivel de expresion de ese gen, potenciales consecuencias en el
fenotipo que manifiesta el mutante resultante.dbmate esta estrategia de mutagénesis
insercional se ha utilizado con éxito y ha permiidentificar y clonar el geANTY, que
codifica para un factor de transcripcion MYB implio en la regulacion de la biosintesis,
conjugacion mediante glicosilacién y transporteaawnlas de antocianos (Matheets
al., 2003).

8.1.Etiquetado mediante trampas génicas o trapping

Otra estrategia de mutagénesis insercional que pestdorcionando resultados muy
eficientes consiste en el uso de ‘trampas génaciapping y se basa en construcciones
gue contienen la secuencia codificante de un gemotdeCada trampa esté disefiada con

un propadsito especifico, pero en cualquier caseldaja estriba en su naturaleza dual:
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como cualquier otro T-DNA o transposon las tramgaseran mutaciones de insercion
pero ademas, si se insertan en la orientacionatarrel gen delator queda bajo control
de los elementos de regulacion del gen enddgenestadorma, no sélo se puede inferir
la funcidn del gen a través de la caracterizacdotipica del mutante, sino que ademas
el analisis de la expresion del delator puede darndea del patron de expresion espacio-
temporal del gen etiquetado (Springer, 2000). Mddiasta estrategia de mutagénesis
insercional en el afio 2000 se generd una colecd@rededor de 19000 lineas de arroz
que portaban diferentes inserciones del mismo T-[M&dnet al, 2000). La estrategia
deltrappingpermite la identificacion de genes funcionalmeathkindantes, los cuales se
expresan en diversas fases del desarrollo (prodocaonfusion durante el analisis
fenotipico), genes cuya disrupcion es responsablietdlidad prematura y genes cuya
disrupcién afecta tan sutilmente al fenotipo qu@unede detectarse (es en este caso en el
que la expresion del gen delator puede aportatasiguistas para ayudarnos a la
identificacién del fenotipo durante el trabajo galaacion). Por lo tanto la identificacion
génica es independiente de su nivel de expresittando el riesgo de no detectar genes
de baja expresion que, sin embargo, pueden tergranrefecto sobre el fenotipo (Pineda
B., 2012). En resumen, se considera que estaeggras muy adecuada para identificar
genes que se activan o reprimen en respuestanausimedioambientales externos o

situaciones de estreses bidticos o abioéticos.

Utilizando una trampa de intensificadores, Ata€sl. (2011) han generado una
amplia coleccion de lineas T-DNA de dos accesialgel especie silvestre de tomate
(20146 y PE47). El vector elegido para la transfmidn, pD991, contiene un promotor
minimo unido a la secuencia codificante del geatdeliidA; una secuencia truncada del
promotor35SCaMVcon una caja TATA y un sitio de iniciacién de danscripcion que
por si solo no es capaz de estimular la expregbdalatoruidA pero si con el auxilio de
elementos reguladores como intensificadores enddgelel genoma del mutante.
Después de la integracién en el genoma de la pliodaelementos intensificadores
cercanos al lugar de insercion del T-DNA actuanuamehdo un incremento en la
transcripcion deidAa partir del promotor minim@6SCaMV pudiéndose observar dicho
patron de expresion del delator via la actividadSGjue se puede determinar mediante

una reaccion histoquimica (Campasial, 1999).

57



|. Introduccién

9. Analisis de mutantes como herramienta para la ideificacion de genes

El andlisis detallado de un mutante representadentos caminos mas exitosos para
determinar la funcién de un gen (Kurometial, 2009; Giméneet al, 2010; Atkinson

y Urwin, 2012). Desde un punto de vista metodoldgims mutantes pueden ser
generados a través de mutagénesis quimica (e.g),EisiSa (irradiacion) o insercional
(transposones o T-DNA). En tomate existen cole@sode mutantes espontaneos y
generadas por métodos quimicos (Bergougnoux, 28dlyvarzet al, 2014), como la
coleccion TOMATOMA generada a partir del cv. Micfom (Saitoet al, 2011).
También hay una coleccion de lineas T-DNA generadasirtir del cv. Micro-Tom
(Mathews et al, 2003), pero hasta ahora no existia ninguna ddlecde mutantes
insercionales generados a partir del tomate cdltiwasilvestre.

Esta tesis se enmarca en un proyecto coordinad®tees grupos de investigacion,
el grupo dirigido por el Prof. Vicente Moreno (IBNPAUPV), el dirigido por el Prof.
Rafael Lozano y la Dra. Trinidad Angosto (Univeesidde Almeria) y el grupo del
CEBAS dirigido por la Prof. Mari Carmen Bolarin. Este proyecto coordinado se utiliza
como herramienta genomica la mutagénesis inseilcipaea la identificacion y
caracterizacion de mutantes alterados en procedatedarrollo y tolerancia a estreses
abidticos con el fin de llegar a identificar gewés/e implicados en estos procesos. La
identificacién de los genes implicados en la toleia a la salinidad puede proporcionar
la base cientifica para abordar los programas dgerangenética en los afios venideros.
Desde hace varios afios se han venido generandwiooles de lineas T-DNA de tomate
cultivado y de especies silvestres, una de ellzartar del cv. de tomate Moneymaker y
otra coleccién generada a partir de una accesi&d P perteneciente a la especie
silvestreS. pennellii(Atareset al, 2011; Pineda B., 2012), que son las coleccionas ¢
las que se ha trabajado en esta Tesis Doctorampbrtante nimero de lineas ya
obtenidas para ambas especies esta permitienddealor programa de este tipo no solo
en una especie de interés agrondmico como tonraieesi una especie silvestre con alto
grado de tolerancia al estrés salino e hidricqupuede ser de gran interés para avanzar
en este complejo objetivo. Asi, recientemente sedraprobado que el tamafo del
genoma es mayor &h pennellique en el tomate cultivado, con aproximadamen®® 12
Mb y 950 Mb, respectivamente (Aflitet al, 2014). En este contexto, el empleo de una
especie de interés agronémico como tomate conj@miEmcon una especie silvestre
comosS. pennellii filogenéticamente relacionada con tomate y qesenta altos niveles
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de tolerancia a estreses abioticos, puede peimportantes avances en la identificacion
de los procesos clave de la tolerancia a salingdéidalmente, llegar a la identificacion

de genes relacionados con estos caracteres y qderpaportar las pautas a seguir en la
mejora del tomate cultivado.

Este trabajo de Tesis Doctoral se ha centrado en primera etapa en la
identificacién y caracterizacion de mutantes dedbkeccion de la especie silveste
Pennellii En una segunda etapa, se ha realizado la caracién fenotipica, fisiolégica

y molecular de dos mutantes de tontapersensibles al estrés salino.

59






OBJETIVOS






I1. Objetivos

II. OBJETIVOS

Esta tesis se enmarca en un proyecto coordinade &es grupos de investigacion
(IBMCP-UPV, UAL y CEBAS) donde se utiliza como hamienta gendmica la
mutagénesis insercional para la identificacionracirizacion de mutantes alterados en
procesos del desarrollo y tolerancia a estresésiats, con el fin de llegar a identificar
genes clave implicados en estos procesos. Se gaté@nando colecciones de lineas T-
DNA de tomate cultivado y de especies silvestresleldace varios afos, una de ellas a
partir del cv. de tomate Moneymaker y otra colec@énerada a partir de una accesion
(PE47) perteneciente a la especie silveStpennellii, con alto grado de tolerancia a los
estreses salino e hidrico. El trabajo de esta Tesidoral se ha realizado con ambas

colecciones, y los objetivos abordados han sido:

1. Identificacion y caracterizacion de mutantes

1.1.1dentificacion de mutantes afectados en el dedargb tolerancia a estreses

abidticos en la coleccion de lineas T-DNA de leeespsilvestres. pennellii.

1.2.Caracterizacion de dos mutantes Sepennellii que muestran mecanismos de

respuesta muy diferentes frente al estrés salino.

1.3. Caracterizacion del mutante de tomsite 1 (salt hypersensitive esculentum-1), con
alta sensibilidad a sal debido al efecto téxicovpoado por el transporte de sodio a la

parte aérea.

2. Caracterizacion de un mutante de tomate que tienenallada la expresion del gen
SICBL10

El mutantecbl10 es hipersensible a la salinidad a pesar de redacabsorcion y
transporte de Nfa a la parte aérea en estas condiciones. Los ohgepiarciales que se
han abordado en este trabajo con el fin de dilucitigpapel del gerdCBL10 en la

tolerancia al estrés salino en tomate han sideitpsentes:

2.1. Analisis del patron de expresion del g#6BL10 en tomate, con el fin de identificar

el tejido o los tejidos en los que su funcion eganante en condiciones de salinidad.
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2.2.Comprobar si la funcionalidad del g&CBL10 podria estar relacionada con la
regulacion de la homeostasis idnica o del estregtiso en condiciones de salinidad,

procesos claves en los mecanismos de toleranesirak.

2.3.Analizar la posible interrelacion del g&CBL10 con otros genes implicados en los
mecanismos de tolerancia al estrés salino, fundi@neente en la regulacion de la

homeostasis idnica.

2.4.Comprobar, mediante el uso de la técnica de irgetéoexistencia de una posible
funcionalidad diferente del gedCBL10 en raiz y parte aérea de tomate, identificando

cual de ellas seria clave para la tolerancia ed¢®salino.
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lIl. MATERIAL Y METODOS

1. Material vegetal

El material vegetal utilizado para la realizaci@las diferentes ensayos de esta tesis ha

sido:

- Tomate cultivado$olanum lycopersicurm.) cultivar Moneymaker: Se trata de

un cultivar de tomate con porte generalmente imadetado. Frutos lisos, redondos y con
buena formacion en ramillete. Una de las princpabriedades cultivadas en la Region

de Murcia.

- Especie silvestr8. pennelliiaccesion PE47: Es una especie de fruto verde usada

frecuentemente en programas de mejora por su cdarfilogenética a tomate y sus
caracteristicas favorables en cuanto a toleransejaia (Rick, 1973), salinidad (Dehan
y Tal, 1978; Tal y Shannon, 1983; Taleisnik, 198@rangeet al, 1991), resistencia a

insectos (Goffreda y Mutschler, 1989) y enfermedd@aurnivalet al, 1990).

2. Generacion de lineas T-DNA de tomate 8. penndllii con una trampa de

intensificadores

Sobre el cultivar Moneymaker de tomate y la acceBiB47 de tomate silvestre se llevo
a cabo la transformacion genética para la obtendeimas colecciones T-DNA vy las
posteriores evaluaciones. Las plantas transgéh#&asido obtenidas en el laboratorio de
Cultivo in Vitro y Mejora Vegetal del Instituto d&dologia Molecular y Celular de Plantas
(IBMCP) de la Universidad Politécnica de Valendajgido por el Profesor Vicente
Moreno. Las lineas T-DNA han sido generadas utitivauna trampa de intensificadores
proporcionada por el Dr. Thomas Jack, del depar&nde Biologia deDartmouth
College(Estados Unidos). Este vector pD991 contiene amptor minimo (caja TATA

+ inicio de transcripcion) al que se encuentradiuada la region estructural del gedA

El promotor minimo no es capaz de promover un rdedtascripcion detectable, pero su
integracion en el area de actuacion de un deteduiirgensificador deberia activar la
expresion del delator, mimetizando el patron deresipn que dicho intensificador

confiere al gen enddgeno.
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Como fuente de material vegetal para la transfoidnagénica se utilizaron
cotiledones de plantulas de tomate del cultivar éjomaker y de tomate silvest&
pennelliide la accesion PE47 con 7-10 dias desde la genidimeealizadan vitro, de
acuerdo con el protocolo descrito por Atagtal.(2011). Para la transformacion genética
se ha utilizado la cepa desarmadaAdgobacterium tumefaciensBA 4404 con tres
vectores. Dos vectores convencionales (plasmidosl®Bgfp, y pBin19GUS), portan un
gen marcadomptll) bajo el control del promotor y del terminador iyosn gen delator
(GUS ouidA) bajo el control de promotor 35S con el terminadios. El tercer vector,
pD991 contiene un promotor minimo (caja TATA + iaide transcripcion) al que se

encuentra fusionada la region estructural delugea (Figura 11).
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Figura 11. Esquema del vector pD991 utilizado parka transformacion y generacién de los mutantes
T-DNA.

Una vez obtenidas las plantas transgénicas, esaraceasegurar que la nuevas
lineas T-DNA son diploides, ya que es frecuentermdt plantas triploides durante el
proceso de transformacion en tomate (25% en eMoneymaker) (Garcia Abellan,
2011). El nivel de ploidia ha sido analizado metiaritometria de flujo por el grupo del
IBMCP, mediante la técnica de cuantificacion dehteaido de ADN nuclear de las

células a partir de fragmentos de hoja joven, seyjagmetodo de Smuldeet al. (1994).
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2.1.Multiplicacién y mantenimiento in vitro de lineas T-DNA

Una vez que se ha comprobado que las nuevas TABARA son diploides, es necesario
la multiplicacion clonal en medio de enraizamieifi@bla 4) de las lineas y su
mantenimiento en nuestra coleccidwitro. La propagacion clonal de plantas tiene como
fin la obtencién de genotipos idénticos (clones),medio de la multiplicacion vegetativa
a partir del cultivo de yemas axilares y apicesistematicos. Es necesario obtener un
namero de copias suficiente para que algunas de sl mantengan en la coleccidn
vitro y otras se aclimaten y se lleven a las camarasitiecco al invernadero para su
posterior cultivo y evaluacion. Se utilizan botesl&0 mm de altura x 60 mm de diametro

y medio de enraizamiento.

Tabla 4. Composicién del medio de enraizamiento y@cimiento.

Componentes gt}
Solucion mineral MS*
Sacarosa 20
Myo-inositol 0,1
Tiamina-HCL 0,001
Acido indol acético 0,0001
Agar 8

* MS: Murashige y Skoog (1962).
El pH del medio se ajusta a 5,7 con KOH y HCI adisfiadir el agente gelificante.

Los medios de cultivo se esterilizan en autocldu&{C - 30 minutos).

3. Técnicas basicas utilizadas en el cultivim vitro

3.1.Condiciones de la cAmara de cultiven vitro

Los estudios se llevaron a cabo en una camaraedamento con un fotoperiodo de 16
h de luz y 76 pmol ms? de radiacion fotosintéticamente activa, y 8 h sieuddad con
25°C durante todo el ciclo. Para la iluminaciéresglearon tubos fluorescentes Grolux
de 58 W (Sylvania).
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3.2. Esterilizacion de semillas y germinacionn vitro

Las plantulas de la poblacion mutante y WT se obtiea partir de semillas que
previamente han pasado por un proceso de esteidizaLas semillas se esterilizan
superficialmente por inmersion durante 30 minutosma solucion de hipoclorito sédico

al 20%, a la cual se afiaden 3 gotas de Triton XpEdA romper la tension superficial,
mejorando el contacto entre el tejido y el estmilie. A continuacion, se elimina la
solucion desinfectante mediante tres lavados swaes(5, 10 y 15 minutos,
respectivamente) con agua destilada estéril. Unasterilizadas, estas se depositadas en
tubos y/o frascos estériles, donde previamenta skepositado el medio de germinacién
(Tabla 5), suplementado con sacarosa y adicionando ageesaeo para el correcto

desarrollo de las plantulas.

Tabla 5. Composicién del medio de germinacién dersdlas.

Medio de germinacioén gLt
Solucién mineral MS* 4,3
Sacarosa 10,0
Agar 8,0

* MS: Medio Murashige y Skoog (1962).

3.3. Aclimatacion de plantasin vitro

Tanto las plantas de la progenie TG1 de la coleduidgitro, como las plantas germinadas
in vitro a partir de semillas, deben pasar por un peri@@adimatacion para poder
cultivarlas adecuadamente en condicidnasvo (camara de cultivo e invernadero). Una
vez que las plantas cultivadasvitro han alcanzado el desarrollo adecuado es posible
realizar la aclimatacion. Esta consiste en trasliedplanta desde el cultivia vitro con
unas condiciones de 100 % humedad relativa y hajdariacion hasta unas condiciones
de cultivoin vivo donde la humedad ambiental varia entre el 50 %8fe HR y una
iluminacion mucho mas alta. Este proceso se rephsando las plantas desde el medio
in vitro con agar (que hay que retirar de las raices lamlasdsuavemente en agua
destilada) a macetas llenas con una mezcla de yuyokdita (8 partes de turba por 3 de
perlita) previamente esterilizada y humedecidaplastas en las macetas se mantienen
en un ambiente con alta humedad tapandolas coasmde plastico, con el objetivo de

mantener una alta humedad relativa en el ambienie mpdea a las plantas.
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Paulatinamente se disminuye la humedad relatiraneio el vaso primero durante cortos
periodos de tiempo que se van aumentando hastagjp&antas quedan expuestas a las
condiciones ambientales tipicas de la camara. psbeeso tiene una duracidn
aproximada de 8-10 dias. Una vez transcurridopesiedo, se elimina el vaso, dandose

por concluida la etapa de aclimatacion.

4. Obtencién de progenies TG2y TG3

Varias réplicas clonales TG1 de cada linea T-DNAwdgvaron en invernadero con el
fin de obtener por autopolinizacion las semilla2Td& cada linea. Esta progenie TG2
contiene una mezcla de plantas acigotas, homosigotaeterocigotas. De la misma
manera se obtiene la progenie TG3 en la cual seegeva a identificar las lineas
homocigotas y acigotas con las cuales se contiragerda caracterizacion de la linea T-
DNA. La identificacion de las lineas homocigotasraaliza tanto mediante el test de
kanamicina como determinando la presencia del garcadornptll por PCR (ver
apartado 8.6).

4.1.Seleccion de plantas por tolerancia a Kanamicina

El T-DNA contiene en su interior el gen bacteriapdll proveniente de Escherichia coli
que codifica la enzima neomicina fosfotransferas@ gonfiere resistencia a los
antibioticos aminoglicosidos como kanamicina, nexmai y geneticina. Este gen se usa
como marcador de seleccion ya que la kanamicingtagexica para las células vegetales
por lo que solo las plantas que contengan el T-BBi&N capaces de desarrollarse en un
medio de cultivo con kanamicina. Esta prueba distezgia a kanamicina se usa para
seleccionar plantas que contengan el T-DNA asedor@s por ello que sean

transgénicas y también se puede utilizar parazegadinalisis de segregacion del T-DNA.

La evaluacion del grado de inhibicion del enraizanto y desarrollo en semillas de
lineas transgénicas se realiz6 a una concentra@@00 mg ! de kanamicina en el

medio de germinacion.

71



[ll. Material y métodos

5. Cultivo in vivo de plantas. Condiciones del estrés salino e hidoic

Para estudiar la respuesta de las plantas al ssiigs se llevaron a cabo ensayos a corto
y medio plazo (en camara de cultivo de condiciamdroladas y de una semana de
duracién) y a largo plazo (en invernadero y llegaath fase de produccion). La respuesta
de las plantas al estrés hidrico se estudio eryesnsacorto plazo en camara de cultivo y
condiciones controladas.

5.1.Condiciones de cultivo para los ensayos a corto yedio plazo de salinidad

Todas las semillas para realizar los diferenteay@mssen las camaras de cultivo se pre-
germinaron durante 48 horas en agua destiladaagigacion, con el fin de hidratar al

méaximo las semillas y facilitar su germinacion,gyee la disponibilidad de agua es una
condicion esencial para la germinacion de las $&sniUna vez que las semillas estaban
bien hidratadas, estas se germinaron en semilierpsastico de dimensiones 60x40x12
cm y 96 pocillos por bandeja. La germinacion séz@&n una mezcla de turba negra y
perlita en proporcién 8:3 y unas condiciones deperatura y humedad de 28°C y 80%,
respectivamente. Las semillas se mantuvieron earidsc durante las primeras 48-72

horas después de la siembra para facilitar la gexeion.

Las condiciones de cultivo utilizadas para losréifkes experimentos fueron de
una humedad relativa entre el 50 y 80%, con unaéesitura que oscilaba entre los 26°C
por el dia y 18°C por la noche con un fotoperiogdol@ horas de luz y 8 horas de
oscuridad. La intensidad de luz y la temperatureartte el ciclo de cultivo fueron
variables con el fin de intentar reproducir endsiple un ciclo natural. Las condiciones

del cultivo, descritas en la tabla 6, fueron cdattas mediante un programa informatico.

Tabla 6. Condiciones ambientales controladas de &mara de cultivo

Faselluminosa Fasewscura

Tiempo (h) 2 2 8 2 2 8

Intensidad de lluz (umolim?s?) | 81 | 162 | 245 | 162 | 81 -

Temperatura (°C) 20 23 26 | 23 20 18
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La disolucién nutritiva utilizadaT@bla 7), tanto para el riego de los semilleros
como para el posterior cultivo hidroponico, fue Blaad diluida al 50% (Hoagland,
1950). La disolucion consta de tres componentepapae€los por separado que son

mezclados y diluidos en agua destilada para obtartgsolucion de riego.

Tabla 7. Composicién de la solucion nutritiva utilzada para el riego en camara de cultivo.

Solucion A g-L1 Solucion B g-L1
NHsNO3 8,0 KNO3 50
Ca(NQGy)2-4H0 82,6 KH2PQy 27,4
KNO3 35,7 MgSQy- 7THO 24,6
MnSQy- 5H0 0,053
H3BO3 0,140
Hierro, (Fe) oLt CuSQ-5H0 0,015
(NH4)sM07024- 4H0 0,008
Fe-EDDHA 6% 1,87 ZnSOs- 7THO 0.060

Las plantas se mantenian en los semilleros hastalganzaban un desarrollo de
1-2 hojas, momento en el cual se transferian aliongel cultivo definitivo donde se
realizaba el ensayo. Se han utilizado dos mediosullizo definitivos: 1) sustrato en
maceta de plastico con capacidad para 1,1 litdg8 bitros utilizando una mezcla de turba
negra y perlita en proporcién 8:3; 2) hidroponioccabetas con capacidad para unos 50

litros de solucion nutritiva (Hoagland diluida &19%).

5.1.1. Ensayos en sustrato

Las plantulas con estado de desarrollo de 2-3 hajataderas se trasplantan a macetas
usando como sustrato la mezcla de turba y penii@sadescrita para la germinacion de
las semillas. El sustrato se humedece completanasries del trasplante y una vez
realizado, y con el fin de amortiguar el estrésigdaf asi como permitir el desarrollo de
la raiz, se dejan aclimatar durante una semana detéiciar el tratamiento salino. La
frecuencia de riego variara acorde al estado derddl® de las plantas y se realiza a
demanda para mantener las condiciones Optimas edémiento homogéneo para la

poblacion de estudio, evitando tanto la desecamomo el exceso de riego. Se utiliza la
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solucion Hoagland al 50% que a su vez sirve de paseformar las soluciones de los

tratamientos salinos realizados.

5.1.2. Ensayos en cultivo hidroponico

El sistema de cultivo hidropdnico es un sistemadéddpara la evaluacion de la respuesta
a corto y medio plazo de tratamientos salinos bajaliciones controladas de cultivo,
que permite ademas examinar el sistema radiculdagiglantas y muestrearlo sin

interferencias de sustrato sélido.

El sistema de cultivo hidroponic&ifjura 12) constaba de varias cubetas de fibra
de vidrio con una capacidad de 50 litros de diséluautritiva aproximadamente. Las
cubetas estaban cubiertas por unas tapaderasguE$otambién de fibra de vidrio, donde
se situaban hasta 40 plantas sobre unos soportptasteco perforados rellenos de
algoddn acrilico o miraguano sintético con el fe sljetar las plantas y mantenerlas
erguidas. Cuando las plantas presentaban un magarrdllo eran entutoradas con hilo
de rafia y anillas en unos soportes situados dabreubetas. Una vez que las plantas se
trasplantaban al cultivo hidroponico se manteniarc@ndiciones control durante un
minimo de 8-10 dias, antes de iniciar el ensayo,etdin de facilitar la aclimatacion de

las plantas y un correcto desarrollo del sisterdecuéar.

Los tratamientos salinos se aplicaban utilizandmiema disolucion Hoagland al
50% utilizada para el riego (sin sal), a la qudesafiadia distintas concentraciones de
NaCl en funcion del ensayo, para producir el estaéisao (100 mM, 150 mM o 200 mM
de NaCl). La aplicacion del tratamiento salinoesdizaba de forma gradual afiadiéndola
en 2 o 3 veces, para que las plantas se aclimagiacana poco al estrés, y se realizaba en
los periodos de baja iluminacién, ya que las pkm@a esta fase tienen una menor
transpiracion, y asi se reduce en lo posible efeboosmotico. En los ensayos en
hidroponico, tanto en ausencia de sal como duedritatamiento salino, las condiciones
de cultivo se sometian a control mediante segutmigel pH, la conductividad eléctrica
(CE) vy la realizacion de analisis quimicos periédjcprocediéndose al cambio de la
disolucion nutritiva cada vez que fuera necesarimigimo una vez por semana. La
disolucidén nutritiva era convenientemente aireadediante un burbujeo continuo
suministrado por un compresor Puska N-150-50, eocaudal de 115 L mih presion
maxima 10 Kg cr? y capacidad de 50 litros.
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Figura 12. Sistema de cultivo hidropdnico.

5.2.Condiciones de cultivo para los ensayos de salinidaa largo plazo en
invernadero

Los experimentos a largo plazo se realizaban emwgrnadero situado en la finca
experimental “Tres caminos” del Centro de Edaf@ogBiologia Aplicada del Segura
(CEBAS), situada en La Matanza, término municipal $antomera (Murcia). El
invernadero poseia una superficie de unos 100€ompletamente cerrado y un sistema
de refrigeracion tipo “cooling” para la regulacide la temperatura, formado por un
maddulo de humectacion en un extremo del invernaglérextractores en el otro extremo
con persianas de apertura-cierre automatico pensessmecanico (centrifugo de empuje),
activandose estos cuando la temperatura super24f@s También cuenta con malla
antitrips. El sustrato utilizado para el cultivo gwvernadero era fibra de coco en
contenedores de poliestireno expandiBigra 13) con un volumen de 32 litros con
espacio para 6 plantas en cada contenedor. Lai&@oluwtritiva (Tabla 8) era
suministrada por riego a goteo, usandose goter@sLde’. El marco de plantacion era
de 0,5x2 i con un gotero cada dos plantas. Las plantas ettivaclas a un solo tallo,
eliminandose peridodicamente las yemas lateraléss ae comenzar los ensayos, siendo
entutoradas con hilo de rafia y anillas, y enfrdagalas plantas de un mismo gotero a
cada lado del contenedor. La fertilizacion se ajasipara conseguir unos niveles éptimos
de nutrientes para el cultivo del tomate (Cad&lt8a5h).

El invernadero incluia un sistema de sensoresnedratura y de humedad relativa
colocados a una altura de 1.5 m. Todos los vak®esgistraban periddicamente y eran

almacenados en una base de datos.
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Tabla 8. Composicién de la solucidn nutritiva usadpara el riego de las plantas en el invernadero.

Macronutrientes (mM)
N(NOz) N(NH2") P(PO%) K* ca’ Mg?*
12,0 0,5 15 7,0 4,0 2,0

Micronutrientes (M)
Fe cu? Mre? zrt B3*
12,0 0,5 7,0 4,0 2,0

Se disponia de tres depdsitos de 2.000 litros deegeeparaban las disoluciones
concentradas de abonos y micronutrientes que parstente se afiadian al agua de riego
para conseguir los niveles de nutrientes deseddlosuarto depdsito contenia acido
fosforico para regular el pH de la disolucién @gyad, mientras que en un quinto depdsito
se utilizaba para agregar mediante un sistema delanpor inyeccion automatica a la
solucion de fertirrigacion el NaCl usado para indatestrés salino. La regulacion de la

inyeccion se realizaba mediante medidas de la abivédlad eléctrica.

Periddicamente se realizaba el analisis quimicaotalel agua, como de la
disolucion de riego y del lixiviado producido por reego para comprobar que las
condiciones de cultivo eran las deseadas. El dod#loriego lo realizaba un automata
gue variaba sus condiciones segun la edad dertapjdas condiciones ambientales. El
agua de riego tenia una conductividad eléctricedabtor de 1 dS ) la disolucion de
riego en control tenia 2 dSmientras que en el tratamiento salino 100 mM d€INa

disolucion tenia una conductividad eléctrica del$2an?2.

Las plantas, germinadas en condiciones controledda camara de cultivo, eran
llevadas al invernadero y trasplantadas cuand@hatssarrollado 7-8 hojas verdaderas.
Después del trasplante, las plantas necesitab@enodo de aclimatacion a las nuevas
condiciones de cultivo que solia durar entre 106ydfas, tras el cual se iniciaba el
tratamiento salino. Dicho tratamiento era adiciangdadualmente para minimizar el
choque osmotico. El nivel salino utilizado para éxperimentos en invernadero era de
100 mM de NaCl.
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Figura 13. Aspecto general del sistema de riego \eldinvernadero donde se han realizado los
experimento a largo plazo.

5.3.Condiciones de cultivo de las plantas para los engas de estrés hidrico

Todos los ensayos de estrés hidrico se realizablas eamaras de cultivo de condiciones
controladas, con las condiciones medioambientassrias en el apartado 5.1.

En la camara de cultivo, cuando las plantas hatdsarrollado las 2 primeras hojas
en el semillero, se trasplantaban a macetas déicplade 15 cm de diametro, que
contenian turba y perlita como sustrato (8:3).&2misma maceta se colocaba una planta
WT y una planta mutante con el fin de asegurarpesambas plantas se sometian a las
mismas condiciones de estrés hidrico. Se utilizabgrarejas mutante-WT para el
tratamiento de estrés hidrico y otras 8 para &rrgento control. Las plantas se regaban
con disolucion nutritiva de Hoagland diluida al 50&86tes de iniciar el estrés hidrico,
durante el periodo de rehidratacion y las plantiéigadas como control. El estrés hidrico
consistia en dejar de regar las plantas y se cabar&aplicar cuando las plantas tenian
7-8 hojas completamente desarrolladas. En caday@rsa aplicaban dos ciclos de
deshidratacion/rehidratacion donde el periodo deapion de riego era de 10 dias,
después del cual se reiniciaba el riego durangedi@s antes de comenzar el siguiente

ciclo.

5.4.Generacioén de plantas injertadas

Con el fin de dilucidar cual era el principal érgaesponsable de la sensibilidad a la sal
mostrada por los mutantes, o bien si contribuiarbcemorganos, se realizé un
experimento comparando la respuesta a sal dejértmreciproco entre WT y dos lineas
mutantes. Todo el proceso de germinacion de ladlasrde WT y de los mutantes, la
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realizacién de los injertos y su posterior culthvasta que estaban preparadas para el
trasplante fue realizado en las instalacionégideros La Sal§Crta. Lo Romero. Km. 5,
San Pedro del Pinatar, Murcid)os injertos se realizaban cuando las plantasnei
hojas en desarrollo, el corte se realizaba porjdat®los cotiledones en el portainjerto
y por encima de los cotiledones en la parte aérdartha oblicua para que las dos partes
tuvieran una mayor superficie de contacto a la dereegenerar los tejidos. Los injertos
se realizaban inmediatamente después de cortgldatas y la unidon del injerto se
realizaba por medio de una pinza para injertossteugie hay un desfase en el desarrollo
entre las plantas no injertadas e injertadas, yatigne que producirse la unién de los
haces vasculares para volver a reanudar el ddeartok injertos reciprocos se

comparaban con los autoinjertésgura 14).

Wild type (WT)

Mutante (M)

Autoinjertos [ Injertos reciprocos ] Autoinjertos

WT/WT WT/M

Figura 14. Esquema de disefio del injerto.

Después de realizar el injerto, las plantulas dwian con una tapa de plastico
transparente para mantener un alto nivel de humedalitar la formacion del injerto,

y se mantenian con baja iluminacién durante 24shébplastico se abria un poco todos
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los dias para permitir una reduccion de la humeldasta devolver a las plantas a sus
condiciones normales de humedad. Segun Fernandem®@tal. (2004) la formacién
del xilema y del floema en injertos de tomate cewulespués de 8 dias de la realizacion
del injerto. Transcurrido este periodo, y una vee kg union del injerto era completa, las
plantas eran trasplantadas a cultivo hidropéniggadas con soluciéon Hoagland diluida
al 50% hasta que se les aplicaba el tratamientoosabn 150 mM de NaCl con un

desarrollo de 10-11 hojas completamente desareslad

6. Determinaciones para la caracterizacion fisiologicde las plantas
6.1.Desarrollo de la planta

A medida que avanzaban los diferentes ensayosakeaba el seguimiento del desarrollo

de las plantas, tanto en condiciones no estreseoibes bajo algun tipo de estrés, ya sea
estrés hidrico o salino. Para ello se observaleadaucion del peso fresco de la planta

completa, asi como el peso por separado de lagéma y de la raiz. También se media
la altura de las plantas, la longitud de las rayoglsnimero de hojas.

También se estimo el crecimiento vegetativo deplastas en base al incremento
en longitud en el tiempo tanto para plantulas cpiaatas adultas, asi como para raices

y hojas:

(D1 —D2)

Incremento de longitud = =)

Donde D1 y D2 son la longitud a evaluar en el tierfipy 2, respectivamente, y
donde t1 y t2 corresponden al tiempo en el quiegé & cabo el primer y Ultimo muestreo

respectivamente.

6.2. Determinacién del peso fresco y peso seco de laamnihs

Durante los muestreos de material vegetal, la plsatseparaba en hojas, tallos y raices,
y se pesaban en peso fresco (PF) con una balanpaedsion. A continuacion se
introducian en una estufa a 70°C durante 48-72hptma vez habian perdido todo el
contenido en agua, se pesaban en peso seco (BShglien en un molinillo de aspas
hasta la obtencion de un polvo homogéneo. Las magest almacenaban en envases de
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plastico guardados en desecadores con el fin dedimja rehidratacion de las mismas,
hasta la realizacién de analisis posteriores.
6.3. Contenido de agua (CW)

El contenido de agua de los diferentes tejidosadeplantas se obtenia mediante la

siguiente relacion:

(Peso fresco (g) — Peso seco (g))

Contenido de agua (g) (CW) = Peso seco (g)

6.4.Perdida de agua en hoja escindida

Para analizar la capacidad de pérdida de aguasdeliolos del mutante se procedia a
cortar 12 foliolos de la 12 hoja desarrollada pertéentes a 6 plantas mutantes cultivadas
en cdmara en tratamiento control y otros 12 fofiadamilares de plantas WT en las
mismas condiciones y se seguia la evolucion déridiga de peso de los foliolos durante
48 horas. La pérdida de peso se expresaba en fmecda pérdida de peso respecto del

peso inicial del foliolo.

6.5. Conductancia estomatica (gs) y tasa de transpiraaidoliar (E)

La conductancia estomatica y la transpiracion rfadi@n importantes indicadores del
estrés de las plantas, siendo un reflejo de laiqedke agua de la hoja a través de los

estomas y de la cuticula, aportando informaciomesebfuncionamiento de los estomas.

Para la medida de estos parametros fisiolégicognspleaba una técnica no
destructiva utilizando un sistema portatil de madid fotosintesis (CIRAS-2, PP-system,
Amesbury, MA 01913 U.S.A)) en plantas intactas dosd determinaba en la 12 hoja
completamente desarrollada: la conductancia estoen@ys: mmol HO m? sb),
parametro que mide el grado de apertura/cierrangdgico por la tasa de entrada de
COg/salida de HO por los estomas, y la tasa de transpiracionrf@ammol HO m? s
1. Las medidas se realizaban siempre a la misnaadaata dia, con el fin de eliminar las
posibles variaciones en estos parametros debidéd@ctircadiano de las plantas y no a
la condicion experimental control vs. estrés, lfamba a cabo sobre hojas con un grado
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de desarrollo similar. Las condiciones de trabajeeduipo CIRAS-2 eran las siguientes:
la superficie foliar de medida fue de 1,7, ml nivel de CQde referencia fue 480 ppm,
la temperatura de la hoja en la camara variaba @bti7 a 26,8°C, la velocidad del flujo
de gas de la hoja en la camara de medicion er@%SlenL- mint, se trabajaba a presion
ambiental (1.010 mb) y la densidad del flujo deofes (energia de la radiacion
fotosintéticamente activa o PAR) era de p@l m? s,

6.6. Determinacion del contenido en clorofila

Las medidas del contenido en clorofila se realimaba la 12 hoja completamente
desarrollada con un medidor SPAD-502 (Minolta®,&dgmue permitia calcular semi-
cuantitativamente el contenido en clorofila mededatmedida de la fluorescencia de la
clorofila a dos longitudes de onda distintas, uha que absorbe la clorofila (650 nm,
longitud de onda fotosintéticamente activa) y a tingitud a la que no absorbe (940 nm)
gue permite compensar el grosor de la hoja (kihal, 2011). El contenido en clorofila
se expresaba en unidades relativas denominadas Sg&& Plant Analysis
Development, units) descrito por Hoel y Solhaug9@)9que correlacionan con el

contenido en clorofila de la planta.

6.7.Tincién DAB en foliolos

La tincibn DAB se utilizaba para detectar dafio afiico secundario en los tejidos
vegetales, ya que tras su aplicacion las zonaa giuhta con dafio oxidativo aparecian
con una coloracién parda. La tincion se realizafi@sade aplicar el estrés (dia 0) y
después de 6 dias de tratamiento salino (100 mMad#). La solucion de tincion se
preparaba disolviendo previamente 1,0 g del reacBAB (3,3-diaminobenzidine
tetrahydrochloride) en 1,0 mL de dimetil sulféxid®DMSO) y posteriormente
completando hasta un 1,0 L con tampdn Tris-Acgibte 5,0 50 mM.

Para realizar la tincion, cortaba un foliolo dé3&hoja completamente desarrollada
de la planta el cual se sumergia en un tubo Faloor0 mL de la solucion DAB y se
dejaba en incubacion durante 24h en oscuridad petetura ambiente sin agitacion. Una
vez tefiido se eliminaba la clorofila mediante lasslucesivos con acetona al 40% (v/v),

aumentando la concentracion progresivamente hiegfarlal 80% y manteniendo la
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solucién en agitacion. Una vez destefidos loslfidiee almacenaban en solucion tampon

Tris-Acetato pH= 5,0 50 mM a temperatura ambiemtgdtomar las fotografias.

6.8. Obtencion de extractos de las plantas para analistgiimicos

Los extractos de las muestras vegetales se obter@diante dos técnicas diferentes: 1)
por digestién con &cido nitrico (HNJZacido perclérico (HCI@) (2:1 v/v) para el andlisis
de cationes y 2) por centrifugacion del materiegéo para el analisis de todos los solutos

y potencial osmatico.

- Digestién de muestras:

Para analizar la concentracién de los distintosgpse realizaban digestiones de
material vegetal seco y molido (raices, tallos jaslomediante el siguiente protocolo: En
un tubo de vidrio se depositaban 100 mg del mategatal al que se le afiadian 3 mL de
una disolucion HN@HCIO4 en proporcion 2:1 y se introducia en un digestacBl
Digest (Selecta, Espafia) durante un minimo dedsht90°C. Cuando el material estaba
totalmente digerido (trasparente) se retirabannaestras del digestor y, una vez
enfriadas a temperatura ambiente, se enrasab&mblos a 25 mL con agua destilada, se
agitaba la muestra y se transferian a un recipilmi@o donde se almacenaban en

refrigeracion (4°C) hasta su posterior analisis.

- Obtencién del extracto crudo por centrifugacion:

Para la obtencion del extracto crudo del matergetal fresco (raiz y hoja) se
llenaba una punta de pipeta de 5 mL con aproximeadte8-10 gramos de tejido vegetal,
a la que previamente se habia colocado en la punatgpequeiia cantidad de fibra de
vidrio que actuaba como filtro del extracto. Lastas eran congelan en nitrégeno liquido
y se almacenaban a -20°C hasta que se continuap@adso de obtencién de los

extractos.

Cuando se iban a realizar los analisis, las pustagdejaban descongelar a
temperatura ambiente durante 15 minutos antestdomucirlas en la centrifuga, este
proceso de congelacion-descongelacion permitiatlara de las células liberando su
contenido al exterior. A continuacion, las puntagretian en tubos de centrifuga de 50

mL y se centrifugaban en una centrifuga Heraeusugle Il (Heraeus, Alemania) durante
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15 minutos a 1.009y 4°C. El extracto obtenido se cuantificaba yuaitaba en dos tubos
de 1,5 mL los cuales se volvian a centrifugar @04Glg durante 15 minutos y 4°C en una
centrifuga Sigma 2k15 (B. Braun, Alemania), recod@se el sobrenadante y quedando
en el precipitado todas las impurezas, macromaéagutestos celulares. Este extracto se

conserva a -2C hasta su posterior analisis.

6.9. Determinacion de cationes

La medida de los cationes sodio (Na&alcio (C&") y potasio (K) se realizaba a partir
del extracto vegetal crudo obtenido por centrifi@ao bien a partir del material seco,
molido y posteriormente digerido con HAIBCIO4 (2:1 v/v), descrito en el apartado 6.8.
Las medidas se realizaban en el Servicio de lor@rded CEBAS-CSIC mediante
espectrometria de emision oOptica de plasma acophatlctivamente (ICP-Optico, Iris

Intrepid Il, Thermo Electron Corporation, EE.UU.).

6.10. Determinacion de azlcares y acidos organicos

Para la determinacién individual de los azUcaies glistintos acidos organicos se sigui6
el protocolo descrito en Sanchez-Belal. (2012). La determinacion individual de los
azucares y los acidos organicos se realizaba medrquipo de cromatografia liquida
de alta resolucion HPLC modelo LC-10Atvp (Shimada4-8511 Kyoto, Japdn). Una
dilucién del extracto crudo obtenido por centrifciga se filtraba primero con un filtro
de 0,45 um (Syringe Filters PTFE, Macherey-NageRONIAFIL® Xtra, Germany) y
posteriormente con un filtro Spe-ed SPE Octadcy8/C3% (Mini Spe-ed Cartridge,
Macherey-Nagel CHROMABOND Cisec, Germany). Este extracto purificado era
utilizado para las medidas en el HPLC 10A (Shimadapon) equipado con una bomba,
un inyector automatico, un horno, un detector de&de refraccion (RID) (modelo RID-
10A de Shimadzu) para el analisis de carbohidnatas espectrofotometro UV/visible
para la deteccion de acidos organicos (modelo S’ de Shimadzu). Para la
separacion de los distintos elementos se utilimabacolumna de intercambio iénico ICE
Coregel 87H3 (Transgenomic, EE.UU). Las condiciodestrabajo del HPLC se
especifican en la tabla 9. El area de los cromatogs se integro y cuantifico utilizando
el software de analisis DataAnalysis LC/MSD Trapsian 3.2 (Bruker Daltonik, GmbH,
Alemania). La identificacion y cuantificacion deslazicares y acidos orgénicos se llevo
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a cabo mediante curvas de calibracion con pat@&900, 2400, 1200, 600, 300 y 150

ppm para cada metabolito analizado.

Tabla 9. Condiciones de trabajo del HPLC tanto parazucares como para acidos.

Fase movil (HSQu) 0,1N
Flujo 0,4 mL-mint
Presion de la bomba 0,745 psi
Temperatura de la columna 37°C
Volumen de inyeccion 20 pL
Tiempo de cromatograma 30 min

6.11. Potencial hidrico

El potencial hidricow) de las plantas se estimaba mediante una camarasien tipo
Scholander modelo 3000 (PMS Instrument Companwdlia@, OR). El método estaba
basado en la medida de la salida de la savia thaide una hoja o tallo cuando la
presion aplicada es suficiente para forzar la aalidl agua de las células vasculares
(Scholandeet al, 1964).

En esta técnica, se escinde el 6rgano a medir f@emnte se usa para hojas o
pequefios brotes) y se sella en una camara demrésites de la escision, la columna de
agua en el xilema esta bajo tension. Cuando larwwude agua se rompe por la escision
del organo (es decir, su tension se alivia permdtieque su presion hidrostatica, que es
negativa, se eleve a cero), el agua sale rapidamdehkilema hacia las células vivas que
rodean el xilema, por 6smosis. La superficie déege@n consecuencia se torna mas opaca
y seca. Para realizar una medicion, el investiggolesuriza la camara con gas
comprimido hasta que la distribucion de agua dage€lulas vivas y los conductos del
xilema retorna a su estado inicial, antes de Isiésc La presion necesaria para llevar el
agua de nuevo a su distribucion inicial se llamarksion de equilibrio y se detecta
facilmente por el cambio en el aspecto de la sigiere corte, que deviene hiumedo y
brillante cuando se alcanza esta presion (Taiz igeZe2007). Para el célculo del
potencial hidrico de cada planta se realizabannredidas en foliolos de la tercera o
cuarta hojas completamente desarrolladas. Las aeedidmpre se realizan en el mismo
periodo de tiempo, tres horas a partir del inicela fase luminosa. Los resultados
obtenidos vienen expresados en bares y se trarafcrMPa (1 bar=0,1MPa).
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6.12. Potencial osmoético

El potencial osmético se determind por el métodascopico de depresiéon del punto de
congelacion, utilizando un osmémetro Osmometer Watac (Roebling, Alemania) a

partir de extracto crudo fresco (muestras obtenpmtascentrifugacion). El osmémetro

crioscopico determina el potencial osmético desoiacion mediante la medicion de su
punto de congelacion. Las soluciones tienen praylies coligativas que colectivamente
dependen del niumero de particulas disueltas y ne nigturaleza del soluto. Una de las
propiedades coligativas de las soluciones es taidigion en el punto de congelacién a
medida que la concentracidén de soluto aumentauAaisolucién que contiene 1 mol de
solutos por kilogramo de agua tiene un punto dgeacion de -1,86°C, en comparacion

con el agua pura, cuyo punto de congelacion e 82 y Zeiger, 2007).

Las medidas se realizaron a partir de extractatosrindividuales de foliolos (pool
de foliolos de la misma hoja) y extractos de rddznfando un pool) obtenidos por
centrifugacion y previamente congelados en nitrodiquido. Se realizan 3 medidas por
individuo. El equipo se calibra en dos puntos:diaadestilada (que marca el valor 0) y
2) solucion de NaCl de 300 mOsmol. Las medidagakzan en 10QL de extracto. La
transformacion desde unidades mOsmol (mmol desolsmodticamente activo - Ky
gue proporciona el equipo a MPa se realiza pogudavalencia tal y como se describe en

las especificaciones del fabricante:

(-2 xmmol Kg™1)

Yr (MPa) = 000

xfactor de dilucion

6.13. Potencial de turgor

Se calculd en base a la modificacion de la ecuapi@nrige el potencial hidrico para el
transporte del agua a nivel celular (Taiz y Zeig®07). Se omite el componente
gravitacional debido a que es despreciable en c@uiga con el potencial osmotico y el
potencial hidrico. El potencial de turgo¥d) se calculaba como la diferencia entre el
hidrico Ww) y el potencial osmoéticoHr). Todos los parametros se expresaron en
unidades de presion MPa.

Yp =VPYw -¥1
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7. Determinacion de la densidad y apertura estomaticpor microscopia

El nimero de estomas asi como el grado de apeluos mismos se determinaba sobre
una seccion de tejido epidérmico despojado de peerfivie adaxial de la 12 hoja
completamente desarrollada de la planta, comossittepor Driscollet al. (2006). Las
secciones epidérmicas eran sumergidas en tampfatofe#trato (citrato de sodio 0,1 M,
fosfato de sodio 0,1 M, pH 6,5), montadas sobr@amaobjetos con tapa de vidrio y
examinadas bajo un microscopio Optico Leica DMR.demsidad y apertura de los
estomas se calculaban a partir de 15 imagenesldigdas seleccionadas al azar de las
secciones de la epidermis tomadas en cada casimandd el software de analisis
fotografico Sigma ScanPro, version 5 (Sigma Chein@ioa St Louis, MO, EE.UU.).

8. Técnicas de biologia molecular

8.1.Extraccion de ADN gendmico

Para realizar la extraccion de ADN gendmico seaisala modificacion del protocolo de
extraccion descrito por (Rogers y Bendich, 198ayakello 100 mg de material vegetal
congelado con Nliquido se trituraba en un tubo de 1,5 mL mediamgistilo estéril y
en tampon de extraccion (0,28emercaptoetanol, 100 mM Tris-HCL pH 8, 50 mM
EDTA, 500 mM NacCl, 1% SDS). El macerado se inculmb&°C durante 5 minutos, tras
los cuales se afladian 150 mL acetato potasicosg lgitaba, se dejaba incubar en hielo
durante 15 minutos y se centrifuga a 14.000 rpnarder 10 minutos a 4°C. EI ADN
situado en el sobrenadante era recuperado prexpita con isopropanol a -20°C y
centrifugando durante 10 minutos a 14.000 rpm, BP@recipitado se lavaba varias veces
con etanol al 70% a -20°C. Por ultimo el preciptag ADN se resuspendia en agua

destilada estéril y se almacenaba a -20°C hastadisis.

8.2.Extraccion de ARN

Para la extraccion del ARN total se utilizaba materegetal congelado en nitrégeno
liguido y conservado a -80°C hasta el momento @xti@ccion. El material vegetal se
trituraba con nitrégeno liquido en un mortero paevente enfriado con nitrégeno liquido
hasta la obtencion de un fino polvo homogéneo xti@ecion de ARN se llevaba a cabo
con el kit comercial RNeasy Plant Mini (Qiagen)usgndo el protocolo recomendado

por el fabricante. Para ello a 100 mg de mateegktal homogeneizado y congelado se
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afadia 45QuL de tampdn de lisis RLT que contenia tiocianatogdanidina, cuya
principal funcién era la de provocar la lisis catubero también la desnaturalizaciéon de
proteinas y por tanto la inhibicion de ARNasas yN&Bas del extracto. El buffer RLT
se acondicionaba previamente d¢brmercaptoetanol (1AL B-ME por 1 mL tampodn
RLT) para inactivar eficazmente las ARNasas dehdiis El lisado se transferia
posteriormente a una columna QlAshredder y seitiggaba a 14.000 rpm durante 2 min
para eliminar el material insoluble y homogenidaracto. Al sobrenadante resultante
se afadia 0,5 volumenes de etanol para clarificaear unas condiciones 6ptimas que
promovieran la union selectiva del ARN a la memarde silice de la segunda columna
del Kit RNeasy. Una vez que el ARN se unia a la brama de silice de esta columna se
realizaba un primer lavado con 3d0del tampon RW1, que contenia sales de guanidina
y etanol, las cuales se utilizan para eliminari@fiemente biomoléculas contaminantes
como carbohidratos, proteinas, acidos grasosate.no se unen especificamente a la
membrana de silice. Tras este primer lavado, ysafgeontinuar con el resto de lavados,
se procedia al tratamiento de la membrana con ABRINSase-Free DNase Set, Qiagen),
con el objetivo de degradar el ADN gendmico quegrachaberse unido a la membrana.
Posteriormente, la membrana se lavaba primero &thpR de tampdén RWI y
posteriormente con dos lavados sucesivos conub@fe tampén RPE. El tampon RPE
contiene etanol y tenia como principal funcion elan cualquier traza de sal de la
membrana proveniente de los tampones utilizados Wz purificado el ARN, se
procedia a la elucion del mismo con 80 de agua pura libre de ARNasa y ADNasa
(Qiagen), conservando la elucién a -80°C hasteostepor andlisis. Para cada muestra
se realizaban tres extracciones independienteie (Aeplicas bioldgicas). La cantidad
y calidad del ARN extraido se estim0 por espectoohetria (Nanodrop®
Spectrophotometer - Nanodrop Technologies) a ungitied de onda de 260 nm y se
comprob6 su calidad por electroforesis en gel derosg siguiendo los protocolos
descritos en los apartados 8.3y 8.4.

8.3. Cuantificacion y pureza del ADN y ARN extraido

La concentracion y la pureza del ADN y ARN extraide analizaban por
espectrofotometria utilizando un espectrofotomeéenoDrop ND-2000 (NanoDrop
Technologies, EE.UU.) tomando los valores de alasmia (Abs) a las longitudes de

onda de 280 nm y 260 nm. Las relaciones4d’bs:s0 y Absed/Absz30 S€ usaban para

87



[ll. Material y métodos

estimar la contaminacion del extracto de ARN potginas y fenoles (Abs/Absgg) y
por polisacaridos (Absd/Absyzg). Generalmente, se consideraba que una extradeion
ARN era de alta pureza cuando el valor del rati;@lAbsyg0Se encontraba proximo a

2,0 pero no inferior a 1,8 y el del ratio AlAbs30Se encontraba entre 2,0-2,2.

8.4.Determinacién del estado de integridad y pureza dédRN por electroforesis en
gel de agarosa

La ausencia de degradacion y de contaminacion ¥ Aendmico se comprobaba
mediante electroforesis en gel horizontal de agaab®,8% (p/v) en tampon SB 1x (10
mM NaOH, 48 mM HBO3, pH 8,2). Para ello en el gel se cargaban 500mgRN que
se preparaba en tampon de carga (6X DNA Loading, DW¥ermo Scientific) y la
separacion electroforética se realizaba en tampdix& 100V durante 45 minutos. Para
marcar los acidos nucleicos el gel era sumergidarde 15 min en un bafio de bromuro
de etidio (43uM) en tampon TAE 1x (40 mM Tris, 20 mM acetato, MeDTA, pH
8,5). Finalmente las bandas de ARN del gel se W=l a luz ultravioleta (UV) en un
analizador de geles y fluorescencia G:BOX (Syngeisd).

8.5.Sintesis de ADNc

La sintesis de ADNc se realizaba a partir del ARNagdo, utilizando el Kit comercial
iScript’™ Reverse Transcription Super Mix para RT-gPCR (BidRel cual contiene en
un solo mix todos los componentes necesarios, ex@&pARN, para la sintesis de la
primera hebra de ADNCc: transcriptasa inversa delsvile la leucemia murina Moloney
(Moloney Murine Leukemia Virus Retro Transcriptadé:MLV-RT), inhibidor de
ARNasa, dNTps, oligo (dT), cebadores randomiza@mspdn, MgCl y estabilizadores.
La reaccion se llevaba a cabo siguiendo las indinas del fabricante. La mezcla de

reaccion final para una reaccion simple de sintksiBDNCc es el descrito en la tabla 10.

Tabla 10. Mezcla de reaccion final para una reaccidsimple de sintesis de ADNCc.

Componentes Volumen de reaccion gL)
5x iScript Supermix 4

ARN (200ng/uL) 5 (1ug de ARN)
Agua libre de ARN-ADNasa 11
Volumen total 20
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La mezcla de reaccion se incubaba en un termooickbrbett Research PCR
Palm Cycler; Qiagen, Sydney (Australia)) utilizarelgprograma descrito en la tabla 11.

Tabla 11. Programa utilizado en el termociclador pea la sintesis de ADNc.

Pasos Temperatura Tiempo
Hibridacion de cebadores 25°C 5 min
Transcripcion inversa 42°C 30 min
Inactivacion de la RT 85°C 5 min
Mantenimiento 4°C o0

El ADNCc sintetizado se conservaba a 4°C hasta stepor analisis.

8.6.PCR comprobativa

La presencia o ausencia de los genes marcadgth § delator (idA) se identificaba
mediante PCR comprobativa (reaccion en cadena pelilaerasa) de ADN genomico.
Para la amplificacion de los distintos genes dezaltia el esquema de reaccion descrito
en la tabla 12. La mezcla de reaccion se incubahe éermociclador (Corbett Research
PCR Palm Cycler; Qiagen, Sydney (Australia)) uihido el programa descrito en la tabla
13.

Tabla 12. Mezcla de reaccién final para una PCR copnobativa.

Componentes Volumen dereacciongL)  Concentracion
Agua destilada-esterilizada 15

Tampon 10x (con Mg) 2 1X

dNTP (10 mM) 0,8 400 uM
Cebador A (20 uM) 0,5 0,5 uM
Cebador B (20 uM) 0,5 0,5 uM
Taqgpolimerasa (5U pt) 0,2 1U

Muestra ADN 1 < 100 ng/reaccién
Volumen total 20
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Tabla 13. Programa utilizado en el termociclador pea la reaccion de PCR comprobativa.

Pasos Temperatura Tiempo
Iniciacion 95°C 6 min
_ Desnaturalizacion 95°C 30 seg
Sintesis de ADN .
Alineamiento 55°C/60°C* 30 seg
(35X)
Extension 72°C 2 min
Elongacioén final 72°C 5 min
Conservacion 4°C

* La temperatura de apareamiento pap#l es 60°C y paraidA es 55°C.

Entre paréntesis (35X) el nimero de ciclos.

Después de la amplificacion en el termocicladqretiucto de PCR se corre en un
gel para ver si ha amplificado y por tanto hay @neg& de inserto. Para separar los
fragmentos de ADN se han utilizado geles horizestale agarosa al 0,8% (p/v)
preparados en tampon SB 1x (12 mM NaOH, 38 nyd@®4, pH 8,2). Para ello el gel se
cargaba con <100 ng de ADN (ilQ que se preparaba en tampon de carga (sacarosa
8,33% (p/v) Azul de bromofenol 0,04%, EDTA 0,017 Wlg separacion electroforética
se realizaba en tampdn SB1x a 100V durante 40 npgnBfra marcar los 4cidos nucleicos
el gel era sumergido durante 15 min en un bafioaalro de etidio (48M) en tampon
TAE 1x (40 mM Tris, 20 mM acetato, 1 mM EDTA, ptbg, Finalmente las bandas de
ADN del gel se visualizaba a luz UV en un analizad® geles y fluorescencia G:BOX
(Syngene, USA). El tamafio de los fragmentos deéatee estimaba por comparacion

con un marcador comercial (GeneR{ifet00pb ADN lader, Thermo Scientific).

Para cada gen se disefiaron cebadores especificesartados en la figura 15. En
nuestro caso para el geidA se usaron los cebadores pD991-F y pD991-G, yglayan
nptll se usaron los cebadores pD991-1 y pD991abla 14).
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Tabla 14. Cebadores utilizados para la amplificacid de los genes marcadomtl 1) y delator (uidA).

Gen Cebadores Secuencia Amplicon
Sentido: 5'-GATCGCGAAAACTGTGGAAT- 3
pD991-F _ _ ] 1103 pb
dA Antisentido: 5 TTTTTGTCACGCGCTATCAG- 3
ui
Sentido: 5'-GATCGCGAAAACTGTGGAAT- 3
pD991-G _ _ 838 pb
Antisentido: 5:TTTTTGTCACGCGCTATCAG- 3’
Sentido: 5'-GTCGGGTCACTACGCATCAT- 3
pD991-I _ _ 986 pb
I Antisentido: 5-TGCTCCTGCCGAGAAAGTAT- 3’
np

Sentido: 5"-GCTCTTCGTCCAGATCATCC- 37
pD991-J o 892 pb
Antisentido: 5"-TTCAAATCAGTGCGCAAGAC- 3°

K p—

892pb
1004pb

5272pb

I o PR
= - o

Ep—a —— M p—a
Ap—aC Dp—ra L »—
[ K p——t

Srow

f 1615pb
1448pb" 315701
L: 1135pb

A:852pb C:992pb M: 997pb

B: 827pb D: 1020pb

Figura 15. Cebadores disefiados para el vector pD991

8.7.PCR cuantitativa a tiempo real

El nivel de expresion relativa de los genes deaést@abla 17) se analizaba mediante

PCR cuantitativa a tiempo real (RT-gPCR). En estaita, los procesos de amplificacion

y deteccion se producen de manera simultdneareismlo vial cerrado sin necesidad del

procesamiento post PCR de los productos amplifsddajue incrementa el rendimiento
y reduce la posibilidad de contaminacion (Bustidolan, 2004). El analisis por PCR a

tiempo real esta basado en la deteccion y cuaatifo de ADN utilizando una sonda

fluorescente. Mediante la deteccion de fluoreseers® puede medir, durante la
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amplificacion, la cantidad de ADN sintetizado edaanomento, ya que la emision de
fluorescencia producida en la reaccién es propoatia la cantidad de ADN formado, lo
que permite conocer y registrar en todo momentcimgtica de la reaccion de
amplificacion (Costa, 2004). Las sondas fluores®nitilizadas pueden ser agentes
intercalantes o sondas especificas marcadas amoéitomos (Bustin y Nolan, 2004). El
fluoréforo especifico de ADN bicatenario mas usadda RT-qPCR es el SYBR Green

PCR (Qiagen, Holanda), y es el que hemos utilizadesta tesis.

La PCR a tiempo real se realizaba en un RotorGe0 8Qiagen, Holanda). La
mezcla de reaccion final, descrita en la tablas&8levaba a cabo en un volumen final de
25uL.

Tabla 15. Mezcla de reaccién final para una PCR copnobativa.

Componentes Volumen de reaccionjgL) Concentracion
MasterMix 2x * 11,5 1X
Cebador A (20 M) 2 0,47uM
Cebador B (20 M) 2 0,47uM
Muestra ADNc 1 (kg/uL)
Agua libre de ARN-ADNasa 8,5

Volumen total 25

* Rotor-Gene SYBR Green Mix (Qiagen)

La expresion relativa del gen se calculé mediahtaétodo delAACt (Livak y
Schmittgen, 2001), en el que se comparan directi@mies Cts del gen a analizar su
expresion y del gen endégeno usado en la normadizésCt = Ct gen interés — Ct gen
normalizador) en cada muestra, y posteriormenteosgaran lo\Ct de la muestras
problemas con respecto a la muestra de refereddi&€t(= ACt problema -ACt

referencia) a traveés de la siguiente formula:

Expresion relativa génica =2

Siendo Ct el ciclo umbral en el que la fluorescan® la muestra excede un valor
umbral elegido, es decir, el ciclo en el cual slesna comienza a detectar el incremento

de la sefal asociada con un aumento exponencigraeglcto de PCR durante la fase
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lineal logaritmica, y cuyo valor sera inversamemi@porcional a la cantidad de ADNc
inicial. Los resultados se expresaron en unidadei$rarias por comparacion con la
muestra de referencia de WT en cada caso (generi@maz WT en ausencia de sal) a
cuyo nivel de expresion se le daba el valor dectla$ las reacciones se realizaron por
triplicado y para cada ensayo de PCR se obtuvlasxturvas d&lelting de los productos

amplificados con el fin de identificar las posib&aplificaciones inespecificas.
El protocolo de amplificacion utilizado es el qeedescribe en la tabla 16:

Tabla 16. Programa utilizado en el termociclador pea la reaccién de PCR comprobativa.

Ciclos Pasos Temperatura  Tiempo
1 (1X) Activacion polimerasa 95°C 5 min
Desnaturalizacion 95°C 30 seg
2 (35X) Hibridacion 55°C 45 seg
Extension 72°C 45 seg
3 (1X) 95°C 1 min
________________ A Melting S~ L
AT =650 10 585

Como gen normalizador se utilizaba el factor dengdeoion 1 alfa SIEF1la,
Elongation Factord accesion de GenBank AB061263), cuya expresioga@rstitutiva
en el tomate y no se veia modificada por los tregaros de estrés aplicados a las plantas.
De cada ADNCc, se utilizaron tres repeticiones &nal, de esta forma, cada muestra
venia representada por nueve repeticiones en taialcebadores se disefiaban a partir
de las secuencias de unigenes disponibles parateoema Sol Genomics Network
(http://solgenomisc.nht Las secuencias de los cebadores utilizadogs®en en la

tabla 17.
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Tabla 17: Parejas de cebadores utilizados en lossayos de PCR a tiempo real para cuantificar los
niveles de expresion y tamafio del fragmento ampldado. Todos los cebadores utilizados fueron
sintetizados y purificados por filtracion en get fpocompafiia Life Technologies (Reino Unido).

Gen Cebadores Amplicon | Eficiencia

Sentido: 5 -CCATTATTGCACTCATTGAAGC-3’
SICBL10 o 104 pb 100%
Antisentido: 5-AGCAAGGTCCGTGTATTCGT-3’

Sentido: 5-GACTTGCACCTCTTGCTGAA-3’
SICAX1 112 pb 105%
Antisentido: 5"-ATCTCAGTTGCATTCCCACA-3’

Sentido: 5-TCGAGTGATGATTCTGGTGG-3
SISOS1 129 pb 107%
Antisentido: 5'-ATCACAGTGTGGAAAGGCTC-3

Sentido: 5 -CTGCTTAGGACAAGGACTCG-3'
0,
SISOS2 Fhtisentido: 5-GCAGTTACACACACTATACC 3 112pb 109%

Sentido: 5"-GACAGTCCTGGAAAATCT-3’
LeNHX1 291 pb 99,8%
Antisentido: 5-GGTTATCAGCCCAAACACC-3’

Sentido: 5-CTCAAGAGTCACCACCAAGCA-3’
LeNHX3 153 pb 93,3%
Antisentido: 5"-CCAACCAAAACAAGACCCAACA-3

Sentido: 5-TCTAGCCCAAGAAACTCAAAT-3’
SIHKTZ1;1 178 pb 98,5%
Antisentido: 5-CTAATGTTACAACTCCAAGGAATT-3’

Sentido: 5-TGAGCTAGGGAATGTAATAAACG-3’
SIHKTZ1;2 188 pb 106,8%
Antisentido: 5'-AGAGAGAAACTAACGATGAACC-3’

Sentido: 5 -GACAGGCGTTCAGGTAAGGA-3’
SEF1la 119 pb 99,8%
Antisentido: 5'-GGGTATTCAGCAAAGGTCTC-3’

8.8.Genotipado

El grupo de Biologia Molecular dirigido por el pesbr Rafael Lozano (Universidad de
Almeria) realizaba en primer lugar un analSauthern blopara determinar el nUmero
de insertos T-DNA que presentaba cada linea mytarseguidamente identificaba por
Anchor PCRel lugar de insercion del T-DNA y la clonacionlds regiones del genoma
de tomate flanqueantes al T-DNA (Gimém¢al, 2010).

Una vez se conocian panchor PCRIlas secuencias del genoma del tomate
flanqueantes al T-DNA era posible detectar medi®@R si la insercion de T-DNA se
encontraba en homocigosis 0 en heterocigosis ggnelma de la planta. De esta manera,
se podia ademas, correlacionar la presencia/aaséelecun T-DNA con el fenotipo

mutante. Para ello, se disefiaban cebadores quéiperamplificar una parte del genoma
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de la planta y un fragmento del T-DNA, y otros ckiyas que amplificaban solamente
genoma de la planta cuando no esta presente elA.-DBl esta forma se podia detectar
la presencia del T-DNA en acigosis, heterocigosisomocigosis. Esta técnica era
realizada por el grupo de Biologia Molecular daotmipor el profesor Rafael Lozano

(Universidad de Almeria).

9. Tratamiento estadistico

El analisis estadistico se llevé a cabo aplicandariétodos estandarizados que ofrece el
programa SPSS 19.0. Los resultados se expresanom m@dia + error estandar (ES) y
se sometieron a un andlisis de la varianza (ANOW&ka comprobar si habia diferencias
entre medias. Para estudiar si habia diferencigfisativas entre pares de medias se
aplico el test estadistico de t de Student coredker un nivel de confianza ¢e&0,05.
Para el analisis genético de las poblaciones sagregy con el fin de comprobar si la
mutacion responsable del fenotipo es monogénicanyirthnte o recesiva, se aplico el
testx®. Se realizaron un minimo de 6 medidas por linGatamiento y siempre en las

mismas plantas durante todo el tratamiento.
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IV. CAPITULO I.

IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE MUTANTES
RESULTADOS

1. Identificacion y caracterizacion de mutantes de laspecie silvestré&. pennellii.

Solanum pennelliés una especie de tomate silvestre endémica cegiasies andinas de
América del Sur, donde ha evolucionado para praspar habitats aridos. Debido a su
tolerancia al estrés extremo y morfologia inuswed, un donante importante de
germoplasma para el tomate cultivado (Koeesigal, 2013; Bolgeret al, 2014). La
coleccién de lineas T-DNA se gener6 a partir deagtzsion (PE47) con mecanismos
de tolerancia a la salinidad que difieren de loe garmalmente presenta el tomate
cultivado (Bolarinet al, 1991; Alarcoret al, 1993; Cancet al, 1996; Santa-Cruet al,
1999). La caracterizacion fenotipica de lined3NA procedentes de la transformacién
genética de&s. pennelliien la primera generacion (TG1) permitio identifiea nuestro
laboratorio algunos mutantes dominantes afectadad desarrollo vegetativo y en el
grado de tolerancia a salinidad (Moyano Solera4p01

Tras obtener una linea T-DNA, fue necesario conse@plicas clonales TG1 con
el fin de poder mantener un nimero minimo de copmaka coleccionn vitro y llevar
plantas a invernadero, asi como disponer de sofeseréplicas para identificar
mutaciones dominantes mediante el cultivo en mealioo. Por consiguiente, al menos
4-5 plantas de cada linea se trasplantaron alriadero para obtener semillas de la
segunda generacion (TG2) y asi poder identificaiamones recesivas (Ver esquema de
trabajo:figura 16). En el presente trabajo, se han evaluado alredl=dd00 lineas ds.
pennelliien la poblacion TG1, para identificar mutacionesshantes, y en la poblacion
segregante TG2, para identificar mutaciones reasslyno de los mutantes identificados
en la poblacion TG2 estaba afectado en el desakefjetativo (4607-ETSP), y otros tres
mutantes estaban afectados en la tolerancia ariaad, uno de ellos fue identificado en
la poblacién TG1 (4706-ETSP) y otros dos identdiwsen la poblacion segregante TG2
(4762-ETSP y 4656-ETSP). El protocolo de identdiéa de mutantes consistié en
cultivar plantas de la poblacion segregante TGftan condiciones control como en

medio salino (200 mM de NaCl), aplicado cuand@lastas habian desarrollado 2 hojas
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verdaderas. De esta manera se pudo llegar a idantfimultaneamente mutantes de

desarrollo y mutantes de estrés, e incluso mutaafiestados en ambos procesos,

desarrollo y estrés.

Solanum lycopersicum (cv. Moneymaker) [ S. pennellii (Ac. PE47)
+

Agrobacterium tumefaciens (Enhancer trap vector (gen nptli-uidA))

Y

|| Generacion de lineas T-DNA ||

i
9
2 g
Chromosome
Agrobacterium | R A

Transformed

[ pamtcen Analisis Southern Blot:

‘ HEAE || Réplicas clonales TG1 || Determinar el n2 de
fe@® \ e insertos T-DNA
1) PCR: Identificar b Lineas * *
plantas homocigotas, | interesantes
hemicigotas y acigotas. .. ., . P .
'<:<}§ Obtencidn de Coleccion In vitro Anilisis fenotipo
1) Analisis de semillas TG2 de lineas TG1
segregacion del
fenotipo. Si la linea muestra interés
- se realiza Analisis GUS en
diferentes tejidos.

Obtencion de semillas Anadlisis fenotipo ]

TG3 de plantas con de lineas TG2 Seleccidn lineas
fenotipo interesante mutantes Dominantes

Si la linea muestra interés
se realiza Analisis GUS en
@ diferentes tejidos. @
Plantas TG3 @ Anilisis de Co-segregacion

con fenotipo

Seleccion lineas Fenotipo mutante debido
@ mutantes Recesivas a la insercion de T-DNA

1) PCR: Identificar plantas
homocigotas y acigotas .
con fenotipo interesante. -E CLONACION DELGEN Y

ANALISIS DEL GENOTIPO

Il) Test Kanamicina

Figura 16: Esquema de trabajo
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1.1.1dentificacion del mutante 4607-ETSP deS. pennellii afectado en el desarrollo

vegetativo

Un ensayo con 87 plantas TG2 de la linea 4607-EI&Ritid observar que la linea

segregaba para dos fenotipos mutantes. El denomfeadtipo mutante 1 mostraba una
muy alta brotacion lateral (40 plantas con estetfpn) mientras que el fenotipo mutante
2 estaba asociado al crecimiento determinado (@Btgd con este fenotipo), ya que el
apice se atrofiaba después del desarrollo de ta 22 hoja y por ultimo plantas que

mostraban un fenotipo silvestre o Wild Type (WT) (8antas de la linea mutante con
fenotipo WT) Eigura 17).

Segregacion: 32 fenotipo WT : 40 fenotipo mutante 1 : 15 fenotipo mutante 2

Figura 17. Fenotipos mutantes identificados en lagblacién segregante TG2 de la linea 4607 ETSP.
Plantas de la linea 4607 ETSP con fenotipo WT (FsWiEintas con fenotipo mutante 1 (F-M1), plantas
con fenotipo mutante 2 (F-M2) y plantas sin trans@r (WT).
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Con el fin de identificar el nUumero de insertos WA que podrian provocar los
fenotipos mutantes observados se llevé a cabaihéct deSouthern blatPara ello, se
tomd material vegetal por separado de las plamasenotipo WT (F-WT), plantas con
fenotipo mutante 1 (F-M1) y plantas con fenotipotante 2 (F-M2) que se congelo y
envio al departamento de Biologia Molecular dirigiolor el profesor Rafael Lozano
(Universidad de Almeria) donde se realiz&elthern blatEl andlisis poSouthern blot
indico la presencia de dos insertos T-DNA en tangiestualmente este mutante esta
siendo estudiado por los grupos especialistas sarm#io. EI hecho de que aparezcan 2
mutaciones en una misma linea no es puntual, yama&os laboratorios también se han

identificado lineas con mas de una mutacion derddkavegetativo y/o reproductivo.

En relacion con los mutantes afectados en tolesamealinidad, este trabajo se ha
centrado en primer lugar en llevar a cabo la caraetcion de un mutante dominante
(seleccionado en la primera generacion TG1) dereaoisl-1 (succulent leaves-1
mutant)por presentar hojas muy suculentas y de color v@sdero, aspectos fenotipicos
que pueden ser interesantes al enfrentarse a$ estiigo (Ataré®t al, 2011). También
se han identificado dos mutantes recesivos endansia generacion (TG2) que estan
afectados en la tolerancia a la salinidad, lo guieegran interés ya que dada la tolerancia
de esta especie es previsible que haya tenido lagfisrupcion de un gen clave en la
tolerancia a salinidad.

1.2. Caracterizacion del mutantesl-1 (succulent leaves-1)

1.2.1. Caracterizacion fenotipica y fisiologica en condiones control

El interés de llevar a cabo la caracterizacion rdatantesl-1 se debié a que las
alteraciones observadas en el desarrollo vegeta@#anismo podrian modificar los
mecanismos de tolerancia a la salinidad, es dgogr furera un mutante de desarrollo y
de estrés. El fenotipo mutante se caracterizéalm@ntein vitro. Las 6 réplicas clonales
cultivadas en medio MS fueron de menor tamafio gsi@lantas sin transformar (WT),

presentaron un porte compacto y hojas de colorevesduro Figura 184).

Tras la identificacion del fenotipo mutantevitro, se procedié a llevar a cabo la
caracterizacion fenotipica y fisiologica del muentvivo. Para ello, réplicas clonales de

plantas sin transformar (WT) y plantas mutargke% se cultivaron a medio plazo en
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condiciones controladas (30 dias después de faateltion dén vitro) y se trasplantaron

al invernadero para completar el ciclo de cultivabyener semillagqgura 18b y 9. Las
plantas mutantes presentaron un fenotipo compactocomparacion a las plantas sin
transformar, con entrenudos mas cortos y hojaasragendo por tanto el fenotipovivo
similar al observado previamerntevitro. En el detalle del 4pice del mutante se observa
el grosor de las hojas y los foliolos como asesatkbido a su compacidad.

Figura 18: Fenotipoin vitro ein vivo del mutanted-1 (succulent leaves-1). a) Seis réplicas clonales de
plantas sin transformar (WT) y plantas mutasteseran desarrolladas en medio MS durante 30 diaes. A |
derecha, ampliacion de la zona marcada. b) Dedalla hoja y apice donde se observa el alto grado d
compacidad y las hojas crasas o suculentas déalatap mutante desarrolladas en cAmara de conégcion
controladas durante 30 dias (desde la aclimataaiienotipo representativo de plantas WT y me&ant
después de 30 dias de su trasplante al invernadero.
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De acuerdo con el aspecto craso de las hojaspagtnte podria ser capaz de
evitar, al menos parcialmente, la deshidratacide ana situacion de estrés osmotico,
provocado tanto por estrés hidrico como salinoa Ramimprobar la velocidad de
deshidratacion de los foliolos, se determiné etentaje de pérdida de peso durante 48
horas de foliolos escindidos de plantas WT y metalgsarrolladas sin estrdagura
19). Se comprobd que los foliolos de las plantasadeéa mutante perdian agua mucho
mas lentamente que los foliolos de las plantas ®¢Tas diferencias se observaron desde
30 minutos después de cortarse los foliolos, ausneliot progresivamente a lo largo del
tiempo. Durante las primeras 7 horas los foliolesrdutante solo redujeron su peso un
8%, mientras que los foliolos del WT perdieron yi¥2de su peso, llegando a una
diferencia del 35% a las 48 horas. Estos resultadgieren que podriamos estar ante un

mutante con mayor capacidad para evitar la deghmém ante una situacion de estrés.

a) 0T wT .
60 sl-1 ‘T
© 50 *
&
w 40 +
T
(©
< 30
& 20 + * * = ‘ -
R * * = B
10 + * h
0 +—= ! | | | | | | : | :
0 30' 1h 2h 3h _ 4h 5h 6h 7h 24h  48h
Tiempo
b) Genotino Conductancia estomatica Contenido en agua Contenido en Clorofila
P (mmol H20 m2s?) (g g* PS) (SPAD)
WT 86,30 + 5,40 6,33+ 0,26 35,15+ 1,04
d-1 53,50 + 4,13* 7,64 +0,17* 43,24 + 1,90*

Figura 19: El mutante sl-1 tiene mayor contenido de agua en hoja en condiciomeontrol. a) Evolucién

del porcentaje de pérdida de agua durante 48 temabojas escindidas de plantas WT y mutante
desarrolladas en condiciones control. Los valooes expresados como porcentaje de pérdida de agua
relativa a cada tiempo respecto al peso frescaalné tiempo 0. b) Valores medios de conductancia
estomatica, contenido de agua y contenido de damé hojas WT y mutante (6 réplicas clonalesade
mismas plantas. (n = 6, valores medios + ES). &f@ificias entre medias (LSE).

También se midié la conductancia estomaticgh el contenido de agua en las

hojas de estas plantas con el objetivo de compmidarmayor capacidad del mutante
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para evitar la deshidratacion estaba asociadaarobios en gy se reflejaba en un mayor
contenido de agua de la hofdura 19b). Efectivamente, gué un 38% menor en las
hojas del mutantsl-1 que en las del WT. Si se tiene en cuenta que ladaete
conductancia engloba la estomatica y la cuticelamenor valor de conductancia en el
mutante se pudo deber a una alteracion en la dehsgtomatica y/o apertura estomatica
o bien puede deberse a una menor pérdida de aglequicula, e incluso a ambas. Por
otro lado, el mutante ademas presentdé mayor calttede agua en las hojas en
comparacion con WT lo que concuerda con los daisisldgicos obtenidos de
conductancia y porcentaje de pérdida de agua. rRerde, el mayor contenido de
clorofila del mutante reflejé el color verde interde sus hojas en comparacion con las
hojas WT Figura 19b).

1.2.2 Caracterizacion fenotipica y fisiologica en condiones de salinidad

La respuesta del mutante al estrés salino se éstndgilantas adultas, en cultivo de verano
en invernadero, donde se alcanzaron temperatuggeriees a 35°C y la tasa de
transpiracion fué muy alta, y se aplicé un alteehde estrés durante 30 dias (200 mM de
NacCl). Durante los primeros 14 dias de tratamisatmo (14 DTS) ya se empezaron a
observar diferencias entre las plantas WT y musaoteservandose como las plantas WT
mostraban mayor clorosis que el mutante y sintodeagngrosamiento de las hojas
provocado por la toxicidad de iones salinos. Aipak los 20 DTS las plantas WT
empezaron a mostrar zonas necroticas en los feligleeste sintoma fué mucho mas
severo al final del ensayo (30 DTS), mientras quextension de las zonas con pérdida
de clorofila y necréticas en las hojas del mutdné&mucho menorFigura 203). La
evolucion del contenido de clorofila en hojas séiénhasta los 20 DTS, puesto que
posteriormente las hojas del WT estaban muy afastpdr la salinidad. Se observo que
las diferencias que muestran las hojas WT y mutamteondiciones control (dia 0) se
mantienen a lo largo del periodo de estfégyra 20b), lo que podria ser uno de los
motivos por los que el mutante presenta menos siorocon respecto a WT. Estos
resultados sugieren que la alteracion en el ddkammstrada en la planta mutarsiel

podria contribuir a mejorar su tolerancia a lansadid.
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Figura 20. Respuesta del mutantal-1 a la salinidad. a) Fenotipo de las plantas WT y mutaske
después de 30 dias de tratamiento salino (200 mN&a@®) en invernadero. b) Evolucién del contenido e
clorofila durante los primeros 20 dias de tratamsiesalino. ¢) Concentraciones de*NaK*, y relacion
Na‘'/K* en hoja después de 30 DTS (valores medios + H3ifetencia entre medias (La).
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En cuanto al contenido de agua en hoja, aunqusidadicativamente superior en
las plantas mutantes con respecto al WT en ausda@atrésKigura 19b), después de
20 DTS estas diferencias desaparecieron (9,0 ¥ 8,3+ 0,4 g g PS en WT y mutante,
respectivamente). Antes de aplicar el tratamiealios (dia 0) y al final del experimento
(30 DTS), se tomaron foliolos de la 22-32 hoja detapente desarrollada de plantas WT
y mutante (6 plantas por linea), y se analizarsrctancentraciones de N K" (Figura
200). Mientras que no se observaron diferencias saatifas en las concentraciones de
Na" de WT y mutante, los niveles dé Kieron mucho mas elevados en las hojas de las
plantas mutante que en las WT. Es interesanteaedia¢ ya antes de aplicar el estrés
salino (dia 0) la concentraciéon dé Kié mas del doble en el mutante que en WT, y estas
diferencias se mantuvieron, aunque en menor meldicente todo el tratamiento salino,
al igual que ocurrié con el contenido en clorofitthmayor contenido de *Ken hoja fué
el responsable de que la relaciériMa fuera menor en las plantas mutantes que en WT
durante el tratamiento salino. Concretamente,lécid@n Nd/K* en hojas de las plantas
desarrolladas en sal fué mas del doble en WT qual emutante Kigura 20c¢). Estos
resultados sugieren que la mayor capacidad delnteupsra mantener valores menores
de la relacion NdK™ podria ser otro de los factores por los cualesuhnte toleré mejor

el estrés salino en condiciones de alta transping@iultivo primavera-verano).

Sin embargo, la concentracion de?Chie mucho mas elevada en las hojas de
plantas WT que en el mutanggl en condiciones controlF{gura 20¢). La menor
concentracion de Gaen hoja podria estar relacionado con la menor wtadcia
estomatica que se observé en el mutante en coydrglle algunos autores han sugerido
que el C&" es un factor clave en la regulacion de los movito de los estomas (Conn
y Gilliham, 2010; Conret al, 2011). A los 30 DTS, la reduccion en la concendrade
C&* fué importante en ambos genotipos, aunque supati®WT (el C&" desciende un
55% y un 38% en plantas WT y mutante, respectivéaen

El conjunto de resultados obtenidos en la caraeteidn del mutantsl-1 muestra
que las caracteristicas diferenciales del mutant®ediciones control, tales como mayor
contenido en agua, clorofila y*ken hoja, asi como una menor conductancia, podrian
predisponer al mutante para tolerar mejor el esafino, a pesar de que la respuesta
fisiol6gica a la salinidad fue similar a la obsetaa&n WT. En este sentido a pesar de que

el mutante también perdio clorofila durante elanaiento salino, la mayor concentracion

107



IV. Capitulo I. Resultados

en la misma pudo impedir la aparicion de clorosidas hojas durante el tratamiento
salino. Del mismo modo, la mayor concentracion defkhoja en el mutante pudo ser el
responsable de que, a pesar de que el aumento‘denN#ja fue similar en ambos
genotipos, y que tanto mutante como WT perdierdnlitante el tratamiento salino, la
relacion N&/K* fuera mucho menor en el mutante. La mayor conaeidin de K en el
mutante pudo estar relacionado con un mejor mantento de sus funciones
metabdlicas en condiciones de salinidad. Algundsdess han sugerido que la mayor
tolerancia a la salinidad d& pennelliino se correlaciona Unicamente con una elevada
relacion N&/K™ sino con un uso mas eficiente dél(Kahalet al, 2000; Rengel y Damon,
2008).

El problema para avanzar con este mutante es gquadatas TG1 no producen
polen y, por tanto, no se ha podido obtener sesniliala siguiente generacion (TG2), a
pesar de los grandes esfuerzos realizados paragiong bien TG2 o bien cruces con

tomate (modificacion de épocas de cultivo, tipgpdda, polinizacion manual, etc).

1.3.ldentificacion y caracterizacién del mutantess-3 (salt sensitive-3)

El mutante 4762-ETSP se denomisg 3 (salt-sensitive-B siguiendo la nomenclatura
propuesta por Atarést al. (2011) para los mutantes & pennelliiafectados en la
tolerancia a salinidad. Se realizaron dos ensagosaenara de cultivo utilizando 12
plantas (TG2) de la linea mutast® 3y 5 plantas sin transformar (WT). En ausencia de
estrés salino, se observo una segregacion rec8sivpara desarrollo de esta linea,
mostrando 3 plantas un desarrollo muy inferior ay@Iplantas TG2 un desarrollo mayor
aungue sin llegar al estado de desarrollo de taggd WT. Es de resaltar que, en ausencia
de estrés salino, todas las plantas TG2 de estapiresentaban un fenotipo mas compacto
que el WT Figura 21a).

El tratamiento salino (200 mM de NaCl durante EHsil$e aplico cuando las plantas
tenian 5-6 hojas verdaderas. Las plantas WT norarostsintomas de sensibilidad tras
el tratamiento salino aplicado, y todas ellas tefiegres completamente desarrolladas,
mientras que 9 de las 12 plantas de la poblaciég m@straron sintomas de mayor
sensibilidad al estrés salino, con clorosis geir@ en toda la planta, quemaduras en
los foliolos, sobre todo en los de las hojas jogeryenecrosis en los botones florales

(Figura 21b y ©. De estos resultados se deduce que la lineanpabseuna segregacion
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dominante (1:3) para la sensibilidad al estrémsalPor otro lado, de las 3 plantas
mutantes identificadas con un menor tamafio en comgis control, solo 1 de ellas
mostré fenotipo sensible a la salinidad, lo quepamapuntar que en el mutante no hubo
correlacién entre el fenotipo de desarrollo y lasdglidad a la sal.

WT Poblacion TG2 del mutante ss-3

Figura 21. Identificacién del mutantess-3 (salt-sensitive-3). a) Fenotipo de las plantas TG2 de la linea
4762-ETSP desarrolladas en ausencia de sal, eracacifin con el fenotipo del WT (Izquierda). b) Réan
WT y mutante tras 15 dias de tratamiento salindSPa 200 mM de NaCl. Ademas de la clorosis indiici
por la salinidad en las hojas, el rasgo fenotipiés evidente en el mutante ®leretraso en la floracion y
la necrosis de los botones florales (c).
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En un tercer ensayo realizado con esta linea,gunreede utilizaron 113 plantas TG2
y 55 plantas sin transformar (WT), se confirmaros tesultados anteriores sobre el
retraso de la floracion en esta linea y la neciiagiscida por la salinidad en los botones
florales. Actualmente se estd avanzando en la tesizacion de esta linea para
determinar si es un mutante insercional, es dectitpdas las plantas mutantes que

presentan sensibilidad al estrés salino contienesuggenoma el inserto T-DNA.

1.4.1dentificacién y caracterizacion del mutanteshp-1 (salt hypersensitive pennellii-
1)

1.4.1. Caracterizacion fenotipica, genética y molecular

Este mutante se identificd en la segunda generd€i®8) al observarse una segregacion
para tolerancia a salinidad. El fenotipo de sehddd y la segregacion fenotipo WT —
fenotipo mutante se comprob6 en 4 ensayos en cadwreultivo de condiciones
controladas, en los que se ha utilizé un nivehsatie 200 mM de NaCl. Uno de los
aspectos mas destacables de este mutante y qaéhabia observado en ninguno de los
mutantes de la especie silvesktgpennellifué la rapidez con la que aparecia la clorosis
foliar tras la imposicion del estrés salino. Asigéprimer ensayo realizado con 38 plantas
TG2, se observé desde los primeros dias de tratéorsalino que algunas de las plantas
empezaron a mostrar clorosiddura 22). Esta clorosis fué mas acentuada a medida que
avanzaban los dias de tratamiento salino, miegtrasentre las plantas sin transformar
(WT) y las plantas TG2 con fenotipo WT (F-WT) naobservaron diferencias fenotipicas
a lo largo de todo el ensaybidura 22). Las medidas de clorofila confirmaron los
cambios fenotipicos observados en el mutante cuelnperiodo de tratamiento salino
(Figura 23a).

Es interesante sefialar que durante la etapa dperacion (ausencia de sal) se
redujo en un periodo relativamente corto de tiehapdorosis foliar en las hojas nuevas
en desarrollo, como se observa en la figura 23mtuestra una de las plantas mutantes
después de 12 dias sin sal. Estos resultadosarefiejmportancia de la mutacion en la
tolerancia/sensibilidad a sal, ya que el efect@mdalinidad es aparente en un corto plazo

tanto en un sentido como en el otro.
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v

7 dias sal 15 dias sal

Figura 22. Hipersensibilidad a la sal del mutante ecesivashp-1 (salt hypersensitive pennellii-1). En la
poblacion TG2 se observé desde los primeros ditta@deniento salino (200 mM NacCl) el fenotipo muéan
caracterizado por clorosis en todas las hojas dlafda. a) Segregacion para clorosis en la paiiacz2

y detalle de las hojas con fenotipo WT y mutantpdés de 9 dias de estrés salino. b) El gradmdesd
incrementaba con el periodo de tratamiento (15 dfaigentras que aln no eran evidentes los sintdmas
sensibilidad en WT.
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Tratamiento salino (dias)

b)

Figura 23. El fenotipo clorético mostrado por el mante shp-1 en medio salino (200 mM NacCl
durante 15 dias) revierte durante la etapa de recwgracion (12 dias regadas con disolucion nutritiva
control). a) Contenido de clorofila en plantas WT, plant&2Ton fenotipo WT (F-WT) y mutantshp-
1). Los datos representan los valores medios + H3ifefencia entre medias (LS. b) Disminucion del
grado de clorosis durante la etapa de recupergétidias sin sal).

El ajuste de segregacion se elaboro en los 4 ensagltizados con plantas TG2: el
primero con 38 plantas, el segundo con 52 plaetasycero con 35 plantas y el cuarto
con 199 plantas. La distribucién de plantas cootipo WT — fenotipo mutante, su grado
de ajuste a 3:1, asi como las correspondigritds homogeneidad se muestran en la tabla
18.
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Tabla 18. Analisis de segregacién de plantas comfgipo WT (F-WT) y fenotipo mutante (M) en los
4 ensayos diferentes llevados a cabo con plantas 2@ en la suma de ellos. Ajuste a los modelos de
segregacion.

Segrge:?lamon Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Ensayo 4 SUMA
M (3:1) FWT | M |F-WT | M F-WT M F-WT M FWT | M
@) 27 11 39 13 25 10 155 44 246 18
E (3:1) 285 | 95 39 13 26,25 8,75 149,p5 495 243 |81
Y219l 0,32 0,00 0,24 0,89 0,15
®#*Hsg 1,29
Y 1g 5% | 3,84 12 39l (5%) 7,82
Y’ 1gi(1%) | 6,64 39 @% | 11,35

En principio, la hipotesis mas sencilla era qudeabtipo de hipersensibilidad
estuviera causado por una copia en homocigosisugm caso la segregacién deberia
ajustarse a 3 fenotipo WT : 1 mutante. Para egpatdsis (3:1), el andlisis de
homogeneidad indic6 que no hay motivo para dudamuke las muestras fueran
homogéneasyt de homogeneidad = 1,29). El analisis de datos alauos reveld que
tampoco habia motivos para dudar de la hipétegisdila, ya que el valor deéa(0,15)
fue muy inferior al del nivel de significaciogf q.. s %)= 3,84), es decir una segregacion

fenotipica acorde con una distribucion 3 WT : 1antg.

Una vez confirmada la segregacion 3:1 se proadieriguar si la mutacion que
originaba el fenotipo de sensibilidad estaba ocagla por el inserto de T-DNA, en cuyo
caso estariamos ante un mutante insercional. Maréodas las plantas con fenotipo
mutante deberian contener el inserto T-DNA en sw@&. Sin embargo, en caso de que
alguna de las plantas con fenotipo mutante no ngatel inserto de T-DNA estariamos
ante un mutante no insercional y seria mas contfdidadentificar la parte del genoma
alterada.

El nimero de insertos T-DNA del mutastgy-1fue analizado en el departamento
de Biologia Molecular dirigido por el profesor Relfd.ozano de la UAL mediante
andlisisSouthern blatPara realizar este andlisis la progenie TG2 par8een 2 lotes
diferentes: las plantas con fenotipo WT y las @arbn fenotipo mutantsh{p-1) usando
como sonda un fragmento del geptll presente en el T-DNA. El Southern indicé la

presencia de un unico inserto T-DNA en el mutahie 1(Figura 24).

113



IV. Capitulo |. Resultados

FA-EcoRI

€ NPTII-Hindlll

FA-Hindlll

Nptll-EcoRl
1Kb

Sonda: FA-NPTII

Figura 24. Andlisis Southern blot realizado en dos lotes de plantas de la poblacidiG2 de la linea
mutante shp-1. WT: Plantas sin transformashp-1 Plantas TG2 con fenotipo mutante y F-WT: Plantas
TG2 con fenotipo WT. E: EcoRlI, H: Hindlll. El angib se ha realizado en el Laboratorio de Biologia
Molecular de la UAL.

A raiz de estos resultados, se decidié realizacldaacion de las secuencias
flanqueantes aguas arriba del T-DNA utilizandod&tagdegia denominadanchor PCR
Esta estrategia ha sido utilizada con éxito pgr@gbo de la UAL dirigido por el Profesor
Rafael Lozano para clonar regiones adyacentesugseias repetidas o de copia Unica
(Giménezet al, 2010). Con esta estrategia, el T-DNA se locadiméel cromosoma 3,
aproximadamente a 450 pb del gen Solyc03g11846Quk tiene funcion desconocida
hasta ahora. Tras la clonacion del gen, se compsoleXistia correlacién genotipo-
fenotipo realizando un genotipado mediante PCR.trEmta y cuatro plantas TG2
sometidas a tratamiento salino (200 mM de NaClawoher 15 dias, se identificaron 25
plantas con fenotipo WT y 9 plantas con fenotipdante. Sin embargo, en el estudio de
co-segregacion mediante PCR, de las 34 plantastigpadas habia 7 acigotas, 21
hemicigotas y 6 homocigotas para el fragmento clonaresentando co-segregacion
entre la region clonada del cromosoma 3 ynplll, pero el fenotipo mutante de
hipersensibilidad a la sal no co-segreg6 con eriasT-DNA (Tabla 19).
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Tabla 19: Correlacidon fenotipo-genotipo en la pobleién segregante TG2. Presencia del gen marcador
nptll y genotipado para la secuencia clonada.

, . Alelo Alelo

Planta Fenotipo Genotipado WT mutante nptl |
1 F-WT Acigota + - -
2 Mutante Hemicigota + + +
3 F-WT Homocigota - + +
4 Mutante Hemicigota + + +
5 F-WT Hemicigota + + +
6 Mutante Hemicigota + + +
7 F-WT Homocigota - + +
8 F-WT Hemicigota + + +
9 F-WT Hemicigota + + +
10 F-WT Hemicigota + + +
11 F-WT Hemicigota + + +
12 F-WT Hemicigota + + +
13 F-WT Homocigota - + +
14 Mutante Hemicigota + + +
15 Mutante Hemicigota + + +
16 F-WT Acigota + - -
17 F-WT Hemicigota + + +
18 F-WT Hemicigota + + +
19 F-WT Acigota + - -
20 F-WT Hemicigota + + +
21 F-WT Acigota + - -
22 F-WT Hemicigota + + +
23 F-WT Hemicigota + + +
24 Mutante Homocigotal - + +
25 F-WT Homocigota - + +
26 F-WT Acigota + - -
27 F-WT Hemicigota + + +
28 F-WT Hemicigota + + +
29 F-WT Hemicigota + + +
30 F-WT Homocigota - + +
31 Mutante Hemicigota + + +
32 F-WT Acigota + - -
33 Mutante Acigota + - -
34 Mutante Hemicigota + + +

Estos resultados confirman que la insercion T-DNAema la responsable de la
mutacion. Actualmente, se continta con este trgieja llegar a identificar la secuencia
del genoma responsable del fenotipo mutante taotoclonaje posicional como por

secuenciacion masiva o la combinacion de ambas.
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1.4.2 Caracterizacion fisioldgica en condiciones de saload

El contenido de agua en hoja se analiz6 en la pidinaegregante TG2 de 3 experimentos
diferentes realizados en camara de cultivo de caris controladas, determinando el
contenido de agua individual de cada planta. Emlicaones control, no se observaron
diferencias significativas en el contenido de ageidas plantas WT, las plantas TG2 de
fenotipo WT y las de fenotipo mutante (11,54 + QBI,32 + 0,29 y 10,68 + 0,87 ¢ g
PS, respectivamente). En medio salino (200 mM NaCBhontenido de agua en hoja de
las plantas WT y de las plantas TG2 de fenotipo (WWT) fué muy similar, mientras
que fué significativamente superior en las hojalegl@lantas con fenotipo mutanség-

1), como se observa en la figura 25a. Cuando se aangb valor medio del contenido de
agua de las hojas de las plantas WT, plantas TG2ragipo WT y plantas mutantes
(Figura 25a, derecha se observé que el mutante presentaba alrededan 868% mas

de contenido de agua en hoja que el WT.

Las concentraciones de Ng K" también fueron analizadas en los diferentes
ensayos llevados a cabo en TG2. Respecto al cdotele Na, todas las plantas de
fenotipo mutante presentaron una concentracion alenlicho mayor que las plantas
TG2 de fenotipo WT y que las plantas WT. En laf&g@5b se muestran los valores
individuales de la concentracion de'da hoja de las plantas tratadas con 200 mM NacCl
durante 15 dias, donde se observa que las plantast®s no solo acumularon mas agua
en sus hojas sino también el ion salind,Nia que sugiere que este mutante podria estar
afectado en el transporte de agua y solutos ate gérea. Asi, mientras que la media de
las concentraciones de Nfaeron similares en las plantas WT y las TG2 detipo WT,
la media de concentracion deNmn las hojas de las plantas mutantes fué mastid d
con respecto a estaBigura 25b, derechg, lo que explicaria los claros sintomas de
clorosis observados en el mutante durante el tratamsalino. La mayor acumulacién
de Nd en el mutante no supuso sin embargo, una maydidaéde K en hoja, cuya
concentracion fue similar a la de las plantas Wplgntas TG2 con fenotipo WT,

reflejando la elevada relacion Mid*™ la mayor acumulacion de NéFigura 250).
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Figura 25. El mutanteshp-1 incrementa el contenido de agua y la concentracide Na en las hojas
de las plantas desarrolladas en medio salino (200MriNaCl durante 15 dias).Se presentan los valores
individuales de cada planta en la poblacién segitegeG2 (Izquierda) y los valores medios + ES (Dleag
del contenido de agua (a) y concentracion de(bleen hoja de plantas sin transformar (WT), @amG2
de fenotipo WT (F-WT) y plantas mutantaf§-1). c) Valores medios + ES de la concentracion tig &

relacion N&/K*. * Diferencias entre medias (LS§).
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El paralelismo observado entre la acumulacion de gg\Nd en hojas del mutante
podria estar relacionado con una mayor pérdidagda de las hojas por transpiracion
(cuticular o estomatica). En primer lugar, se tonm& muestra representativa de la
poblacion TG2 para medir la pérdida de agua deshegaindidas antes de aplicar el
tratamiento salino. Si bien, en este ensayo seobagin las hojas de plantas TG2 con
fenotipo WT y fenotipo mutante (aproximadamenteiea relacion 3:1), ya que antes de
aplicar el estrés no habia diferencias fenotipa#se ellas. A pesar de ello, se pudo
observar que la pérdida de agua de las hojas fyerrea la poblacion TG2 de la linea
mutante que en las plantas WHigura 263a). Seguidamente, a estas plantas se aplico un
tratamiento salino durante 15 dias (200 mM Na®y identificar las plantas de fenotipo
WT y mutante se midi6 la densidad estomatica, yalgunayor pérdida de agua de la
hoja puede deberse a un mayor numero de estomasstgigorovocando una mayor
pérdida de agua por transpiracion estomatica.r8baego, el nimero de estomas no solo
no incrementaba en el mutante sino que incluscahati tendencia a reducirse en el
mutante Figura 26b), lo que indicé que la pérdida de agua no esttimiada con la

densidad estomatica.

En este ensayo se midié de nuevo el contenido da eg hoja y los resultados
fueron similares a los obtenidos anteriormenteuael contenido en agua de la hoja fue
significativamente superior en las plantas mutagtesen el resto de plantas al final del
tratamiento [figura 26b). También se analizo el estado hidrico mediastenedidas de
potencial hidricoYw), potencial osmoticdi(x) y potencial de turgoi(p). Estas medidas
se realizaron en 7 plantas WT, 7 plantas TG2 datifgmWT y otras 7 plantas de fenotipo
mutante Figura 26¢). Los valores dePw y Wx mostraron un comportamiento muy
similar, ya que las plantas WT y de fenotipo WTspréaron valores similares, mientras
que las plantas mutantes redujeron significativdenambos potenciale¥( y V). La
significativa reduccion en &8, podria estar relacionada con mayor acumulaciddaie
en las hojas del mutante, ya que los iones sasionsos que contribuyen principalmente
a la reduccion d&; en medio salino (Mufiekayor et al, 2008). De acuerdo con la
mayor reduccién de¥;, el potencial de turgor en el mutante tambiénnfiagror, o que
sugiere que el mutante fué capaz de mantenergartde manera mas eficaz que el WT

en condiciones salinas.
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Figura 26. Las hojas del mutante hipersensiblshp-1 son capaces de mantener el turgor y mejorar el
estado hidrico en condiciones salinaa) Evolucién del porcentaje de pérdida de aguantei&horas en
hojas escindidas de plantas desarrolladas en d¢ondgccontrol del WT y una muestra representativiad
poblacion TG2 (incluyendo las plantas de fenotipd Wmutante). Los valores son expresados como
porcentaje de pérdida de agua relativa a cada tieegpecto al peso fresco inicial al tiempo 0. bloves
medios del nimero de estomas, contenido de agh@gtenciales hidrico, osmoético y de turgor en §ioja
de plantas WT, de plantas TG2 con fenotipo WT (F}WTutante ghp-) en un segundo experimento
realizado en medio salino (15 dias a 200 mM de NaGlores medios + ES. * Diferencias entre medias

(LSDsv).
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Finalmente se analiz6 la concentracion de sacam&ss plantas TG2, observando
gue en condiciones salinas los niveles de sacarotss hoja de las plantas de fenotipo
mutante eran nulogigura 27), mientras que en las plantas WT y TG2 con fenofidf
Si se detecto sacarosa sin diferencias signifestntre ellos. En el primer experimento
se observo que no aparecia el pico correspondiesgearosa en las hojas de las 6 plantas
analizadas de fenotipo mutante, mientras que setdbian perfectamente en 5 plantas
WT y en 7 plantas TG2 de fenotipo WT. Esta altémacnetabdlica se corrobor6 en el
siguiente experimento, donde nuevamente los vatoegios de las 10 plantas WT y 21
de fenotipo WT eran similares y nuevamente lasshd@ las plantas mutantes no
contenian sacarosa. La sacarosa es el vehiculagipantas tienen para transportar los
carbohidratos producidos en las hojas fuente hlasiasumideros (semillas, raices,
tubérculos) a través del floema, via simplasto/&stp (Koch, 2004; Chen y Kim, 2006).
La falta de sacarosa en el mutastie-1podria ser un sintoma de la elevada sensibilidad
mostrada al tratamiento salino, ya que al teneadiai@l aparato fotosintético (debido a
la reduccion del contenido en clorofila bajo traamo salino figura 25a) las plantas
mutantes no podrian realizar correctamente la ffttiess, y por tanto se reduciria la
sintesis de carbohidratos. En principio, se desaare la mutacion afecte a algun gen
implicado en la biosintesis de sacarosa, ya quergknido de sacarosa en las plantas
mutantes es similar al de las plantas WT y las @&2enotipo WT en ausencia de sal

(datos no mostrados).
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Figura 27. La concentracién de sacarosa se anula s hojas del mutanteshp-1 en medio salino (200
mM NaCl durante 15 dias). Se presentan los valores individuales de cadatgplan la poblacion
segregante TG2 (Izquierda) y los valores mediosrd@&) de los resultados obtenidos en dos
experimentos. Se incluyen los valores de plantag§u3), plantas TG2 de fenotipo WT (verde oscyro)
las flechas rojas sefialan los valores 0 obtenidos fodas las plantas mutantes (valores medios)+ ES
* Diferencias entre medias (LS§).

2. Caracterizacion del mutante de tomateshe-1 (salt hypersensitive esculentum-1)

Dentro del programa de mutagénesis insercionadate, se han generado mas de 3000
lineas T-DNA a partir del cultivar de tomate Moneyar, donde la mayoria de la lineas
han sido ya fenotipadas por los grupos del IBMQRlyCEBAS. Uno de los mutantes
identificadosin vitro por el grupo del IBMCP fue el mutarghe-1con alta sensibilidad

a la salinidad. En la progenie segregante TG2vauwltin vitro en medio salino, este
grupo observé que algunas de las plantulas eraerdeipsibles a la sal, con una
segregacion aproximada 3:1. Una vez que el grupBMCP obtuvo las semillas TG2,
se llevaron a cabo evaluaciones tanteitro comoin vivo de la poblacién segregante en
condiciones salinas. A partir de las plantas TG2 famotipo mutante se obtuvieron

semillas (TG3) para identificar lineas homociggtasa la mutacién, identificando el
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grupo del IBMCP finalmente 3 lineas homocigotasaifenotipo de hipersensibilidad.

La etapa siguiente realizada por el grupo de Viaehe analizar la segregacion de
resistencia a kanamicingn) en estas lineas TG3 homocigotas para fenotipoekfin

de comprobar si habia co-segregacion entre elifende sensibilidad a sal y el inserto
T-DNA. Los resultados mostraron la ausencia destaxion entre el inserto y el fenotipo

de hipersensibilidad a sal, ya que las 3 lineasoeautas para fenotipo si segregaban
para kanamicina. Debido a que el T-DNA no era gpoasable de la mutacién, el grupo
del IBMCP obtuvo una linea homocigota para el fepoade sensibilidad a la sal y acigota
para la presencia del T-DNA (no hay presencia é@NR en su genoma), y esta fué la
linea TG4 que se utilizé en todos los ensayos teeteizacion fisioldgica presentados
en este trabajo. Debido a su alta sensibilidadsallaste mutante se ha denominsiu®

1 (salt hypersensitive esculentum-1)

2.1. Caracterizacion fisiologica en condiciones de salohad

Para la caracterizacion fisiolégica del mutastee-]1 se realizaron tres ensayos
independientes en las mismas condiciones de cuétivda camara de condiciones
controladas. Las plantas WT y mutantes se pasacaittiao hidroponico al estado de 2
hojas verdaderas (con disolucion nutritiva confrplBuando las plantas tenian entre 4-6
hojas completamente desarrolladas se aplicé a@ntiahto salino. El nivel de estrés fue
100 mM de NaCl y se aplicé durante 6 dias, ya qseplantas morian rapidamente
después de este tiempo debido probablemente d daesagrollo de la raiz es mayor en
cultivo hidroponico y, por consiguiente, tambiénngsyor la absorcion y transporte de
iones salinos a la parte aérea. El fenotipo mutsmtaracterizé por clorosis en las hojas,
especialmente en las zonas internerviales, asi eanatlamiento y engrosamiento de los
foliolos (Figura 284a). A los 2 dias de tratamiento ya se observabardante la clorosis
foliar, lo que se correlaciond con la reducciomsigativa de clorofila a este tiempo en
el mutante con respecto WT, reduccion que contima@iementando durante el

tratamiento [Figura 28b).
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Tratamiento salino (dias)

Figura 28. Hipersensibilidad a la sal del mutanteshe-1 después de 6 dias de tratamiento salino (100
mM de NaCl). a) El fenotipo mutante se caracteriza por cloresisus hojas, especialmente en las zonas
internerviales, enrollamiento y engrosamiento deftdiolos (ver imagen ampliada de los foliolos). b
Contenido de clorofila en hoja de las plantas Wiytante tras 0, 2, 4 y 6 dias de tratamiento salino
(valores medios + ES). * Diferencias entre medi&sy,).

En el primer experimento, se analizo el contenielaglia y las concentraciones de
iones en hoja desarrollada y raiz al final debtraento salino (6 dias a 100 mM NaCl),

mientras que en los dos experimentos sucesivosaiz@ la evolucion tanto espacial
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como temporal de estos parametro, durante el pedet tratamiento salino como se
detalla en la figura 29, correspondiendo los raslol a los valores medios obtenidos en
ambos experimentos. Tanto el apice como las hdj@sngs y adultas del mutante
presentaron un contenido de agua significativameatgor que el WT desde los 2 dias
de tratamiento, y estas diferencias fueron incréameio con el tiempo de tratamiento
salino. Es interesante resaltar que la mayor diteaeen el contenido de agua al final del
tratamiento salino (6 dias) se observo en las hojenes, donde el contenido en agua
incrementd el doble durante el tratamiento (des®@lg §* PS inicial a 15,9 g §PS final),
mientras que en WT se mantuvo constante en tori®. &Jn comportamiento similar se
observé en apice y hoja adulta. En tallo (jovendul@), el contenido de agua fue
significativamente mayor en el mutante que en W@ sas 6 dias de tratamiento, cuando
las hojas tienen ya un elevado estado de hidrata€ioraiz, no se observaron diferencias
significativas entre WT y mutante a lo largo delripdo de tratamiento salino,
incrementando de manera similar el contenido de agmedida que avanzé el periodo

de tratamiento.

Respecto a la distribucién de Nen la planta, se observé que el incremento de la
concentracion de Naen la parte aérea del mutante fue significativaenenperior con
respecto al WT desde los 2 dias de la aplicacidrestees Figura 30). Aunque la
acumulacion de Naaumenta en el mutante desde apice a la hoja athdtacrementos
respecto al WT son similares en apice, hoja jovanjg, siendo la acumulacién mas de
4 veces mayor en el mutante que en el WT. Estasedifias en la acumulacion de*Na
se observaron también en el tallo (tanto joven cbasal), siendo el incremento de*Na
dos veces mayor en el mutante que en WT durarttataimiento salino. Es interesante
sefialar que la distribucion de Nan las plantas WT reflejé el mecanismo tipicaomeste
frente al estrés salino, acumulando mayor canti@adNd en raiz y tallo (donde se
alcanzan los mismos niveles después de 6 dias@eniento) seguido de hoja adulta,
con el fin de proteger los tejidos jovenes en delarde la llegada masiva de Nasi,
la concentracion de Naue se alcanz6 en hoja joven después de 6 dimatdmiento
fué 1059 mmol kg PS, frente a 2211 mmol KPS en el tallo joven. Sin embargo, las
concentraciones en hoja y tallo joven del mutarde similares (4613 y 4784 mmol kg
1 pPS, respectivamente), lo que explica la rapidealeanzar niveles toxicos en las hojas
joévenes del mutante tras la aplicacion del estrésaimente, la muerte celular, como se

observé en el mutante que no fue capaz de sopoésde una semana la salinidad.
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Figura 29. El mutanteshe-1 incrementa el contenido de agua de la parte aérean la salinidad (100
mM NaCl). Las plantas se desarrollaron en cultivo hidropdryicel tratamiento se aplicé en el mismo
cuando las plantas habian desarrollado 5 hojasderds. Valores medios + ES. * Diferencias entrdiase
(LSDso).
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Figura 30. La hipersensibilidad del mutanteshe-1 a la salinidad esta relacionada con un alto

transporte de N& a la parte aérea.las plantas se desarrollaron en cultivo hidroppyi@l tratamiento

salino (100 mM NacCl) se aplicé cuando las plantdsdn desarrollado 5 hojas verdaderas. Valoresosedi
+ ES. * Diferencias entre medias (LS.
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En cuanto al contenido enf Ken condiciones control (dia 0) el mutante mosira
ligera menor concentracién de kKn todos los tejidos analizados de la parte adea
respecto al WT, aunque sin diferencias signifieaifabla 20). Sin embargo, tras 6 dias
de tratamiento salino (100 mM) la reduccién dedacentracion de Ken el mutante,
respecto a WT, fue significativamente superioragios los 6érganos analizados, desde la
raiz hasta el apice, que en WT, lo que puede eskacionado con el antagonismo
existente entre los iones N@K*, de modo que una alta concentracién dérdduce el
transporte de Ka la parte aérea (Chex al, 2005; Huet al, 2005; Tavakkoliet al,
2011).

Tabla 20. Concentracion de K en diferentes tejidos de plantas WT y mutante eroadiciones control
(dia 0) y después de 6 dias de tratamiento salintOQ mM de NacCl) (valores medios + ESY.Valores
medios de WT y mutante significativamente diferemara el mismo tiempo y parte de la planta argdiza
(* Diferencias entre medias, LS&).

Concentracion de K (mmol Kg* PS)

Tejido Genotipo Control Sal
- WT 1.253,7.+100,1 1.027,8 +49,3*
Apice
she-1 1.052,1 + 50,7 810,3 + 30,0
. WT 840,6 + 50,9 528,1 + 47,7 *
Hoja joven
she-1 743,6 + 48,4 386,0 + 12,1
. WT 913,2+97,9 375,7+255*
Hoja adulta
she-1 783,0 + 49,3 248,8 + 17,6
: WT 1.442,3 +224,2 1.336,0+78,6*
Tallo joven
she-1l 1.216,7 +120,8 1.104,1 + 53,3
WT 1.388,3+219,5 1.049,8 +41,8*
Tallo adulto
she-1l 1.117,5+ 91,0 662,8 + 88,4
Raiz WT 1.421,2+89,6 1.279,1+89,5*
she-1 14918 +167,1 989,5+ 60,9

La evolucion de la relacion N&K* en todos los tejidos de la parte aérea de las
plantas mostré una tendencia bastante similanbdarvada en la concentracion dé€,Na
con un aumento desde el primer muestreo (2 diaaluhédad) hasta el fin del tratamiento
(6 dias) en el mutante respecto al Wrig(ra 31). Destaca el importante aumento de la
relacion Na/K* en las hojas jovenes y adultas, alcanzando eprilm&ras un valor de
11,5 respecto a 2,2 en WT y en las segundas un dl@5,4 respecto a 4,1 en WT, lo
gue nuevamente demuestra la incapacidad del mytardeevitar la citotoxicidad en las

organos en desarrollo.
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Figura 31. La hipersensibilidad del mutanteshe-1 a la salinidad esta relacionada con valores muy
elevados en la relacién N@&K™* en hojas jovenes y adultasLas plantas se desarrollaron en cultivo
hidropdnico y el tratamiento salino (100 mM NaChgdico cuando las plantas habian desarrolladgas ho
verdaderas. Valores medios + ES. * Diferenciaseemiedias, LSB).
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Finalmente, el grado de dafio oxidativo se analiztagrimera hoja desarrollada

mediante tincion DAB (3,3 diaminobenzidina) antesaglicar el estrés (dia 0) y después
de 6 dias de tratamiento salino (100 mM de Na@@}. hojas control de WT y mutante
no mostraron areas de color marrén, indicativda deumulacién de #D., mientras que
si aparecieron en condiciones de salinidad, siehdoea de las manchas detectadas en
las hojas del mutante significativamente mayor gjuee las plantas WTF{gura 32).
Este resultado sugiere que el estrés salino inguceayor estrés oxidativo en el mutante,
debido probablemente al deterioro del aparato ifut&tsco como consecuencia del efecto
toxico provocado por la alta acumulacion dé B estos tejidos (Chen y Murata, 2011;
Saleenet al, 2012; Shaheeet al, 2012).

lcm

Figura 32. El grado de estrés oxidativo inducido pda salinidad es mayor en el mutanteshe-1 como
refleja la tincion de DAB. Los circulos rojos indican el grado de dafio oxidatletectado en foliolos de
plantas WT (Derecha) y mutante (Izquierda) el d{a)d/ después de 6 dias de tratamiento salind@dn
mM de NaCl (b).

Para completar la caracterizacion fisioloégica deitante, se realizé un dltimo
ensayo en las mismas condiciones de cultivo yrnatato salino (100 mM NacCl), con el
objetivo de corroborar la alta velocidad de tramspde Na a las hojas jovenes del
mutante y comprobar si la acumulacion dé Bistaba o no asociada con un mayor flujo
de evapotranspiracion. Al analizar la concentrad@iNd en hojajovenalos0,1,2y 4
dias de tratamiento salind-igura 33a), se observé que el mutante duplicaba la
concentracion de Narespecto al WT tan solo después de un dia dentiextéo, y
continud incrementando la acumulacion de manerdasianlos resultados obtenidos en

el experimento anterioF{gura 30).
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Figura 33. Concentracion de Na(a) y medidas de conductancia estomatica y tasa ttanspiracion
(b) en hoja joven de plantas WT y mutanteshe-1 desarrolladas a 100 mM de NacCl (valores medios +
ES). * Diferencias entre medias (LS§).

Tras analizar la conductancia estomatich Yda tasa de transpiracion (E) en las
mismas hojas jévenes a los 0, 1, 2 y 3 dias dentiahto Figura 33), se observo que la
mayor acumulacion de agua junto con la dé éalas hojas del mutante podria ser como
consecuencia de un mayor flujo de evapotranspmadiéi, los valores medios de

transpiracion fueron similares en WT y mutante @mtrol (dia 0). La salinidad provocé
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un marcado descenso dgydranspiracion en ambos genotipos, debido prapadnte al
cierre estomatico, sin embargo tras dos dias dantrento esta disminucion fue
significativamente menor en el mutante que en Wtogresultados ponen de manifiesto
que el mutante podria estar perdiendo mas aguajarmpbr mayor transpiracion, lo que
induciria un mayor transporte de agua conjuntamemteNd y, por tanto, un rapido

estrés idnico.

2.2.Expresion de genes implicados en el transporte deaN

El alto transporte de Na la parte aérea del mutante también podria sezans&cuencia
de la alteracién en los niveles de expresion degémees implicados en el transporte a
larga distancia de Naes decir desde la raiz a la parte aérea. Paraeelinaliz6 en raiz
y en la 12 hoja completamente desarrollada degdaMT y mutante la expresion de los
principales genes implicados en el transportegaldistancia de Nacomo sorSISOS1

y SIHKT1s(Figura 34). En este ultimo caso se determind la expresionadedos
isoformas identificadas en toma®HKT1;1 y SIHKT1;2La expresion relativa de los
genes se calculd utilizando como referencia laesipn génica obtenida en las plantas
WT (hoja o raiz en cada caso) a 0 horas del tratamsalino (condiciones control), a la
gue se otorgd un valor de 1. En raiz los cambics significativos se observaron en la
expresion deSIHKT1s ya que la expresion de las dos isoformas, printipate
SIHKT1;], estaba inhibida en la raiz del mutante respddféTa tanto en control como
después de 24 horas de sal (100 mM NaCl). La eor&$HKT1;1 no se vio muy
afectada por la salinidasin embargo la salinidad indujo una disminuciéihaegxpresion
de la isoform&IHKT1;2 tanto en raiz del WT como del mutante, aunquel emutante
los niveles de expresion eran significativamentaones que los de WT. En el caso de
SISOSZEn raiz, aunque se observo una ligera tendemeia al mutante presentara mayor
expresion en ausencia de estrés (control), lasediééas entre WT y mutante no fueron

significativas ni en control ni en sal.
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Figura 34. Niveles de expresion de los gen8i#1KT1;1, SIHKT1;2 y SISOS1 en raiz y hoja de plantas
WT y mutante she-1 en control (dia 0) y después de 1 dia de tratamiensalino (100 mM de NacCl)
(valores medios_+ ES)* Diferencias entre medias (LS.

En hoja el papel de estos genes se ha relacioaatuién con la capacidad para
evitar la citotoxicidad del Neen el citoplasma celular (Almei@d al, 2013; Hamamoto
et al, 2015). Al igual que en la raiz, en hoja los caralmas significativos se observaron
en la expresién de [0$IHKT1s (Figura 34). En WT, la salinidad indujo un
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comportamiento opuesto en la expresion de estignsas, mientras que aumentaba con
la sal la expresion d8IHKT1;], la expresion dSIHKT1;2se reducia hasta 0,3, lo que
sugiere que ambos genes pueden estar implicadhfesntes mecanismos de respuesta
a la salinidad de la hoja, como ya ha sido sugeyaitatros autores (Asiret al, 2013).

En el mutante, sin embargo, la expresion de andmdermasSIHKT1;], y SIHKT1;2
estaba fuertemente inhibida por la salinidad. Eantma la expresion &SOSZ¥n hoja

no se observaron diferencias significativas entré W mutante sin y con estrés,
aumentando la expresion @&#SOS1ltras 24 horas de tratamiento salino en ambos
genotipos por igual. Estos resultados sugieredajakta acumulacion de Nan la parte
aérea del mutantshe-1lhipersensible a la sal podria estar relacionaddacalteracion

en el patron de expresion de los gedktKT1s.

2.3.Importancia de la raiz y parte aérea en la sensihiad a la sal del mutanteshe-
1

Para completar la caracterizacién del muteasite-1se realiz6 un experimento
intercambiando la raiz y parte aérea de WT y matargdiante injertos, y comparando
la respuesta frente a la salinidad de los injggogprocos WT como esquejslye-1como
portainjerto (WTghe-) y el reciproco ghe-IWT) con la respuesta de las plantas
autoinjertadas de WT y mutante (WT/WTshe-1/she-1)Los injertos reciprocos se
compararon con las plantas autoinjertadas debmioeshay un desfase en el desarrollo
entre las plantas no injertadas e injertadas, yatigne que producirse la union de los

haces vasculares para volver a reanudar el ddsaffernandez Garcia, 2003).

Antes de aplicar el tratamiento salino (dia 0),dekarrollo de las plantas
autoinjertadas y de los injertos reciprocos entfewvhutante fué similarHjgura 35a).
Sin embargo, a los 2 dias de tratamiento salin® 18 NaCl) las plantas autoinjertadas
del mutanteshe-1(she-1/she-ly la combinacion WBhe-1mostraron clorosis en sus
hojas, mientras que las otras dos combinaciones\WWTy she-YWT) no mostraron
ningln sintoma de estrés por salinid&igyra 35b). Estas diferencias frente a la
salinidad se hicieron mas evidentes tras 5 diasathmiento, donde la hipersensibilidad
a la sal de la combinacion Wshe-1siguio siendo similar a la observada en las ptanta
autoinjertadas del mutantshg-1/she-Jl con hojas basales secas, quemaduras en las
hojas completamente desarrolladas y alto gradolatests, sobre todo en las hojas
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jovenes (Figura 35c¢). Los valores medios de peso fresco de parte aérea y raiz fueron
significativamente mas bajos en los injertos WT/she-1 y she-1/she-1 que en las otras dos
combinaciones, lo que demostrd6 que estas plantas redujeron significativamente su
desarrollo general tras 5 dias de tratamiento. Las plantas autoinjertadas de WT y de la

combinacion she-1/WT, sin embargo, solo vieron afectado su desarrollo en la parte aérea,

pero en menor grado que las otras dos combinaciones (Figura 36).

Figura 35. La raiz es el principal 6rgano responsdb de la sensibilidad a la sal del mutantshe-1. a)

El desarrollo de las plantas autoinjertadas de Wmugante (WT/WT yshe-1/she-1y los injertos
reciprocos entre WT y mutantshe-IWT y WT/she-) era similar justo antes de aplicar el tratamiento
salino (dia 0). b) A los 2 dias de tratamientongali150 mM NacCl) solo las plantas autoinjertadds de
mutanteshe-1y la combinacion WEhe-1mostraban ya sintomas de clorosis en sus hoj@espués de

5 dias de tratamiento, la hipersensibilidad a lalsemutante y de WEhe-1es muy evidente, con hojas
secas y alto grado de clorosis.
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Figura 36. Cuando el mutanteshe-1 actiia como portainjerto (WT/she-1 y she-1/she-1) se reduce el
peso de la raiz y parte aérea de los injertos ahfil del tratamiento salino.Peso de la raiz y parte aérea
de las plantas autoinjertadas de WT y mutante (WITM8he-1/she-1y los injertos reciprocos entre WT
y mutante $he-TWT y WT/she-) el dia 0 y después de 5 dias de tratamientaos@lalores medios + ES).
Letras diferentes para el mismo dia de tratamiérdra diferencias significativas. (Diferencias rent
medias, LSby).

Las concentraciones de los ioMes, K y la relacién Na*/K* se analizaroen raiz
y hoja antes de aplicar el tratamiento salino (dia 0) y tras 2 y 5 dias de tratamiento salino
(150 mM NaCl). Con este analisis se constatd que cuando el portainjerto era el mutante
y la parte aérea WT (WT/she-1), la homeostasis idnica de Na” y K" era muy similar a la
mostrada por she-1/she-1, mientras que cuando el mutante se utilizaba como esqueje, la
distribucion de iones durante el tratamiento salino fue similar a la mostrada por las plantas
WT, tanto autoinjertadas como no injertadas (Figura 37). Asi, mientras que en raiz solo
se observé una tendencia a aumentar la concentracion dda® en las dos combinaciones
sensibles a sal a los 5 dias de tratamiento, en hoja la concentracion d&a" se duplicé en
WT/she-1'y she-1/she-1 a los 2 dias de tratamiento (datos no mostrados), respecto a las
otras combinaciones, y continu6 incrementando tras 5 dias tratamiento salino (Figura
37a). La concentracion de&K* también tendié a reducirse en las hojas de ambas
combinaciones a los 5 dias de tratamiento, aunque sin diferencias significativas (Figura
37b), lo que indujo valores de la relacion Na'/K" en hoja mucho mas elevados en WT/she-
1y she-1/she-1 que en las plantas autoinjertadas de WT y la combinacion she-1/WT
(Figura 37¢). Ast, los valores de la relacion Na®/K* fueron proximos a 14 en los injertos
que tenia el mutante en la raiz y 4 en los otras dos. Considerados en conjunto, estos

resultados muestran la importancia de la raiz en la sensibilidad a la sal del mutante.
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Figura 37. La elevada acumulacién de Nay relacién Na/K* en hojas de las plantas autoinjertadas
del mutanteshe-1y en las plantas injertadas WTéhe-1 estan relacionadas con la hipersensibilidad a

la sal. Concentraciones de N@), K" (b) y relacion N&K* (c) en raiz y hoja de plantas antes de aplicar el
tratamiento salino (dia 0) y a los 5 dias de traata salino (150 mM NacCl; valores medios + ES)rae
diferentes para el mismo dia de tratamiento indiéerencias significativas (Diferencias entre mesdia
LSDsy).
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V. CAPITULO |

DISCUSION

1. Interés de utilizar la especie silvestreS. penndlii para identificar mutantes

implicados en tolerancia a salinidad

Para mantener el desarrollo en condiciones desesai#o, las plantas deben recuperar
la homeostasis i6nica y osmética (Munns y Testé082 Desde un punto de vista
agrondémico, la primera cuestion que nos planteaaa@®mo llegar a identificar genes y
mecanismos que tengan un papel realmente impotante respuesta al estrés salino a
largo plazo (Hirayama y Shinozaki, 2010). Reciersta, Shavrukov (2013) cuestionaba
los genes que se identifican como respuesta aaquelsalino y que se inducen durante
los primeros minutos o primeras horas de exposiéiéhn al comparar los que se inducen
por choque salino con los genes que se inducensalango plazo, observd que los
patrones de expresion de genes eran muy diferekdesnas, Blum (2011) sugeria que
entre los cientos de genes de respuesta a eslr&oltjue se identifican a corto plazo,
solo una pequefia proporcion de ellos pueden dereate importantes desde el punto de
vista de la productividad. Por ello, la estratagibzada en este trabajo para avanzar en
el conocimiento de los mecanismos de tolerancialiaidad en tomate cultivado y
silvestre ha sido el fenotipado a medio y large@lde mutantes en condiciones de

salinidad.

En este contexto, el analisis detallado de un nelt@presenta uno de los caminos
mas exitosos para determinar la funciéon de un genofori et al, 2009; Giménezt
al., 2010; Atkinson y Urwin, 2012). El empleo de empaoximacion tiene dos ventajas:
en primer lugar, la deteccion de un mutante regak el gen alterado tiene un efecto
clave sobre el caracter, ya que su alteraciongazade provocar un cambio cualitativo;
y, en segundo lugar, el fenotipo del mutante pernmterir la funcion del gen. Sin
embargo, no todos los mutantes identificados saambes insercionales, ya que algunas
de las lineas que exhiben alteraciones fenotigiceslen ser variantes epigenéticas
debido, entre otras causas, a una alteracionmoetso de metilacion del DNA (Mohan
Jain, 2001). Algunos de los mutantes que hemodgiidado también pueden ser de tipo
somaclonal, como consecuencia de la activaciéneteemtos transponibles, y por tanto

no insercional. La activacién de elementos tranigpesin vitro tiene los mismos efectos
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gue una mutacion insercional (anulacion de funci@tteracion de expresion de un gen
enddgeno), pero la diferencia estriba en que ekgeidgeno no queda etiquetado por el
T-DNA, sino por el transposon.

La mutagénesis insercional con T-DNA representdaeactualidad una de las
alternativas mas prometedoras para la identificagi@aracterizacion funcional de los
genes que regulan tanto el desarrollo como laaotéa o sensibilidad a diferentes
estreses abioticos. Esta herramienta se ha utlizatire todo erabidopsispara la
identificacion de genes involucrados en diferemiescesos bioldgicos (O’'Malley y
Ecker, 2010; Ghedirat al, 2013; Wilson-Sancheet al, 2014). El analisis de mutantes
de insercion se ha desarrollado también en otfeceEs de interés agronémico, como
arroz, maiz, soja, etc. (Jeehal, 2000; Mathietet al, 2009; Yiet al, 2009). En tomate,
la mayoria de las colecciones de mutantes existesgtdnan obtenido por mutagénesis
quimica con EMS y se han generado principalmenpartér del cultivar Micro-Tom
(Carvalhoet al, 2011; Okabet al, 2011; Saitcet al, 2011). Hasta la fecha, no tenemos
conocimiento de que se haya generado ninguna daatede mutantes de insercion a
partir de un cultivar de tomate comercial ni aip@® especies silvestres de tomate con
alto nivel de tolerancia a estreses abidticos, clas@ue se estan obteniendo entre los
tres grupos de investigacion que venimos colabaraledde hace unos afios (Ataeés
al.,, 2011; Pineda B., 2012). Esto justifica el intedédlevar a cabo el analisis fenotipico

de la coleccion de lineas T-DNA generadas en tomdtiwado v silvestre.

En este trabajo, el primer objetivo era la idecdiion de mutantes afectados tanto
en el desarrollo como en la tolerancia a la saihien la coleccion generada a partir de
una accesion tolerante a la salSlgennelliiBolarin et al, 1991; Alarcoret al, 1993;
Santa-Cruzt al, 1999). El interés de identificar mutantes de de#ia es doble, primero
por avanzar en el conocimiento de los genes ingie@n el desarrollo, pero en nuestro
caso por la relacion existente entre desarrolloegpuesta a estrés. Asi, algunas
alteraciones en el desarrollo pueden favorecerdpuesta a estrés, aunque la induccién
de ciertos mecanismos de defensa frente al esirdbidn puede suponer un coste
energeético importante y viceversa (Claeys y Ingé32 Cuiet al, 2014), tal como hemos
observado recientemente en el mutante de desaresi{restored cell structure by
salinity); este mutante no solo muestra un mayor desareollmedio salino sino que
todas las alteraciones morfolégicas desaparecem nearganiza la estructura celular
(Garcia-Abellanet al, 2015). La tolerancia a la sal & pennelliise ha atribuido a
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adaptaciones evolutivas que conducen a recupgr@ardente la homeostasis idnica y
osmotica (Bolariret al, 1995; Santa-Cruet al, 1999; Alfoceeet al, 2000), asi como a
una mejor proteccion frente a las especies reactieaoxigeno (Frargt al, 2010),
aungue la base genética para esas adaptacionesssgdo desconocida. El empleo de
una especie filogenéticamente relacionada con omajue presenta altos niveles de
tolerancia a distintos estreses abidticos pueda seejor eleccidén si queremos encontrar
genes relacionados con estos caracteres y querpapdgar cierta mejora a la especie
cultivada (Bolgeeet al, 2014).

2. Algunas alteraciones en el desarrollo vegetativo das plantas estan relacionadas

con una mayor tolerancia al estrés salino

La especie silvestr8. pennellii al estar adaptada a condiciones climaticas extremas
muestra caracteristicas morfolégicas que contribbieyda mejor adaptacion a estreses
abidticos, en comparacion con el tomate cultiv&apeste sentido, no es descartable que
mutantes clasificados priori como de desarrollo puedan tener un gran interés lpar
mejora de la tolerancia a los estreses abidticbsomparar tomate cultivado y silvestre,
es indudable que las diferencias fenotipicas stabies (Moyle, 2008; Chitwooet al,
2013; Koeniget al, 2013), y esos cambios en sus 6rganos vegetatiros hojas, que
exhiben diferencias en el tamafio, complejidad yfohmgia, han permitido a la especie
silvestre adaptarse a su entorno desfavorablewGbitet al, 2013). Sin embargo, los
estudios sobre las caracteristicas de las hoj& dennelliison escasos (Kimuet al,
2008; Tianet al, 2011). Recientemente, Chitwoad al. (2013) indicaban que la
morfologia foliar es altamente heredable, sieBdgennelliiun recurso valioso para
estudiar la variacion natural en las hojas. Dehmisnodo que el angulo de las hojas ha
sido responsable de la mayoria de los aumentandemiento de maiz en el siglo pasado
(Duvick, 2005; Tiaret al, 2011), la morfologia de las hojas puede ser ohet@nte, en
gran parte, de la tolerancia a estreses abiétycbasta ahora sélo una pequefa fraccion
de los genes que regulan la enorme variacion ddologfa de las hojas han sido
identificados (Chitwoockt al, 2013). En este sentido, se ha sugerido que haafgr el
tamafo de las hojas juegan un papel importantela egficiencia del uso del agua
(Parkhurst y Loucks, 1972; Givnish y Vermeij, 19P@porteret al, 2010; Nicotraet al,
2011; Chitwoocet al, 2012).
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El mutantesl-1 (succulent leaves}l de la especie silvesti®. pennellii es un
mutante de desarrollo identificado en la pobladi@il (dominante), y que muestra un
fenotipo compacto. El mayor interés del mutantsddesl punto de vista de la tolerancia
a estrés abiotico, es la morfologia de sus hogsplbr verde muy intenso, mayor grosor
y muy suculentasHgura 18), caracteristicas que le permite al mutante mantan
mayor nivel de hidratacion en sus hoj&gg@ra 19b). Estos cambios morfologicos y
fisiol6gicos observados en el mutante en ausergiasttés permiten a este responder
mejor al estrés ionico inducido por la salinideay(ra 20). Asi, el mutantsl-1 presenta
mayor acumulacion de 'Ky menor relacion N@K*, mecanismo opuesto al encontrado
normalmente en la especie silvestre, y llega imctushostrar menores sintomas de estrés,
como clorosis, que la accesion sin transformaradespecie silvestre. Estos resultados
ponen de manifiesto que la morfologia de las hegagna caracteristica muy importante

en la tolerancia al estrés salino.

3. El analisis de mutantes deS. pennellii demuestra la importancia de regular la

pérdida de agua como mecanismo de tolerancia a lalsidad

Frente al estrés osmatico inducido por salinidagquia, las plantas utilizan diferentes
estrategias que permiten mantener el turgor, bi@tdiante ajuste osmotico por
acumulacion de solutos inorganicos y organicos diamée la regulacion de la pérdida
de agua a traveés de las hojas (Verslues y Jue2@Et; Fang y Xiong, 2015). Aunque el
efecto osmotico se ha asociado generalmente aitasrps fases de estrés, en tomate se
ha comprobado que puede ser tan importante coefeab idnico a largo plazo, debido
al importante coste energético que supone laatilim de solutos organicos para realizar
el ajuste osmatico (Muielglayor et al, 2008; Munoz-Mayoet al, 2012). Precisamente,
uno de los mutantes identificados en tomate quee tenulada la expresién del gen
SIWAK1 (WALL-ASSOCIATED KINASE 43 tolerante al estrés ionico, ya que reduce la
acumulacion de Naen hoja y especialmente en las hojas superioegs, gensible al
estrés osmaotico debido a su menor capacidad die asimotico (Meco Martinez, 2015),

y esto se refleja en una reduccién del rendimienofruto del mutantevakl en

condiciones salinas.

En los ultimos afos, se esta dando gran importahciantrol de la pérdida de agua
de la hoja por transpiracion en condiciones deégsespecialmente después del estudio

comparativo entre la especie silvestre y cultivadilicado por Koenigt al. (2013), y
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con la informacién obtenida tras la secuenciaciéinggnoma de la especie silvesie
pennellii(Bolgeret al, 2014). Sin embargo, pese a su enorme relevascraig poco lo
gue sabemos en torno a los mecanismos y genesaups en el control de la pérdida de
agua por transpiracion y, ademas, hay discrepaanitsbibliografia a la hora de definir
la mejor estrategia para mejorar la eficienciaudel del agua por la planta (Tanatal,
2013; Lawson y Blatt, 2014). Asi, una estrateg@ppesta es aumentar la conductancia
estomatica para incrementar la tasa fotosintéti@ntras que la estrategia opuesta parece
ser mas eficaz en las especies tolerantes (Sha4la). Pero en condiciones salinas, la
mayor transpiracion de la hoja puede incrementaefetto téxico, como hemos
comprobado recientemente en el mutante de inseacsdn(altered response to salt stress
1), que tiene anulada la expresion de un factoraaeseripcion de tipo R1-MYB (Campos
Serrano, 2015).

La caracterizacion fisiologica de los mutansegculent leaves-1 (sl-1y salt
hypersensitive pennellii (shp-tlemuestra la importancia que tiene la capacidakh de
hoja para regular la pérdida de agua frente deaatacia/sensibilidad al estrés salino. En
este sentido, el mecanismo predominante en el teghmh es evitar la pérdida de agua,
bien por modificaciones en la densidad o morfolaigidos estomas, o bien por cambios
en la composicién o disposicion de las ceras daties de la hoja, ya que, como hemos
visto anteriormente, el mutansé 1l presenta hojas con foliolos crasos que provoca una
mayor tolerancia al estrés salino que WT. Por etraoio, el mutanteshp-1presenta
mayor pérdida de agua por las hojas, provocandonayar transpiracion y transporte de
aguay, a su vez, un mayor transporte del ion ¢dikig hasta las hojas en medio salino
(Figura 26a y 250). Esta alteracion fisiolégica del mutastg-linduce elevada clorosis
e hipersensibilidad a la salinidad desde los pséias de aplicar el estrés. El analisis
de ambos mutantes demuestra que el control derdiédpéde agua tiene un papel muy
importante en la tolerancia de la especie silvdstrete a la salinidad y sequia. Esto ha
sido confirmado recientemente al comparar la regpudel tomate cultivado y silvestre
y observar que la mayor tolerancia 8e pennelliiestaba relacionada con mayor
temperatura de la hoja durante el estrés salindidagor termografia infrarroja, y, por
consiguiente, con menor pérdida de agua, lo qpensitia diluir los iones salinos que
llegan hasta las hojas (Albaladebal, 2015a).

Otra estrategia que puede suponer un important@nmseco para optimizar la
productividad del agua bajo condiciones salinda educcion en la densidad estomatica,
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tal como se ha observado en diferentes halofitasligso en algunas glicofitas tolerantes
a salinidad (Shabala, 2013), y esta estrategia@aaenbién ser utilizada p8t pennellii
(Albaladejoet al, 2015b). La razon es que la transpiracion cudicastd normalmente
concentrada en el area que circunda a los estatnade hay mas y mayores poros
cuticulares, por lo que tener menor nimero de esta@ompletamente abiertos puede ser
una estrategia mas eficaz para evitar la pérdidagie que tener muchos estomas
parcialmente abiertos (Shabala, 2013). Sin embdagmayor pérdida de agua en el
mutante hipersensible a sshp-1 no estaba relacionada con una mayor densidad
estomatica, ya que el nimero de estomas no salwr@mentaba sino que incluso habia
una tendencia a reducirse en el mutaRigufa 26b), lo que sugiere que la pérdida de

agua en el mutante puede ser a través de la auticul

Cuando se habla de pérdida de agua a través dgalgéneralmente se considera
el agua perdida por transpiracion estomatica, peceentemente se ha empezado a
considerar el agua perdida por la cuticula @val, 2012; Fanourakist al, 2014). Asi,
el mayor contenido de ceras en la composicion deti@ula de la especie silvese
pennellii (hasta un 20% del peso seco de las hojas, resperi®,9% en las hojas 8e
lycopersicuny puede ser un mecanismo clave para limitar laigérde agua (Fobest
al., 1985). Tan marcado aumento en la acumulaciéredses @picuticulares se relaciona
con diferencias significativas en la expresion @émeg ortdlogos asociados con la
deposicion de las ceras en8elycopersicuny S. pennellii(Koenig et al, 2013). Por
ejemplo, la expresion de dos genes que codificaa @azimas que intervienen en la
produccion de precursores de componentes de ddéicas, ECERIFERUMG(CERS
y ECERIFERUM10 (CER1Q (Millar et al, 1999; Fiebig et al, 2000) es
significativamente superior e®. pennelliien comparacion cors. lycopersicum
Recientemente, hemos realizado un analisis de arrep en hojas procedentes de
plantas de tomate cultivado y de la especie silw&stpennellien condiciones de sequia
y hemos observado diferencias entre ambas espatigspatron de expresion de genes
involucrados en la eficiencia del uso del aguduido un gen implicado en la biosintesis
de ceras que incrementa su expresionSermpennellii(Albaladejoet al, 2015a, b).
Considerados en conjunto, se puede concluir quergtol de la pérdida de agua por la
hoja tiene un papel muy importante en la toleradelatomate frente a la salinidad y

sequia.
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4. Relacion entre tolerancia a la salinidad y homeossis de K

Numerosos estudios han sugerido una relacion pastitre el contenido de*ken la
planta y la tolerancia a la salinidad (Chetral, 2005; Garthwaitet al, 2005; Cheret

al., 2007; Smethurset al, 2008; Cuinet al, 2011). Para identificar los mecanismos
determinantes de la tolerancia a la salinidad®adpecies silvestres, seria de gran interés
avanzar en el conocimiento de los mecanismos geeaonpen las halo6fitas para ser
capaces de discriminar entré i Na" y mantener la homeostasis dé ¢h ambientes
salinos. Interesantemente, el mutasitd de S. pennellimejora la homeostasis de.K
Como hemos visto anteriormente, este mutante ni@straa mayor tolerancia al estrés
salino qgue WT y a su vez presentaba un mayor ciolstele K tanto en control como en
estrés salinoHigura 20¢), lo que indica que la mutacion induce una maganailacion

de K" que puede estar relacionada con la mayor tolexatedimutante al estrés salino,
(Tahal et al, 2000; Rengel y Damon, 2008). Por el contrarid<edisminuye con la
salinidad en el mutanshe-1(Tabla 20) y, como consecuencia de esta disminucién, junto
con la elevada acumulacion de'Na relacion NaK™ es mucho mayor en la parte aérea
de las plantas del mutante hipersensible alsall La relacion NaK™ es probablemente

el mejor caracter que refleja la homeostasis igleanodo que un menor valor de esta
relacion Na/K™ se puede correlacionar con una mayor tolerankiagalinidad (EstaBt

al., 2005).

5. La regulacion del transporte de N4 a la parte aérea es un mecanismo de

tolerancia comun en la especie cultivada y silvegtr

El efecto especifico inducido por la salinidad &gdxicidad i6nica provocada por la
acumulacion de iones salinos, especialmentg(Nasegawa, 2013; Maathuis, 2014). En
tomate, se ha demostrado que la tolerancia ailddsad esta asociada con la capacidad
de regulacion del transporte de'Ni@sde la raiz a la parte aérea a medio-largo ,pda&zo
como la distribucién de Nantre hojas adultas y jovenes (Estaél, 2005; Oliast al,
2009; Cuarteroet al, 2010). Las plantas haléfitas han desarrollada serie de
adaptaciones para tolerar concentraciones muy attes sales, tales como
compartimentacion de iones en las vacuolas cefjlgténdulas secretoras de sales y la
regulacion de la absorcion y transporte de ionkesv@rset al, 1986; Colmeet al, 2006;
Flowers y Colmer, 2008; Shabala y Mackay, 2011 )ad@acidad de las plantas haléfilas
de utilizar Na como un agente osmético para mantener la turgergidar, menos
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costoso que los solutos organicos, implica quezéllidgue con rapidez a la parte aérea
de las plantas a través de la corriente de tra@pir después de imponer el estrés
(Shabala y Mackay, 2011), mostrando una estratpgease ha denominado ‘incluidora’,
tipica de la especies tolerantes a la salinidadafBoet al, 1993; Bolariret al, 1995;
Estafiet al, 2005). Pero la regulacion del transporte dé &l& largo del periodo de
exposicidn al estrés es un mecanismo que deberdprta en la especie cultivada como
en la especie silvestre, como se demuested erutante hipersensible a séip-1deS.
pennellii (Figura 22 y 250.

Una respuesta fisioldgica similar a la mostradagbonutanteshp-1deS. pennellii
es la que presenta el mutante de tomate hiperéermsialshe-1 con elevada clorosis
foliar durante el tratamiento salinfigira 28a), la cual parece estar también causada por
el alto transporte de Ndasta las hojagigura 29). En ambos mutanteshp-1y she-1
parece no existir ninguna barrera para transpbidar la parte aérea, acumulandose en
gran cantidad en las hojas y tallo de las plantaamtes, pero no en raiz donde la cantidad
de N4 es similar a WT. También la estrategia de ambdambes para intentar reducir el
efecto toxico del Naes incrementar el contenido de agua en las higasste modo no
eliminan per seel contenido de Na pero si diluyen su concentraciéon a nivel celular
(Hasegawa, 2013).

Aunque se ha avanzado en la identificacion de gemggados en la absorcion y
transporte de Nasin embargo aun hay un gran desconocimiento dalpercepcion,
sefializacion y regulacion del flujo de™Nan la planta (Hasegawa, 2013; Maathuis, 2014).
Ademas, hay evidencias de que los genes implicadedsen ser diferentes en cada
especie. Asi, los mecanismos de respuesta a estAgabidopsisy arroz son distintos
(Nagateet al, 2008), los ortdlogos d@OSIno cumplen la misma funcién Amabidopsis
y tomate (Olia®t al, 2009) y hay una amplia variedad de transportadbed< (Gomez-
Porraset al, 2012). Por lo que respecta a los ga3's hay uno emrabidopsis dos
en tomate (Asin®t al, 2013) y nueve en arroz, siete funcionales y dgmigogenes
(Garciadeblagt al, 2003). Teniendo en cuenta la diversidad de geikeks no es de
extrafiar que los ortélogos de esta familia cump&gpeles diferentes (Huaegal, 2008;
Jabnounet al, 2009; Watergt al, 2013). Con relacion al tomate, se ha demostrado q
la ruta SOS no solo ejerce un papel en la salidNalepor la raiz, sino que también
interviene en la redistribucion dentro de la pld@baset al, 2009; Huertast al, 2012).
Respecto al papel d¢KT1 en la tolerancia a la salinidad del tomate, réegeresultados
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sugieren que ambas isoformas estan involucradisreduccion del transporte de Na
la parte aérea (Asiret al, 2013; GarcidAbellanet al, 2014).

Es interesante sefialar que en el mutante hipebseradi estrés ionicahe-1 la
toxicidad de Naen hoja esta relacionada con una alteracion emivetes de expresion
de los geneSIHKTs(Figura 34). Asi, en la raiz del mutante se encuentra sielacla
isoformaSIHKT1;], tanto en condiciones control como a las 24 hdeasstrés salino
(Figura 34d). Una mutacion disfuncional en el gatHKT1;1 enA. thalianaconfiere a
la planta mutanteathk1-3 una hipersensibilidad en hoja en condicionesstié salino,
reflejado fenotipicamente en una severa cloro$iarfMaseret al, 2002; Berthomieet
al., 2003; Sunarpet al, 2005), de manera similar a la respuesta obseeméamutante
she-1 Moller et al. (2009) mostraron que la sobreexpresionAtldKT1;1 en raiz de
Arabidopsisprovoc6 una disminucion de Nan la parte aérea de la planta del 37-64%.
En cuanto a la isoform&8IHKT1;2 se ha sugerido que juega un papel importanta en |
recuperacion de Nale xilema evitando que se acumule en las hojagugaina mayor
expresion deSIHKT1;2 en S. lycopersicumse ha correlacionado con una menor
acumulacion de Neen las hojas (Almeidat al, 2014; Garcia-Abellaet al, 2015). En
el mutanteshe-1 la expresion dSIHKT1;2se encuentra muy reducida en condiciones
control y practicamente inhibida tras 24 horasrdamiento salino. A nivel de hoja, se
detecta una inhibicion en la expresién de ambderimas deHKT1 en condiciones de
estrés salino, lo que podria ser una consecueadardayor llegada de Na las células
de la hoja. Asi, el mutanghe-1trataria de evitar o reducir la entrada masivilaea las
células de las hojas mediante la inhibicion degleisesHKT1s En resumen, la region
alterada del genoma en el mutastie-laltera, de manera directa o indirecta, la expnesié

de los geneblKT1y, por tanto, la homeostasis de'Na

Mediante injertos reciprocos entre WT y mutanteaeomprobado que la raiz es
el organo responsable de la sensibilidad a laedahdtanteshe-1(Figura 35). A los 5
dias de tratamiento salino (150 mM NaCl), las plaatutoinjertadas del mutastee-1y
las plantas con el mutansbe-1como portainjerto (WEhe-) mostraban hojas basales
secas, quemaduras en las hojas completamentedlleskas y alto grado de clorosis en
todas las hojas y, especialmente, en las hojasgdvédemas, la homeostasis i0nica de
Na’y K* en las plantas W$he-1lera muy similar a la mostrada por el mutantentras

gue cuando el mutante se utilizaba como esquejdistabucion de iones durante el
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tratamiento salino era similar a la mostrada perglantas WT Kigura 37). Estos
resultados sugieren que la mutacion podria eseraabo de forma directa o indirecta
algin mecanismo de respuesta a salinidad en ly e8ia alteracion hace que la planta
transporte de forma masiva Na la parte aérea. La no observacion de fenotipo de
sensibilidad en el injerto que tiene como esquejawtante sugiere que la sensibilidad
del mutante no parece ser debida por un mayor flejtranspiracién por mayor pérdida
de agua en la hoja como se ha apuntado antericgméstdecir, no es que la mayor
transpiracion en el mutante aumente el transp@tegda y con ella se arrastre"dda
parte aérea, sino que mas bien parece que la mayoulacion de agua observada en el
mutante podria ser un efecto indirecto, como uentiot de la planta por diluir la mayor
llegada de Naa las hojas.

Flowers y Colmer (2008) sugerian que la toxicidedNa en el metabolismo de
las plantas no difiere en gran medida entre ha®fjt glicofitas, lo que esta de acuerdo
con los resultados obtenidos en los mutantes datéosilvestre y cultivadslp-1y she-

1). EI Na" que es absorbido por la planta desde el medioosdébe ser secuestrado de
manera eficiente en las vacuolas para evitar smalagion en el citosol (Shabala y
Mackay, 2011). Pero como la capacidad de almacewaajgolar tiene un limite, tanto la
especie “incluidora”$. pennell) como “excluidora” §. lycopersicupdeben ser capaces
de regular el transporte de Nwsta las hojas, aunque ello ocurra a diferentedas de
estrés o diferentes periodos de tratamiento. Asésar de ser de especies diferentes, los
sintomas de sensibilidad a la sal en los mutasitpsly shed son muy similares, y en
ambos casos estan causados por una desregulattéemdporte de Nahasta las hojas,
aungue este transporte pueda estar provocadofprerdes alteraciones. Estos resultados
reflejan la importancia de ambos mutantes en krdatia/sensibilidad al estrés salino.
Debido a que ambos mutantes no son insercionalds, a&ctualidad se estan utilizando

diferentes estrategias para llegar a la clonacdbigeh alterado en cada mutante.

Debido a la gran complejidad de los mecanismosequaean el tomate cultivado
y, especialmente, las especies silvestres para franée a la salinidad, la identificacion
y caracterizacion de estos mutantes puede proparciavances importantes en el
conocimiento sobre los mecanismos involucradosaeadaptacion a las condiciones
desfavorables. Dada la alta capacidad de adaptdeitmespecie silvest& pennelliila
identificacibn de mutantes alterados en la pérdidaagua por transpiraciéon y en la
homeostasis de Ng K" es la base para llegar a identificar genes clava lerancia a
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la salinidad de esta especie y que pueden ser alioses para la mejora del tomate

cultivado.

149






CAPITULO II.
RESULTADOS






V. Capitulo Il. Resultados

V. CAPITULO IL.

CARACTERIZACION DEL MUTANTE DE TOMATE QUE TIENE ANU LADA
LA EXPRESION DEL GEN SICBL10

RESULTADOS

En la coleccion de mutantes T-DNA de tomate gerseaguhrtir del cultivar Moneymaker
(WT), el grupo del IBMCP identificé un mutante rem® de tomate (916 ETMM) que
era hipersensible al estrés salino tanto en cultiveitro comoin vivo. El analisis
molecular y genético de este mutante fue realizzmiguntamente por el grupo del
IBMCP vy el grupo de la UAL. El analisis de las semmtias flanqueantes del T-DNA
mostré que habia dos copias del T-DNA insertadd&retem, con el borde izquierdo del
T-DNAL1 frente al borde derecho del T-DNA2 en eltcemlel tandem. El thindem de dos
copias de T-DNA se localizé en el cromosoma 08gelkgenSICBL10(SGN locus
Solyc08g065330.2). Este gen codifica para una ra@igue actia como sensor de calcio
en el citoplasma de las células (proteinas sinsilarda Calcineurina-B, del inglés
CALCINEURIN B-LIKE PROTEIN J)0EI fragmento insertado caus6 una delecion de
1836 pares de bases (pb) entre la base 1634 agil@sala base 202 aguas abajo del
cododn de inicio de la traduccidon ATG del g8ICBL10(Figura 38). Finalmente, se
comprobé que habia co-segregacion genotipo-fenotgoque las plantas hipersensibles

al estrés salino portaban el alelo mutante en higosis.

Una vez finalizada la caracterizacion molecularrdetante, el grupo del IBMCP
selecciond una linea homocigota para la mutacioe,sg ha denominadbl10, y con
esta linea se han realizado todos los experimatosaracterizacion fisiolégica y
funcional del mutante llevados a cabo en el CEBAS.

153



V. Capitulo Il. Resultados

Alelo mutante

= T2-R
RB RB
T-DNA1 T-DNA2
TGA
8,766
-1,634
G-F = <= G-R SICBL10
o Solyc08g065330.2

Alelosilvestre (WT)

Figura 38. Organizacion gendmica del geSICBL10 y del tandem de dos copias de T-DNA en el
mutante de tomatecbl 10 realizado por el grupo de la UAL.EI tandem de insercion de T-DNA dio lugar
a una delecion de 1836 pb entre la 1634 y 202 pdl genSICBL10 El nimero 1 indica el lugar de la
traduccién de partida, y 8766 indica el dltimo edtido de la region codificante. Los exones seasgtan
como cajas negras y las lineas entre cajas negnamtsones. Las lineas de puntos indican la pasici
donde se encuentra la insercion. Las flechas gnsisan los cebadores utilizados para el genotipel

la poblacién TG3. Los cebadores gendmicos espesificecto (G-F) e inverso (G-R) para amplificar el
alelo silvestre (sin insercion de T-DNA). El cebadnémico especifico directo (G-F) y el cebador
especifico para el T-DNA (T2-R) para amplificamtdlo mutante (lleva la insercion T-DNA)

1. Patron de expresion espacial del gelCBL 10 en tomate

El analisis del patron de expresion espacial delSIEBL10por RT-gPCR se realizo en
tejidos vegetativos y reproductivos de plantastadujcon 23-24 hojas completamente
desarrolladas) de WT y mutante cultivados en caoowigs control Eigura 39). El
mutante de tomatebl10 es un mutante nulo, ya que no se detecté expresibgen
SICBL10en ninguno de los érganos analizados. En los ésyaegetativos de las plantas
WT, el nivel de expresion mas altoSkCBL10se detectd en la parte superior de la planta,
incluyendo hojas apicales, hojas superiores (3%ef@ completamente desarrollada),
hojas medias (92-102 hoja completamente desarapladallo superior (al nivel de
insercion de las hojas superiores), con nivelesexjgesion similares. El nivel de
expresion fue disminuyendo conforme bajamos enalatg, tallo medio y hojas basales
(172 y 18° completamente desarrolladas) y finalméalto basal y raiz fueron los que

mostraron los valores de expresion mas bajos en WT.

Los niveles de expresion también se analizaroricereh 3 fases del desarrollo:

pre-antesis, antesis y post-anteBig(ra 39). Es interesante destacar los altos niveles de

154



V. Capitulo Il. Resultados

expresion encontrados en las flores, significateat® mayores que la expresion
detectada en los diferentes tejidos vegetativoizadas, y como los niveles de expresion
del genSICBL10tienden a disminuir a medida que avanza la fagkedarrollo. Ademas,

la expresion dSICBL10se analizé en frutos pequeios (diametro entr8 ¢ra) y fruto
desarrollado verde (diametro entre 5 a 6 cm), en@odose expresion &&ICBL10solo

en frutos en desarrollo, la cual fue similar anogeles de expresion detectados en las
hojas superiores y medias de la plakigyra 39). Se puede concluir que en los 6rganos
vegetativos la mayor expresion del gai€BL10se muestra en la mitad superior de la

planta, y en los drganos reproductivos hay unraitel de expresion en flores, pero no

en frutos.
Pre-antesis ,{/ =t i a
(%]
g Antesis _{/ ——t—lab
o
Post-antesis ,/A_—< b
§ Pequefio: 1-3 cm | — cd
=}
& Desar. verde (5-6cm) H

Apicales (Ha) #—‘ c
|

9 Superiores (Hs) #—4 cd
g Medias (Hm) H—m
Basales (Hb)  |—- d
Superior (Ts) [ —C
f:—?’ Medio (Tm) _—<d

Basal (Tb) -e
//

T T T T T // T T T
0 1 2 3 4 10 11 12 13 14 15

Raiz
[0

Expresion relativa SICBL10

Figura 39. Patrén de expresion del geisICBL10 en plantas adultas (23-24 hojas completamente
desarrolladas) de WT cultivadas en ausencia de eéf salino (control).Los resultados muestran los
valores de expresion del gen cuantificados por BE@BMpo real relativos al valor de expresién daia,

al cual se asigné valor 1. Como gen normalizadartiieé el factor de elongacié8IEf-1u. Los valores
son la media + ES de tres réplicas biolégicas (n¥8)ores con letras diferentes son significativatae
diferentes. Diferencias entre medias (ls&D

155



V. Capitulo Il. Resultados

2. La expresion del gerSICBL 10 se induce por estrés salino en tomate

Al estado de desarrollo de 6 hojas verdaderapjdasas fueron expuestas a estrés salino
en cultivo hidroponico, primero con 100 mM de Na@tante 24 horas y luego con 200
mM de NaCl durante los siguientes 5 dias de traaioi En primer lugar se analizo el
patron de expresion temporal del g&ICBL10 en hoja superior (13-22 hoja
completamente desarrollada) de plantas WT. Pasaadlhivel de transcripcion del gen
SICBL10se analizé en ausencia de sal (tiempo 0) y desfmi#g, 24, 30, 48, 60 horas y
6 dias de tratamiento salineigura 40a).

La expresion del geSICBL10se indujo significativamente por la sal después de
12 horas y alcanzo el nivel de expresion maxim® 2kahoras de tratamiento salino con
100 mM de NaCl. El posterior aumento de la coneeitdn de sal a 200 mM no produjo
un nuevo aumento de la expresion del §82BL1Q que se mantuvo constante durante
24 horas adicionales, y disminuyo a partir de ezgeralcanzando niveles basales después
de 60 horas de tratamiento salino. Sin embargdinal del experimento (6 dias) se
registré un segundo incremento de la expresiorcgé@SICBL10 Es interesante sefialar
que la induccién de expresion con la salinidad @désple varios dias de estrés no se habia
descrito hasta ahora para los homologos de esteemeariras especies. La segunda
induccién tardia por salinidad de la expresiongdel SICBL10podria indicar un doble
papel de este gen en el mecanismo de respuestaéd salino en tomate, uno a corto
plazo (horas) probablemente relacionado con ldigati®n del estrés, y otra a mas largo

plazo, implicado quizas en los procesos de recopergy adaptacion al estrés.

Una vez conocido el patrén de expresion temponarda el tratamiento salino, se
determiné si la induccién de la expresion del §E2BL10por salinidad se daba al mismo
nivel en todos los tejidosgigura 3b). Para ello se analiz6 la expresion a tiempo 0
(ausencia de estrés) y después de 2 dias de teatansialino (24 horas 100 mM y 24
horas 200 mM de NaCl). La expresion del §8@GBL10se analiz6 en raiz, hoja basal (52
hoja completamente desarrollada), hoja superior {122 hoja completamente
desarrollada), tallo superior (en la zona de iet®n de la 12 y 22 hoja completamente
desarrollada), hoja en desarrollo y hoja apicajah@rimordiales y meristemo apical).
Mientras que la expresion del gBICBL10no se indujo por salinidad en tallo, la cantidad
de transcrito incrementd significativamente cosdhnidad en raiz y en todas las hojas
analizadasHKigura 40b). Es interesante sefialar que, a pesar de suiejala expresion
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Figura 40. La expresion del gerSICBL 10 se induce por estrés salino en tomata) Expresion temporal
del genSICBL10en la primera hoja completamente desarrolladdategs WT a las 0, 12, 24, 30, 48, 60
horas y 6 dias de tratamiento salino. Los niveéesxgresion se normalizaron con el factor de eldnga
SIEf-1o. Se ha utilizado como referencia para los valdessxpresion génica el obtenido en la hoja superior
(13/22 hoja completamente desarrollada) cultivadausencia de estrés salino (tiempo 0 horas),eakqu

le dio un valor 1. Los valores son la media + ESrds réplicas (n=3). b) Expresion del gai€BL10
inducida por la salinidad en diferentes tejidodadplanta WT tras 2 dias de tratamiento salinoilcdn
100 mM de NaCl y 1 dia con 200 mM NaCl). Como valerreferencia se utilizo el valor de expresion
detectado en raiz en ausencia de estrés salinMjpahque se le dio un valor 1. Los valores somé&lia

+ ES de dos ensayos independientes con un tamanaastra n=5 cada uno. Valores con letras difesente
son significativamente diferentes. * Indica diferiais significativas entre medias (LS.
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en condiciones control, fue en raiz donde se obsarmayor incremento de expresion
del genSICBL10con la salinidad (3,6 veces). En las hojas, laanayduccion de la
expresion deSICBL10tuvo lugar en las hojas superiores completameesardlladas
(2,7 veces), seqguido por las hojas en desarrdipigales (2 veces), y el menor aumento
se registro en la hoja basal (1,3 veces). Estadtae®s sugieren que el g&CBL10
podria desempefiar un papel fundamental no sélo v&l nile parte aérea,
fundamentalmente en hojas superiores completardesterolladas, sino también a nivel

de la raiz.

3. La elevada sensibilidad a la sal del mutantebl10 esta relacionada con una

alteracion de la distribucion de N& en la planta

Para realizar la caracterizacion fenotipica y figjca del mutantebl10 se realizaron
tres ensayos independientes en cultivo hidropordonde la tasa de absorcion y el
transporte de los iones salinos a la parte aéreaielso mayor que cuando las plantas se
cultivan en suelo o sustrato inerte. Para elloytp@WT y mutante en estado de desarrollo
de 5-6 hojas completamente desarrolladas se sooretiestrés salino durante 6 dias (24
horas con 100 mM de NaCl y 5 dias adicionales €@ n2M de NaCl). Antes de aplicar
el estrés salino, las plantas WT y mutante prebantain fenotipo similar, con igual

desarrollo de parte aérea y reftiglira 41a y 9.

La sensibilidad a la sal del mutante se observppuiess de tan solo 2 dias de
tratamiento, con un mayor enrollamiento de las$gjana mayor reduccion significativa
del peso de la parte aérea con respecto a Mgur@ 41b y 6. Después de 6 dias de
tratamiento, las plantas WT aln no mostraban simorisibles de dafios por salinidad,
mientras que la parte aérea joven de las plantasutante, incluyendo el apice, las hojas
en desarrollo y el tallo joven, mostraban marchi¢éao y quemaduras y, finalmente,
estas plantas morian por colapso apiEajura 41c y d. Sin embargo, la parte aérea
inferior del mutante, incluyendo las hojas bassled tallo basal, asi como la raiz no
mostraron sintomas evidentes de sensibilidad al |@isndo su aspecto similar al de las
plantas WT Figura 41c y d. A pesar de la mayor sensibilidad a la sal deplastas
mutantes, estas no presentaron sintomas evidentsrdsis, sintoma caracteristico que
se observa en las plantas sensibles al estrégiiiacido por salinidad. De hecho, no
se detectaron diferencias significativas en el@aidb en clorofila entre el mutante y WT
a lo largo del tratamiento salino (datos no mosisadEn resumen, el fenotipo del
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mutante muestra que las mayores lesiones indupimaa salinidad tienen lugar en la
parte aérea superior del mutante, y de forma mé&sada en el apice (hojas primordiales
y meristemo) que queda colapsado y hojas en dédsano siendo estos tejidos donde se
observé el mayor aumento de expresion delli€BL10en las plantas WT por salinidad
(Figura 40b). Este resultado sugiere que el papel del®&@BL1Q tanto en raiz como

en parte aérea, tiene un papel critico en la primtrdrente a la salinidad.

En este experimento se analizaron las concentexida Nay K* en raiz, hoja
completamente desarrollada (12 y 22 hoja), talidlgdezona de insercion entre la 12 y 22
hoja completamente desarrollada) y en las hojatesarrollo incluyendo hojas apicales.
En lo que respecta al contenido de Kigura 423, las plantas WT mostraron el patrén
de distribucién de Naesperado para tomate cultivado en condicionesldedad. Asi,
la acumulaciéon de Ndué mayor en raiz que en parte aérea, y dentla jpigrte aérea la
mayor acumulacién de Ndenia lugar en tallo y hojas completamente deladas,
mientras que en las hojas en desarrollo el cordetédNa es mucho menor que en el
resto de tejidos, con el fin de evitar alcanzaeleis toxicos de Naen citoplasma y
proteger los érganos en crecimiento. Este patrodisteibucion de Nase encontrd
alterado en el mutante ya desde los 2 dias deniextto, y de forma mas marcada a los
6 dias, donde los niveles de*Naeron similares en todos los érganos analizadiesge
raiz hasta las hojas en desarrollo, o que indieaal mutante tenia alterada la capacidad
de retencién de Naen raiz y la distribucién de Nantre hojas desarrolladas y hojas en
desarrollo. Asi, el mutante presentd menores caraaganes de Naque WT en todos
los 6rganos analizados excepto en las hojas enrdésadonde el nivel de Nafué
significativamente mayor en el mutante que en WRGQA vs. 756 mmol/Kg PS,

respectivamente) al final del ensayo.

El patron de distribucion de'Kambién se vio alterado en el mutante en condésion
de estrés salino, observando como la concentragdfi en raiz fue significativamente
mayor en el mutante que en WT después de 2 déapgcialmente, después de 6 dias de
tratamiento salinoHigura 42). Asi, mientras que la concentracién deg las raices de
las plantas WT disminuye a lo largo del tratamiesatino, la concentracion de k€n la
raiz de las plantas mutantes aumenta a lo largérateimiento salino. En el resto de
tejidos analizados, fundamentalmente tallo y hogesarrolladas superiores, la
concentracion de Ktambién fue superior tras 6 dias de tratamierincsaaunque de
manera menos evidente que lo observado en raiz.
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Figura 41. Fenotipo de plantas WT y del mutantebl10 desarrolladas en cultivo hidropénico bajo
estrés salino (100 mM de NaCl durante 1 dia y 200Mhde NaCl durante 5 dias restantes}-otografias
representativas de plantas WT y mutante antes ldmiapl estrés (a) y después de 2 (b) y 6 diasl€c)
tratamiento salino. d) Ampliacion de la parte sigrede las plantas después de 6 dias de estrés.
Evolucion del peso de la parte aérea y raiz dutast@ dias de tratamiento salino. Los valoredaomedia

+ ES. * Indica diferencias significativas entre tiasdLSDy).
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Figura 42. La alta sensibilidad del mutantechl/10 esta relacionada con una alteracion en el patroned
distribucion de Na* en la planta. Concentraciones de Né) y K (b) en raiz, tallo (entre 12 y 22 hoja),
hojas superiores (12-22 hoja completamente dekatag) y hojas en desarrollo de plantas WT y matant
desarrolladas en cultivo hidropoénico bajo estréasé100 mM de NaCl durante 1 diay 200 mM de NacCl
durante 5 dias restantes) a los 2 y 6 dias dertiertéo. Los valores son la media + ES. * Indicamdifcias
significativas entre medias (L%4).
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Estas alteraciones en la homeostasis deyN& indujeron cambios en la relaciéon
Na'/K* (Tabla 21), siendo los valores menores en el mutante qiféTean los diferentes
organos analizados excepto en las hojas en ddeadahde ocurrié lo contrario, la
relacion N&/K™ era mayor en el mutante debido a la mayor acundulate Na en este
organo.

Tabla 21. Relacidn N&K® en raiz, tallo (entre 12 y 22 hoja), hojas superies (12-22 hoja
completamente desarrolladas) y hojas en desarrollte plantas WT y mutantecbl 10 desarrolladas en
cultivo hidroponico bajo estrés salino (100 mM de &CI durante 24 h'y 200 mM de NaCl durante 5

dias restantes) a los 2 y 6 dias de tratamientbos valores son la media + ES. * Indica diferencias
significativas entre medias (L$4).

Tejido Genotipo 2 dias 6 dias
Hojas en WT 0,30+ 0,01 0,79 + 0,02
desarrollo 19 0,53+ 0,05 1,40+ 0,03
Hojas WT 1,17 + 0,02 1,95 + 0,05
Superiores - oy10 0,81+ 0,01* 1,30 + 0,03*

WT 0,73 + 0,02 1,05 +0,02
Tallo

chl10 0,57 + 0,01 0,77 + 0,01*

WT 2,11+ 0,14 3,10 + 0,21
Raiz

chl10 0,75+ 0,01* 0,70 + 0,05*

En resumen, la interrupcion del g8ICBL10provoca una menor absorcion de"Na
en la planta, de hecho el contenido global défida menor en el mutante que en WT,
mientras que mantiene mayores niveles deckn la salinidad. Sin embargo, la
distribucién de Naa lo largo de la planta se ve alterada en el neim condiciones de
salinidad, ya que el Nase acumula en menor cantidad en raiz y hojas etaménte
desarrolladas, llegando por tanto en mayor cantidath las hojas jovenes en desarrollo,

lo que provoca un rapido efecto negativo en elresdade la planta.

4. La anulacion del genSICBL10 altera el patrén de expresion de genes implicados

en la homeostasis de Na

Debido a la alteracion en el patron de distribualénNd observada en el mutante, se
analizé por RT-gPCR los niveles de expresion delSI80OSly de las dos isoformas del
genSIHKTY SIHKT1;1y SIHKT1;2 ya que estos estan descritos hasta la fecha loemo
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principales genes implicados en la absorcién ysparte a larga distancia de Nen
tomate (Oliaset al, 2009; Asinset al, 2013). Los niveles de expresion de los genes
fueron analizados en raiz, tallo (en la zona der@idn entre la 12 y 22 hoja completamente
desarrolladas) y hojas superiores (12 y 22 hojeptaiamente desarrollada) de plantas
WT y mutante antes de aplicar el estrés salinospules de 2 dias de tratamiento (el
primer dia a 100 mM de NaCl y el 2° dia a 200 mNNd€l).

La anulacion del geBICBL10alter6 el patron de expresion de los gebl&OS Yy
SIHKT1 en condiciones de salinidad, mientras que en @omiw hubo diferencias
significativas Figura 43). En raiz, el aumento de expresion de los g&i8©S1ly
SIHKT1;1fue significativamente mayor en el mutante qué\@n lo que sugiere que el
mutante intenta reducir la absorcion de" )dar la raiz (papel asignadoSASOS] asi
como reducir la carga de Nan el xilema (papel que parece te8#tKT1;1). En cuanto
a la isoform&IHKT1;2 los cambios de expresion no eran significativosaéces de WT
y mutante condiciones salinidad, lo que sugiere egia isoforma no parece tener un
papel clave en raiz. En el tallo del mutante semdsun fuerte incremento (90 veces) de
la expresion deSIHKT1;1y, por el contrario, la expresion d&lHKT1;2 estaba
practicamente anulada (0,3), lo que indica que ambaformas deben desempenfar
funciones diferentes frente a la salinidad en talbono podria ser por un lado la entrada
de Nd desde el xilema al interior celular y por otroddd carga de Nahacia el floema
para su posible recirculacion a la raiz (O&aal, 2009; Asinset al, 2013). Finalmente,
en hoja se observé una mayor reduccion de la exprds las dos isoformas &HKT],
fundamentalmente d8IHKT1;2 en el mutante con respecto a WT, lo que reflgja u
intento del mutante por reducir la cantidad dé dlze entra al interior celular en hoja,
probablemente por una menor capacidad de acomadaeidnismo. El hecho de que la
expresion de ambos geng#iKT1;1 y SIHKT1;2sté mucho mas inhibida en las hojas
superiores desarrolladas del mutante que en lad/dgdodria ser una de las causas por
las que el Nallega a los tejidos en desarrollo en mayor cadtiela el mutante que en

WT, lo que provoca la alta toxicidad de'Nan la parte superior del mutante.
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Figura 43. El mutante cbl10 tiene alterada la expresién de genes implicados éa absorcion y
transporte de Na a la parte aérea.Niveles de expresion de los ger®SOS1y las dos isoformas
SIHKT1;1y SIHKT1;2 en raiz, tallo (en la zona de insercién entre 3ay 122 hoja completamente
desarrolladas) y hojas superiores (12 y 22 hojgptaiamente desarrollada) de plantas WT y mutarigssan
de aplicar el estrés salino (Control) y despué® dias de tratamiento (el primer dia a 100 mM d€lNa
el 2° dia a 200 mM de NaCl). Los valores de exprekan sido referenciados al valor obtenido emia r
de WT en control, al cual se otorgd el valor dedldres medios + ES). * Diferencias entre medi&ity).

Otros genes descritos en la bibliografia por jugarpapel importante en la
homeostasis de N@on los geneseNHXsy SISOSZBelveret al, 2012; Huertast al,
2013). No se observaron cambios significativooemlveles de expresion de estos genes
en hojas de WT y mutante, mientras que los nivd¢esxpresion deeNHX1y SISOS2
en raiz fueron significativamente mayores en elamtgt que en WT tras dos dias de sal.
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El mayor aumento de expresion deNHX1 en raiz sugiere que el mutante intenta

almacenar Naen la vacuola para evitar que suba a la parte d€igura 44).

En conjunto todos estos resultados sugieren querSICBL10 parece estar
implicado en la distribucion de Na&n el interior celular, probablemente dentro de
vacuolas; su papel podria ser importante no solvogas completamente desarrolladas,
como se ha descrito @émabidopsigKim et al, 2007; Weinl y Kudla, 2009), sino también
en raiz, no descrito hasta la fecha, estando ioxadio en la retencion de Nan estos
tejidos para proteger el apice y tejidos en deBardel estrés salino. Por otro lado, no

parece que esta funcion la realice interactuanddasoproteinas de la familia NHXs.
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Figura 44. Niveles de expresion de los geneeNHX1, LeNHX3 y SISOS2 en raiz y hojas superiores
(12 y 22 hoja completamente desarrollada) de plandaVT y mutante cbl10 antes de aplicar el estrés
salino (Control) y después de 2 dias de tratamientel primer dia a 100 mM de NaCl y el 2° dia a 200
mM de NacCl). Se ha utilizado como referencia (valor 1) el oloteren la raiz de WT en control (valores
medios + ES). * Diferencias entre medias (L&D
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5. La anulacion del genSICBL10 reduce la pérdida de agua via transpiracion en

condiciones salinas

La menor absorcion y transporte de'ldda parte aérea observada en el mutante podria
estar asociada no solo a las alteraciones en tas&p de los genes relacionados con la
homeostasis de Nasino también con una ralentizacion del flujo etegnspiracional.
Para comprobar esto, se midio la conductancia édican(g) y tasa de transpiracion (E)

en la 12 hoja completamente desarrollada de plaMiay mutantes antes de aplicar el
estrés (dia 0) y después de 2 y 6 dias de tratwn(eigura 4538). No se han observado
diferencias significativas en ambos parametrosedatr plantas WT y mutante el dia 0,
mientras que si hubo diferencias durante el traataisalino. Aunquesy E se reducian

por la salinidad en WT y mutante, las reducciomesdn significativamente mayores en

el mutante que en WT, especialmente tras 6 diadmi@eniento salino.
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. WT 18,86 + 1,32 6,2 % 12,87+ 0,38 *
0 dias
cbl10 16,94 + 0,87 6,9 % 10,37 + 0,47
i WT 18,92 + 1,39 355 % * 4,86 + 0,29 *
2 dias
chl10 16,31+ 0,86 52,9 % 3,00 + 0,22

Figura 45. La anulacién deSICBL 10 provoca un mayor cierre estomatico en condicioneie salinidad.

a) Conductancia estomatica y tasa de transpir@rida primera hoja completamente desarrollada aetes
aplicar el estrés salino (0) y después de 2 y $dbaratamiento (el primer dia a 100 mM de Na&ldyas

a 200 mM de NaCl) y b) numero de estomas, porcei@jestomas cerrados y apertura estomatica (um)
en la primera hoja completamente desarrollada algegplicar el estrés salino (0) y después dedHa
tratamiento (el primer dia a 100 mM de NaCl y etiz? a 200 mM de NaCl) de plantas WT y mutante.
Valores medios + ES. * Diferencias entre mediasD{is.
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Para saber si esta respuesta del mutante podafa@stcionada con una alteracion
en la densidad estomatica o en la apertura estcan&g midieron ambos parametros asi
como el porcentaje de estomas cerradégufa 45b) en la 12 hoja completamente
desarrollada. Las medidas se realizaron antestiébddia 0) y tras 2 dias de tratamiento
salino (24h a 100 mM de NaCl y otras 24h a 200 neVN&CI). En control, no se
observaron diferencias significativas entre el niange estomas y porcentaje de estomas
cerrados de WT y mutante, mientras que la apeest@néatica fué significativamente
menor en el mutante que en WT. Después de 2 dimatdeniento salino, el nimero de
estomas se mantiene similar en WT y mutante, ggroreentaje de estomas cerrados ya
fué significativamente mayor en el mutante (52,98 en WT (35,5%), y la apertura
estomatica menor, con una reduccion proxima al 4B8tos resultados pueden ser de
gran interés, ya que la falta de funcionalidacg@elCBL10no se habia relacionado hasta
ahora con cambios en la apertura de los estomascbagiciones de estrés salino, y
sugieren que la funcionalidad 86CBL10podria estar de forma indirecta implicada en el

cierre estomatico en condiciones de salinidad.

6. La anulaciéon del genSICBL10 altera la homeostasis de Cé en condiciones de

estrés salino

Dada la implicacién del Gaen la regulacion de la apertura estomatica, salidec
analizar si la disrupcion d&&CBL10estaba provocando alteraciones en la homeostasis d
este ion en tomate. Para ello se analiz6 el caltate C4' en raiz, hojas basales (52 hoja
completamente desarrollada), tallo (en la zona rdercion entre la 12 y 22 hoja
completamente desarrolladas), hojas superiores y(122 hojas completamente
desarrolladas) y hojas en desarrollo (incluyendoegpe plantas WT y mutante, en
ausencia de sal (0 d) y tras 2 y 6 dias de tratamealino Figura 46). Los resultados
muestran diferencias significativas en el conterddoCa&* en la parte aérea entre el
mutante y WT en condiciones de salinidad. Asipetenido de C4 en las plantas WT
disminuyo a lo largo del periodo de tratamientonsaén todos los tejidos analizados.
Como es sabido, la presencia excesiva de ionédifizulta la correcta absorcion dea
por la raices (el Nay el C&* son iones antagonistas), lo que provoca que tdglaaga
uso de sus depositos de?Cégeneralmente en las vacuolas de las hojas déada®
superiores de la planta) para poder hacer frenkes gorocesos donde este ion es

imprescindible, como son el desarrollo de merist&empecimiento y expansion celular,
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entre otros (Sandees al, 2002; White y Broadley, 2003). Sin embargo, kpteesta del
mutante fue diferente, ya que el contenido d&€ Galas hojas basales, el tallo y las hojas
superiores del mutante se mantuvo practicamentstae a lo largo del tratamiento
salino, y solo en las hojas en desarrollo se ditew disminucion del contenido de’Ga
aungue esta disminucion fue menor que en WT. Ldisminucion de C4 junto con la
alteracion morfolégica y colapso de los meristerobservados en el mutante en
condiciones de salinidad podria reflejar la mayficultad del mutante para hacer uso de
sus depdsitos vacuolares déCyga que el Cd es fundamental para el correcto desarrollo

de zonas en crecimiento de la planta.
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Tratamiento salino (dias)

Figura 46. El mutantecbl10 acumula mayor concentracion de C# en la parte aérealas medidas se
han realizado en raiz, hojas basales, tallo (eiftrg 22 hoja desarrollada), hojas superiores (b
completamente desarrolladas y hojas en desarrellplahtas WT y mutante desarrolladas en cultivo
hidroponico bajo estrés salino (100 mM de NaCl di@24 h y 200 mM de NaCl durante 5 dias restantes)
Los valores son la media + ES. * Diferencias sigatfvas entre medias (LS).

Entre los transportadores de?Cialentificados, s6lo los transportadores localizado
en el tonoplasto capaces de catalizar la captatg68&" en vacuolas en contra de su
gradiente electroquimico podrian desempenfar ell mipacumulaciéon preferencial de
C&* bajo diferentes condiciones fisiologicas (PottgsBchonknecht, 2007; McAinsh y
Pittman, 2009). El primer antiportador/8&* identificado fue la isoform&tCAX1,
localizada en la membrana vacuolarAdabidopsis thaliangHirschiet al, 1996), cuya
funcion es la de introducir €aal interior de la vacuolas para su almacenamignpor
tanto, crucial en el mantenimiento de la homeast@esiCa" en la planta asi como en los

procesos de sefializacion de?Caor estrés. El homologo mas cercand\t&AX1
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identificado enArabidopsises AtCAX3y ha sido propuesto por desempefar un papel
similar en la homeostasis de“C&Zhaoet al, 2008). El grupo de Almeria realizé un
analisis filogenético para identificar el gen demé&be mas cercano a los ged¢€AX1y
AtCAX3deArabidopsis al cual hemos denomina@&CAX1(Solyc09g005260)Rigura
473).

Para comprobar si la alteracion en la homeostas@@al detectada en el mutante
podria deberse a una implicacion del ¢g8lCBL10 en la funcionalidad de los
transportadores de la familia CAXs, se analizéelrde expresion del ge®lCAX1por
RT-gPCR en raiz, tallo (entre las zona de inserd@éna 12 y 22 hoja completamente
desarrollada) y hoja superior (12 y 22 hoja corapteinte desarrolladas) en condiciones
control y después de 2 dias de tratamiento safiiquia 47b). En condiciones control
(ausencia de sal) la expresionIEAX1fue significativamente menor en el mutante que
en WT en todos los tejidos analizados. Duranteralrmiento salino los niveles de
transcritos de este gen se redujeron en todogjideg tanto del mutante como de WT,
pero esta disminucién fue mucho mayor en el mutaatgo en tallo como en hoja
superior, llegando casi a la nulidad después da2d# tratamientd-{gura 47b). Sefalar
que estos tejidos se han descrito en la biblicgraéimo los principales depositos
intercambiables de Gaen funcion de las necesidades fisiologicas de &mtal o
condiciones de estrés (Mongeal, 1995; Conn y Gilliham, 2010).

Dado que en WT el mayor nivel de expresion del §i€8AX1se detecté en hojas
superiores (12 y 22 hoja completamente desarrgljadaas 600 veces mayor que en raiz
(datos no mostrados), se decidié analizar en epti tel patron de expresion temporal
del gen durante el tratamiento salifiaglira 470. En WT, la expresion d8ICAX1se
redujo alrededor del 50% desde las 30 h de tratamig se mantuvo en estos niveles a
lo largo de todo el tratamiento (6 dias). En elantg, la expresion d&lCAX1se redujo
antes que en WT (a las 12 h de tratamiento) y giontaado, ya que la expresion estaba
practicamente anulada en el mutante desde lashd8th el final del tratamiento. Estos
resultados sugieren una posible implicacion del §&BL10en la regulacion del
transportado6ICAX1tanto en condiciones de salinidad como en auselgcia misma,

ya que su expresion en el mutante se ve alteradasge la situacion control.
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Figura 47. El mutante cbl 10 tiene alterada la expresion del geSICAX1 implicado en la homeostasis
de C&*. a) Andlisis filogenético del gen de tom& AX1cercano a los genegtCAX1y AtCAX3de
Arabidopsis.b) Expresion deSICAX1en raiz, tallo (en la zona de insercion entre 3ay 122 hoja
completamente desarrolladas) y hojas superiorgsZahoja completamente desarrollada) de planfas W
y mutante antes de aplicar el estrés salino (Chntespués de 2 dias de tratamiento (el primeeadiO0
mM de NaCl y el 2° dia a 200 mM de NaCl). ¢) Expnesemporal deéSICAX1medida en la 12 hoja

completamente desarrollada de plantas WT y mu{aatores medios + ES). * Diferencias entre medias
(LSDsgy).
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7. La anulacion del gen SICBL10 también reduce la pérdida de agua via

transpiracion en condiciones de deshidratacion

En las especies donde se ha identificado el@®h1Q como Arabidopsis no se ha
relacionado la funcion de este gen con cambios @éiddida de agua por transpiracion
en condiciones de estrés abiotico. Los resultabdtenaos demuestran que la anulacion
del genSICBL10en tomate indujo un mayor cierre estomatico endiciones de
salinidad, lo que se reflej6 en menores valorescaleductancia estomaticas)gy
transpiracion (E). La cuestion que se plante6 ésda observacion fue saber si el gen,
ademas de estar implicado en la regulacion deneebstasis ionica frente al estrés salino,
podria estar implicado también de forma directadirécta en la regulacion del estrés
osmotico causado por salinidad a través de la aegul estomética. Con el fin de
responder a esta pregunta, se realizO un ensayestés hidrico en condiciones
controladas, el cual comparte la componente osedamn el estrés salino sin que
interfiera en este caso la componente idnica. Biralas plantas WT y mutante fueron
sometidas a dos ciclos sucesivos de deshidratémée en el riego). En la misma maceta
se colocé una planta WT y otra mutante con objed@ue el grado de deshidratacion
del sustrato fuese idéntico para ambas plantasdouas plantas tenian un desarrollo de
7-8 hojas completamente desarrolladas, se apliggioner ciclo de deshidratacion de 10
dias de duracion seguido por 3 dias de rehidratagiCuando las plantas estuvieron
totalmente recuperadas del estrés se volvio aaaplit segundo ciclo de deshidratacion

de la misma duracion.

Durante los 3 primeros dias de cese del riego mbservaron sintomas evidentes
de deshidratacion ni en plantas WT ni mutantes primseros sintomas de deshidratacion
empezaron a mostrarse a los 4 dias del cese del pero fue a los 5 dias cuando se
observaron diferencias significativas en el est&ldeshidratacion de las plantas WT y
mutante Figura 483d). Asi, las plantas WT mostraron sintomas evidedéepérdida de
turgencia generalizada en toda la planta, miemguasel mutante mantuvo mayor grado
de hidratacion sobre todo en la parte aérea supé&stas diferencias en el grado de
deshidratacion de las plantas se mantuvieron & lds de deshidratacion, donde el
porcentaje de pérdida de peso de las macetas yek6b%. Este rasgo fenotipico se
volvié a repetir en el segundo ciclo de deshidiatgado que sugiere que el mutact#10
tolera mejor la deshidratacion que el WT, contragate a la respuesta observada en

condiciones de estrés salino.
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Figura 48. El menor grado de deshidratacion del mante cbl10 esta asociado a mayor reduccion de

la conductancia estomatica y tasa de transpiraciéan condiciones de estrés hidrica) Fotografias
representativas de plantas WT y del mutabt&0después de 5 y 8 dias de deshidratacion, doralseeva

el menor grado de deshidratacién del mutante, edpemte en la parte superior de la parte aérebag

de transpiracion y conductancia estomatica enifagra hoja completamente desarrollada de plantas WT
y mutante durante los 3 primeros dias de deshiéataValores medios + ES. * Diferencias entre rasdi
(LSDsu).
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En este ensayo se cuantificd la conductancia esitanala tasa de transpiracion
en la 12 hoja completamente desarrollada durasterimeros 4 dias de deshidratacion
del 2° ciclo Figura 48b). Durante los dos primeros dias de deshidratanrse
observaron diferencias significativas entre WT yante, aunquesg E ya mostraban
una tendencia a reducirse mas en el mutante dedpu#slias de deshidratacion que en
WT. Sin embargo, a los 3 dias del cese del riegoetmccion de gy E ya fue
significativamente mayor en el mutante con respadféT, cuando aun los sintomas de
deshidratacion no eran evidentes ni en WT ni maté&@in embargo, las diferencias en g
y E desaparecen a mayor tiempo de deshidrataciato§dno mostrados) debido
probablemente a los bajos valores que se alcanzzmoambos parametros como
consecuencia del mal estado de las plantas. Coadaeen conjunto, estos resultados
sugieren que el geBICBL10de tomate podria estar implicado, de forma directa
indirecta, en el cierre estomatico bajo condiciotesstrés osmaotico inducido por los

estreses salind-{gura 45) e hidrico Figura 48b).

8. EI mutante cbl10 muestra importantes alteraciones morfoldégicas ascomo

sintomas de deficiencia de G4 cuando se cultiva en invernadero

Dadas las alteraciones en la homeostasis éed8tectadas en el mutante en los ensayos
de salinidad a corto plazo en camara de cultivooreliciones controladas, y debido a la
importancia del Cd4 en el desarrollo de la planta, se quiso observéen®tipo del
mutantecbl10a lo largo de su ciclo de cultivo en condicioneturaes (invernadero),
tanto en condiciones de estrés salino como en aasgel mismo. Para ello se realizé un
ensayo en invernadero en cultivo de primavera-werdonde la tasa de transpiracion es
muy alta debido a las altas temperaturas que s@zio durante ese periodo (con T2
maxima proxima a 40°C). Cuando las plantas teni@nhajas completamente
desarrolladas (40 dias de desarrollo en camaraltiocde condiciones controladas mas
21 dias de aclimatacién en invernadero), fuerdades con 0 mM (ausencia de salinidad)
y 100 mM de NaCl durante 50 dias adicionales. Sogentemente, en estas condiciones
de cultivo se observaron importantes diferenciastipicas en el mutante respecto al WT
incluso en ausencia de skiqura 4949). Asi, la morfologia de la zona apical de las fa@lan
mutantes se mostré completamente alterada, con rmdistancia entrenudos,
engrosamiento del tallo y enrollamiento de las $iejadesarrollo. También se detectaron

cambios morfoldgicos en las hojas superiores caanplente desarrolladas del mutante,
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Figura 49. El mutante cbl10 muestra importantes alteraciones morfolégicas cuato se cultiva en
invernadero en condiciones de alta transpiracionFenotipo de plantas WT y mutante regadas con
solucién no salina (a) y con 100 mM NacCl durantel&® (b). A la derecha se muestra en detallera zo
apical, la 32 hoja completamente desarrolladagipléntas y los frutos de plantas WT y mutante.

174



V. Capitulo Il. Resultados

tales como foliolos engrosados y con el borde tlmypengrosamiento del peciolo de las
hojas y una menor longitud de la hoja. Sin embala® hojas basales no mostraban
grandes diferencias con respecto a las de WT, aarabservd en los ensayos a corto
plazo. El mutante presenté ademas, una biomasadiggiva significativamente menor
que WT, asi como una significativa mayor inciderdgablossom end rot (BER) en sus
frutos en comparaciéon con WTFrigura 508. En conjunto los rasgos fenotipicos
observados en el mutante son bastante similaress sihtomas mostrados por la
deficiencia de C4 descritos en tomate, tales como menor desarretietativo, necrosis
apical, quemado de hojas, clorosis marginal y, domehtalmente, poca biomasas
reproductiva con alta incidencia de BER en lososyiVhite y Broadley, 2003; Uozumi
et al, 2012; Robertson, 2013).

En medio salino (100 mM de NaCl), los cambios mogiwos del mutante fueron mas
acentuados, llegando a mostrar quemaduras y ne@jaisal, con las hojas y tallos muy
engrosadasHgura 49b). El efecto negativo inducido por la salinidadreflejaba en
menor biomasa tanto vegetativa como reproductiea pocos frutos desarrollados en el
mutante tenian BERF{gura 50a8). Ademas, mientras que el nimero de hojas no @stuv
afectado en el mutante en condiciones no saliséas se redujeron significativamente
en condiciones salinas, mostrando el mutante uneaaignificativamente inferior que

WT a partir de los 21 dias de tratamiento salligyra 50b).

En este ensayo, se midig § y fotosintesis neta y contenido de agua ehdgss
superiores (12 y 22 hoja completamente desarrgljadato en condiciones no salinas
como en las plantas sometidas a estrés salinotdus@rdiasKigura 51). Mientras que
en condiciones no salinas no hubo diferenciasfagtivas entre WT y mutante en estos
parametros, las reducciones d& & inducidas por la salinidad fueron significativente
mayores en el mutante que en WT, un 70 y 54% emutante y un 44% y 23%,
respectivamente, en el WT. Estos resultados ca@nodn los obtenidos en los ensayos
a corto plazo y en condiciones controladagra 45). La menor pérdida de agua via
transpiracion del mutante en medio salino explcatimayor contenido de agua en sus
hojas (24% mayor que en WT). En cuanto a la fotesis neta, se observé como la
salinidad dafié en mayor medida el aparato fotasiotélel mutante, con una reduccion
del 56% al final del tratamiento frente a una reituc del 19% en el WT. La reiteracion
de la alteracién en la conductancia y evapotraasigin en los diferentes ensayos
llevados a cabo en esta tesis, tanto en condiciomesoladas como en condiciones
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proximas a las naturales en invernadero, indicatigenSICBL 10puede estar implicado

en la regulacion, de la apertura y cierre estomdiccondiciones de estrés.
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Figura 50. El mutantechl10 muestra alteraciones morfolégicas tanto en condimnes no salinas como
salinas (100 mM NaCl durante 50 dias) cuando se tivh en invernadero en condiciones de alta
transpiracién. a) Biomasa vegetativa y reproductiva de plantas yWhutante, asi como el grado de
incidencia de Blossom End Rot al final del ensd)oEvolucién del n° de hojas y altura de las planta
desarrolladas en medio salino. Valores medios +BE#ferencias entre medias (LS§).

Con el objetivo de asociar los aparentes sintoraeficiencia de Cadetectados
en el fenotipo del mutante con una alteraciéon ehdmeostasis de €a asi como

corroborar los datos obtenidos en los ensayosta ptazo en hidropénico, el contenido
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en C&" fue analizado en el mutante y en WT tanto engaizo en hojas superiores (12
y 22 hoja completamente desarrolladas) despuéd di@$ de cultivo en ausencia de estrés
(0 mM) o en estrés salino (100 mM). ElI mutante miosambién en este caso una
homeostasis de €a alterada Figura 52a). Asi, el contenido de €& fue
significativamente mayor en raiz y en las hojassopes del mutante que en WT, tanto
en condiciones de estrés salino como en ausentiaigeo, de manera similar a la

respuesta observada en los ensayos a corto plazo.
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Figura 51. El mutantecbl10 muestra una menor conductancia estomatica, transgcion y fotosintesis
neta, asi como un mayor contenido de agua en estigino cuando se cultiva en invernadero (100
mM NacCl durante 50 dias).Conductancia estomatica, tasa de transpiraciéosifitesis neta y contenido
de agua en la 12-22 hojas completamente desaasliEdplantas WT y mutante. Valores medios + ES. *
Diferencias entre medias (LS4).

El analisis de la expresion del g8lCAX1en este ensayo mostré nuevamente que
la anulacion de geSICBL10en tomate provoca una importante disminucién en la
expresion del ge®SICAX1(Figura 52b). En condiciones no salinas ya se observo una
menor expresion del ge8ICAX1en hoja del mutante (45% menor) con respecto a WT,

y en condiciones salinas la expresion del gen faetipamente nula tanto en raiz como
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en hoja del mutante. Se podria sugerir por taneoejdenotipo de deficiencia de €a
observado en el mutante tanto en condiciones mmasatomo salinas esté relacionado
con la alteracion de la expresion del G¢GAX1.
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Raiz Hojas superiores
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1,0 T+ gz
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Expresion relativa SICAX1

Control Sal Control Sal

Raiz Hojas superiores

Figura 52. El mutantecbl10 tiene alterada la homeostasis de ¢a Concentraciéon de €a(a) y niveles

de expresion del geBICAX1(b) en raiz y hojas superiores (12-22 hoja coraplienhte desarrolladas) de
plantas WT y mutante cultivadas en el invernadaroamdiciones no salinas y a 100 mM de NaCl durante
50 dias. Valores medios + ES. * Diferencias enteelias (LSRy,).

9. Importancia de la raiz y parte aérea en la sensihiad a la sal del mutantechl 10

La anulacion del ge®ICBL10provocé una alta sensibilidad a la sal que se festoi
especialmente en la parte aérea, aunque la exprasid@enSICBL10se inducia por la
salinidad principalmente en raiz seguida de lasngmas hojas completamente
desarrolladasigura 40b). Con el fin de dilucidar cual es el principal éng responsable
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de la sensibilidad a la sal del mutant®#10, raiz o parte aérea, o bien si contribuyen
ambos drganos, se realiz6 un experimento comparEndespuesta a sal de injertos
reciprocos entre WT y el mutardiel10. Puesto que hay un desfase en el desarrollo entre
las plantas no injertadas e injertadas, ya que tigre producirse la union de los haces
vasculares para volver a reanudar el desarroanjertos reciprocos se compararon con
los autoinjertos, denominados WT/WTlyi10/cbl10

El primer resultado sorprendente fue que la técuieh injerto provocod una
alteracion morfologica en la parte aérea de lastgdacuando se utilizaba el mutante
cbl10 como esquejeHigura 53a y 530). Asi, las plantas autoinjertadas del mutante
(cbl1Qcbl10) y el injerto reciprocaeblLWT mostraron alteraciones morfolégicas en la
parte aérea similares, hojas mas pequefas y agdgslton clorosis marginal, mientras
que la combinacion opuesta (VebBI10) mostré un fenotipo similar al de las plantas
autoinjertadas del WT, donde la técnica del injadgrovocé alteraciones morfolégicas
aparentes. Los injertos con el mutante como esdueieron ademas un desarrollo mas
lento, siendo los pesos de las plantas 8NILOy WT/WT similares, y mayores que los
pesos de las plantabl1OMWT y cbl10/cbl1Q en ausencia de estrésgura 53c).

Respecto a la respuesta a la salinidad, las pldetasjerto reciprocebl1QWT,
donde el mutante es el esqueje, mostraron un fendé hipersensibilidad a la sal similar
al mostrado por las plantas autoinjertadas del meitdl10 (Figura 54a y 540). Estos
injertos mostraron los sintomas caracteristicomghnte en salinidad, tales como apices
guemados y colapsados, clorosis marginal y tadlesrjes estrechados y necrotizados, asi
como una importante reduccion del peso fresco (53686 dias de tratamiento salino (1
dia a100 mM y 4 dias a 150 mM). Sin embargo, cuahdautantecbl10se utilizé solo
como portainjerto y WT como esqueje (WBIL0) no se detectaron sintomas de mayor
sensibilidad, sino que sorprendentemente lo quecfmobservarse era una ligera mejora
de la tolerancia al estrés salino. Asi, tras ciie@s de tratamiento salino las plantas de
estos injertos presentaron una aparente melooosis en hojas que el autoinjerto de
WT/WT (Figura 54a), asi como una ligera tendencia a mantener maj@eso fresco
total (Figura 54¢. Este hecho indica que la funcion del g@€BL10es diferente e
independiente en raiz y en parte aérea, siendmtadnalidad del gen en la parte aérea
la implicada directamente en los mecanismos deestplo tolerancia al estrés salino en

tomate.
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Figura 53. El injerto provoca una alteracion morfoldgica en la parte aérea cuando se utiliza el
mutante cbl10 como esquejea) El fenotipo de las plantas autoinjertadas de(WT/WT) y del injerto
reciproco cuando el mutantel10 es el portainjerto y WT es el esqueje (MBIL0) era similar antes de
aplicar el estrés, mientras que un menor desarotigportantes alteraciones morfoldgicas eran ohsas
en las plantas autoinjertadas del mutactd1Q/cbl1Q y en el injerto reciproco entre mutante y WT
(cbl1OMT). b) Detalle de las alteraciones morfologicas@dOM/T y cbl10/cbl10 c) Peso de raiz y parte
aérea de las 4 combinaciones de injertos el dizsat# aplicar el estrés (valores medios + ES)aketr
diferentes para el mismo dia de tratamiento indiferencias significativas (Diferencias entre msdia
LSDso).
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Figura 54. La parte aérea es el principal 6érgano ponsable de la sensibilidad a la sal del mutante
chl10. a) A los 5 dias de tratamiento salino (1 dia arb®0 NaCl y 4 dias a 150 mM NacCl), las plantas
autoinjertadas de WT (WT/WT) y del injerto recipsoentre el mutante WT gbl10 (WT/cbl10) no
muestran sintomas evidentes de clorosis en sus,hojantras que las plantas autoinjertadas delnteuta
(cbl10/cbl1Q y en el injerto reciproco entre mutante y VEBILOWT) estan muy afectadas por la salinidad,
como se observa en detalle en ())Peso de raiz y parte aérea de las 4 combinactmmjertos después
de 5 dias de tratamiento salino (valores medioS): Eetras diferentes para el mismo dia de tratatmie
indica diferencias significativas (Diferencias entnedias, LSBy).
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Ampliacién figura 54a: Sin embargo, cuando el mutamtel10 se utilizé solo como portainjerto y WT
como esqueje (WEDbI10) no se detectaron sintomas de mayor sensibilgiad que sorprendentemente lo
que parecia observarse una ligera mejora de leataia al estrés salino. Asi tras 5 dias de tratiatmi
salino las plantas de estos injertos presentararaparente menor clorosis en hojas que el auttonjier
WT/WT (flechas rojas en el autoinjerto WT/WT indicana mayor clorosis en esta hoja al final del
tratamiento salino que el injerto reciproco \&AIA10).

En el mutante c¢b/10 una de las alteraciones fisioldgicas observadas fue una
alteracion en la homeostasis del Ca’" que se mantuvo a lo largo del ciclo de cultivo
(Figura 46 y 523. En las 4 combinaciones de injertos, se anafizéohcentracion de
C&" en raiz y hoja joven completamente desarrollaskesade aplicar el estrés (dia 0) y
a los 2 y 5 dias de tratamiento salino. Los infegoe tenian el mutante como esqueje,
autoinjertocbl10'cbl10y cbl1WT, presentaroal final del ensayo una concentracion de
C&* en hojasignificativamente mayafue en las otras dos combinaciones con WT como
esqueje. Esto fue debido, como se puede observar en la figura 55a, a que en estos injertos
la pérdida de Ca** durante el tratamiento salino fue menor que en las hojas de los injertos
que utilizaban WT como esqueje. Asi, durante el tratamiento salino la pérdida de Ca*" en
los injertos WT/WT y WT/chl10 fue de un 49% y 51%, respectivamente, mientras que en
los injertos chl10/WT y cbl10/cbl10 1a pérdida de Ca" fue tan s6lo de un 30% y un 9%,
respectivamente. En la raiz, por el contrario, no se detectaron grandes alteraciones en la
concentracion de Ca®" para ninguna de las combinaciones de injertos. Este resultado
sugiere que el gen SICBL10 esta implicado en la regulacion de la homeostasis de Ca*" en

parte aérea.
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Otra caracteristica fisiologica detectada en elameicbl10 de tomate fue que el
mutante acumulé6 menos Nague WT al considerar el conjunto de la planta,
principalmente en raiz y hoja completamente deliad (Figura 428). En las cuatro
combinaciones de injertos se analizd la concerinade Na tanto en hoja joven
completamente desarrollada como en raigura 55b). En raiz, se observé que al final
del tratamiento salino el contenido en"Naa siempre menor (un 40% menor de media)
en aquellos injertos que utilizaban como portainjef mutante independientemente del
esqueje utilizado. No hubo sin embargo, menor ataci@in de Naen laraiz en el injerto
que tenia el mutante como esqueje y WT como pgeteancbl1QWT). Este hecho indica
por un lado que la funcion del g&CBL10en la raiz de tomate parece ser crucial para
la absorcion y acumulacién de Nen condiciones de salinidad. En cuanto a la hagis
los injertos realizados con una parte del mutan@gpendientemente de si fué raiz
(portainjerto) o parte aérea (esqueje), presentamarmenor acumulacion de Nen hoja
al final del tratamiento salino, lo que indica ateecaso que tanto la funcion del gen en
raiz como en hojaunque probablemente diferentes, influyen en laomaocumulacién
de Nd en hoja en condiciones de salinidad. En conjw#adsultados indican que el gen
SICBL10esta implicado en la regulaciéon de la homeostasiNdl tanto en parte aérea
como en raiz, pero a través de dos funciones imdiigrete y probablemente diferentes

en cada uno de estos tejidos.

El contenido en Ktambién fue analizado en las cuatro combinacide&sjertos
realizadasKigura 55¢ y, similar a lo que ocurria en el mutact#10, los principales
cambios en este ion se detectaron en la raiz,s®ndlar el contenido deKen hoja en
todas las combinaciones de injertos durante err@nto salino. En raiz, se observa un
mayor contenido de Kal final del tratamiento salino en todos aqueilgsrtos que tenian
el mutantecbl10como portainjerto (WTbI10, cbl1Qcbl10), debido a una menor pérdida
de K en la raiz de estas combinaciones durante elntieméo salino. Asi, las
combinaciones WT/WT gbl1WT perdieron un 60% y 50% de la concentraciénaihic
de K" mientras que eobl1Q'cbl10no se registrdé ninguna pérdida déeh raiz durante
el tratamiento y etWT/cbl10 las pérdidas fueron mas lentas y menores (30%a Es
observacion indica que el g&iCBL10parece regular la homeostasis deeK la raiz de
tomate en condiciones de salinidad, de forma inuldipate a la funcion que este gen

ejerce en parte aérea. La menor pérdida terKraiz podria estar relacionada con la
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menor asimilacion de Na' en las plantas de los injertos WT/chl10, asi como con la mayor

tolerancia a la salinidad observada en estos injertos.
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Figura 55. El similar grado de sensibilidad a la dadel mutante (cbl10/cbl10) y del injerto reciproco
cbl10/WT esta principalmente asociado a la alteracién que pvoca el mutante en la homeostasis del
Ca®* de la parte aérea.Concentracion de €a(a), Na (b) y K* (c) en raiz y hoja completamente
desarrollada de plantas autoinjertadas de WT (WT)/Wiutante ¢bl10/cbl1Q y los injertos reciprocos
entre WT y mutantecblLWT y WT/cbl10). Las combinaciones de injertos eran desarrolladazultivo
hidropdnico bajo estrés salino durante 5 dias41adi0O0 mM de NaCl y 4 dias a 150 mM de NacCl). Los
valores son la media + ES. Letras diferentes parmiemo dia de tratamiento indica diferencias
significativas (Diferencias entre medias, L
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Considerados en conjunto, estos resultados suggpienla parte aérea es el
principal érgano responsable de la sensibilidadméhnte al estrés salino, y la funcion
del genSICBL10en la parte aérea esta implicada en la homeostasia*. En raiz, el
gen no parece participar, al menos directamentég egspuesta a la sal (no hay mayor
sensibilidad al estrés cuando solo se usa la Eimdtante) pareciendo tener en este

organo una mayor implicacién en la homeostasisaley .

10. El injerto entre la parte aérea del mutantecbl10 y la raiz del mutanteshe-1

revela un efecto sinérgico para la sensibilidad alsal

En este punto de la investigacion nos encontramesgef a dos mutantes de tomate
hipersensibles a la salinidathe-1y cbl10, cuya mayor sensibilidad al estrés parece estar
motivada por causas completamente antagonicaslafsénsibilidad del mutanthe-1
estaba relacionada con un mayor transporte y a@asnual de Na en hoja, siendo la
pérdida de funcion en la raiz del gen mutado Isaalel alto transporte del ion hasta
concentraciones toxicas a la parte aérea. Porndtacm, la acumulacién de Nan el
mutantecbl10fue menor que en WT, y es la pérdida de funcidmgele en la parte aérea
la que confiere la hipersensibilidad a la sal detante. Con el fin de comprobar si las
funciones de los genes mutadosséer-1y cbl10 podria complementarse revirtiendo el
fenotipo de sensibilidad, se realizaron injertosipcos con ambos mutantes,
comparando la respuesta a sal (100 mM 24 h maabail50 mM) de los injertos
reciproco con los autoinjertos de WT (WT/WT) y de mutanteshe-1(she-1/she-ly
cbl10(cbl10/cbl10.

Una vez mas, se comprob6 que cuando el mutdoit® se usa como esqueje el
injerto provocaba alteraciones morfoldgicas en daegpaérea, presentando el injerto
reciprocacbl1Q'she-1un fenotipo alterado similar al descrito en elrtgubo anterior para
los injertoscbl1Qcbl10y cbl1QWT. Sin embargo, la combinacién opuestae-1/cbl1)
mostré un fenotipo normal similar a las plantaojgrtadas del mutanthe-1(she-
1/she-1y las autoinjertadas de WTFigura 56a).
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Figura 56. El fenotipo de las plantas autoinjertada deshe-1 (she-L/she-1) y del injerto reciproco
cuando el mutanteshe-1 es el esqueje y el mutantebl10 es el portainjerto she-1/chl10) era similar
antes de aplicar el estrés, mientras que las plarganjertadas con el mutanteshe-1 como portainjerto

y el mutante chl10 como parte aérea muestran un menor desarrollo y &draciones morfolégicas
similares a aquellas observadas en las plantas airertadas del mutante (bl10/cbl10). a)
Alteraciones morfolégicas en las plantas injertattasdecbl10es el esqueje. b) Peso de raiz y parte aérea
de las 4 combinaciones de injertos el dia antepliear el estrés (valores medios + ES). Letraéliftes
para el mismo dia de tratamiento indica diferensigsificativas (Diferencias entre medias, LsaP
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En cuanto a la respuesta a la salinidad los remgdtabtenidos fueron bastante
sorprendentes. Asi, mientras que la combinacidiiQ'she-1 mostré un fenotipo de
hipersensibilidad a la sal muy superior al mostiaelolos autoinjertos de cada mutante,
las plantas del injerto reciproco inversloe-1cbl10 no solo no mostraron una mayor
sensibilidad a la sal, sino que parecian presamtarmayor tolerancia al estrés con
respecto al autoinjerto de WHKigura 57 . Alos 2 dias de tratamiento salino las plantas
cbl10'she-1ya mostraban graves sintomas de sensibilidadrésesalino, con foliolos
necroticos y abscision de hojas, y tras 5 diasrdmniiento las plantas estaban
completamente quemadas y muertas. Sin embargajalmparte aérea del mutastes-

1 se injertaba sobre el mutardiel10 (she-1/cbl1) se observaba una mayor tolerancia,
sin sintomas evidentes de clorosis en sus hojaslasial fenotipo mostrado por las
plantas autoinjertadas de WHigura 57b). Ademas, a los 5 dias de tratamiento salino,
el peso de la parte aérea de las plantas injertiitB@she-1se reducia alrededor de un
70%, mientras que esta reduccion apenas llegab@alenshe-1/cbl1Q mostrando un
peso similar al autoinjerto WT/WFigura 57¢). Sin embargo, la reduccién del peso de
la raiz en ambas combinaciones de injertos fudagimhirante el tratamiento salino, pues
cbl1Qshe-1muestra un menor peso de la raiz desde el prilaedal tratamiento y se

mantiene después de 5 dias de sal.

En este ensayo también se analizé la concentrdei@g" y de Nd en laraiz y en
las hojas completamente desarrolladas antes dmapliestrés (dia 0) y a los 2 dias de
tratamiento salino en las dos combinaciones detasjgeciprocos entre los mutantes
cbl10y she-1,asi como en los autoinjertos de WT y de ambos megaRespecto a la
concentracion de Ca(Figura 58a), el injerto hipersensible a la salinidebl1Qshe-1
muestra una concentracion de#Cen las hojas desarrolladas de 585 mmdiIR§ a los
2 dias de tratamiento salino, siendo esta pracéintemel doble de la concentracion
mostrada por la combinacion opueste-1/cbl10(333 mmol kgt PS). Estos resultados
demuestran una vez mas que el §@0BL10estaria implicado en la regulaciéon de la

homeostasis de &aen la parte aérea del tomate en condiciones thedsal.
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Figura 57. La union del mutanteshe-1 como portainjerto y del mutante cbl10 como parte aérea
incrementa el grado de sensibilidad a la sal respieca las plantas autoinjertadas de ambos mutantes,
mientras que la respuesta opuesta es observada arcbmbinacidnshe-1/chl10. a) La hipersensibilidad

a la sal debl10/she-1se muestra claramente desde los 2 dias de tratansiglino (1 dia a 100 mM NacCl
y 1 dia a 150 mM NaCl). b) A los 5 dias de tratanttig1 dia a 100 mM NacCl y 4 dias a 150 mM NacCl),
la combinaciérshe-1/cbl1muestra un alto nivel de tolerancia mientras gseplantas de la combinacion
inversa estaban muertas. c) Peso de raiz y pade dé las 4 combinaciones de injertos despuésyde 2
dias de tratamiento salino (valores medios + E&Yyak diferentes para el mismo dia de tratamiewlica
diferencias significativas (Diferencias entre medlaSD).
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Figura 58. Alteraciones en la homeostasis de &y Na* cuando se une mediante injerto un mutante
cuyo érgano responsable de la sensibilidad a sallagarte aérea ¢bl10) y otro que es la raiz ¢he-1).
Concentraciones de &4a) y Na (b) en raiz y hoja completamente desarrolladaalgas autoinjertadas
de WT (WT/WT), del mutantebl10(cbl10/cbl1Q y del mutanteshel(she-1/she-}l asi como los injertos
reciprocos. Las medidas eran hechas antes deraglliestrés y después de 2 dias de tratamientogdli

dia a 100 mM de NaCl y 1 dia a 150 mM de NacCl). valsres son la media + ES. Letras diferentes para
el mismo dia de tratamiento indica diferenciasificativas (Diferencias entre medias, LS

Respecto al contenido de Na“, el injerto she-1/chl10 muestra una concentracion de
Na' en raiz y parte aérea similar al autoinjerto del mutante c¢b/10 (cbl10/cbl10), siendo
esta muy inferior a la concentracion de Na® del injerto reciproco cbl10/she-1 'y de los
autoinjertos de WT y del mutante she-/ (Figura 58b). Estos resultados apoyan la
hipotesis de que el mutante chl]0 podria absorber menos Na* por su raiz y de esta manera
transportar menos Na' a la parte aérea, ya que como hemos visto anteriormente, tanto el
injerto reciproco WT/cb/10 (Figura 55b), como los injertos she-1/cbl10 y cbl10/cbl10
muestran menor contenido de Na" en la raiz durante el tratamiento salino, que el resto de

injertos estudiados. Por el contrario, el injerto cbll0/she-1 llega a acumular en hoja
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superior el doble contenido de Ngue la combinacion opuesthe-1/cbl10y el
autoinjerto de WT (WT/WT) a los 2 dias de tratartoesalino, y que es similar a los
niveles de Naen hoja deshe-1/she-1Estos resultados indican que la combinacion
cbl10/she-labsorbe y transporta una elevada cantidad deNaparte aérea al estar el
mutanteshe-1como portainjerto, que unido a la caracteristeguk la mutacion del gen
SICBL10en la parte aérea altera la distribucién dé &re hojas jovenes y adultas hace
gue la salinidad sea letal para estas plantas@spbas.
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V. CAPITULO Il

DISCUSION

1. El genSICBL10 es clave en la tolerancia del tomate a la salinida

En el segundo capitulo de esta tesis doctoral pedsantado la caracterizacion funcional
del mutantecbl10, identificado por el grupo del IBMCP a partir de eribado genético
realizadoin vitro en la coleccion de lineas T-DNA de tomate geneeagartir del cv.
Moneymaker (Pineda B., 2012). El mutante tiene adwlel genSICBL10 Este gen
codifica para una proteina de unién &'Gke la familia de las Calcineurinas tipo B (CBL:
Calcineurin B-Like proteiy las cuales no poseen dominio enzimatico, pgmlaanion

al C&" sufren cambios conformacionales que las predispangnirse a unas proteinas
quinasas €BL interacting protein kinase€IPKs) formando médulos funcionales los
cuales segun numerosos estudios realizados fundaimente en Arabidopsis
participan en la mediacion de la sefializacion pasi €uscitada por diversos estimulos
(Kim, 2013).

El genSICBL10fue identificado recientemente en tomate (de ka€let al, 2013),
habiéndole otorgado un papel clave en la respustatrés causado por el ataque de
patogenos, pero su papel en la tolerancia/semdila estreses abidticos no se ha
estudiado hasta la fecha en esta especie. Estudi@sores mostraron que el geBL10
es critico para la tolerancia a la salinidad ereegs comdrabidopsisy Populus(Kim
et al, 2007; Quaret al, 2007; Tanget al, 2014), observando que la alteracion de este
gen causo hipersensibilidad a la sal principalmentka parte aérea de esas especies. En
tomate, nuestros resultados también muestran qyen8ICBL10juega un papel crucial
en la tolerancia a la sal de las plantas protegignicicipalmente tejidos jévenes apicales
de la parte aérea. De hecho, en condiciones desesdlino, mientras que las hojas mas
viejas y el tallo basal de las plantas mutaotd$0 no mostraron sintomas evidentes de
sensibilidad a la sal, la parte superior de latplancluyendo el apice, hojas en desarrollo
y las partes jovenes del tallo, mostr6 quemaduramrchitamiento vy, finalmente, las
plantas murieron por el colapso apidablra 41). Esta sensibilidad a la sal mayormente
focalizada en los tejidos jévenes de la parte adebeutante no se habia descrito hasta
ahora, y su deteccion en tomate ha sido posiblgueorl contrario que efrabidopsis

la estructura anatomica de tomate con un tallooldrg@ permitido una diseccion mas
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precisa de los diferentes niveles de dafios. Lesgaiel mutantebl10de tomate también
se vieron afectados por la salinidad tamtovitro como en ensayos Vvivo, COmo
anteriormente también fué observado en el mutzbiid de Arabidopsispor Quaret al.
(2007). Curiosamente, cuando analizamos la indoat#la expresion del g&ICBL10
por estrés salino en plantas sin transformar (W& )Yetectdé que la mayor induccién en
la expresion del gen sucedia en las primera hajagpletamente desarrolladas (hojas
superiores) y en la raiz, en lugar de en los tsjielo desarrollo que fueron los mas
afectados por los salinidaBligura 41). Esto sugiere que la funcion ejercida por el gen
SICBL10en las primeras hojas desarrolladas y en raie@ssaria para la proteccion de

la zona apical de la planta en condiciones dessaino.

El patron de expresion temporal del gai€BL10durante el tratamiento salino
(Figura 408 mostré dos picos de induccion de la expresiogui® sugiere una posible
doble funcidn de este gen en respuesta al estnés,amo temprano (después de 24 h de
tratamiento salino), que podria estar implicadgmtesos de sefalizacion del estrés,
seguido de una bajada a niveles basales de las#prg otro pico mas tardio (después
de 6 dias de tratamiento salino) cuyo papel encaste podria estar implicado en los
mecanismo de adaptacion a dicho estrés. En estoidio®s se habia observado que los
transcritos d&CBL10aumentaban después de pocas horas de aplicatiéstrds salino
(6-12 horas) y posteriormente disminuian despuésed horas de tratamiento (Quan
et al, 2007; Tanget al, 2014), pero la segunda fase de induccion obsareadeste
estudio no se habia descrito hasta ahora, probabtendebido a que en los ensayos

previos se han utilizado tiempos mas cortos deagtn del tratamiento salino.

2. El genSICBL10 esta implicado en la homeostasis de Ng K*

Otra caracteristica importante observada en el mritzbl10 es la alteracion en la
homeostasis de Ng K* durante condiciones de estrés salino. Asi, la atagion total

de N4 por la planta era inferior en el mutamt&10 que en WT Figura 42a), lo que
resultaba en una inusual baja relaciori/Kapara un mutante sensible al estrés salino
(Cuarteroet al, 2010). Estudios previos sobre el efecto de ltanidn de este gen en
Arabidopsis observaron que el mutantAtcbll0 mostraba también una menor
acumulacién de Niaen condiciones de estrés salino en comparaciéfasquiantas WT
(Kim et al, 2007), siendoAtcbl10 el primer mutante hipersensible al estrés salino
identificado con un menor relacion M&* (Kim et al, 2007). En el caso del mutante
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cbl10de tomate, las plantas mutantes no solo no pekdiam raiz y parte aérea como
consecuencia del tratamiento salino, sino que teamracion de este ion aumentaba
considerablemente durante el tratamiento salfgufa 42b). En relacion a esta
observacion, Rert al (2013) han demostrado que AmabidopsisCBL10 modula
negativamente la actividad de un transportador dde<membrana plasmatica en raiz,
AKT1, uniéndose directamente a él sin necesidadodear modulo funcional con
ninguna CIPK. Si esta funcionalidad descrita perabidopsisse conservara también en
tomate ySICBL10inactivara aAKT1 en raiz, lo cual seria necesario e interesante
corroborar después de los resultados obtenidtatdade funcionalidad del g&8iCBL10

en el mutantecbll0 podria estar provocando una inactivacion defeetudsl
transportador de K permitiendo una mayor entrada dé X como consecuencia un

mayor contenido de Ken la raiz y en la parte aérea del mutante.

Por otro lado, en cuanto a la homeostasis dedddas plantas mutantebl10,
nosotros hemos realizado una nueva observaciémeswith hasta la fecha para ningun
mutante decbl10, y es que aunque las plantas presentaban una memmulacion de
Na" que WT, la distribuciéon del mismo a lo largo deplanta mutante estaba alterada
(Figura 423a), una de las principales caracteristicas que m@tan la tolerancia a la sal
en tomate (Cuarteret al, 2010). En este contexto, las plantas WT adoptiemte a la
salinidad el mecanismo tipico de tolerancia detpkaglicofitas (Craig Plett y Mgller,
2010; Horieet al, 2012), con una mayor acumulacién de" a la raiz, evitando el
transporte de iones Naa niveles toxicos a través del xilema a los tegjiderdes
fotosintéticamente activos, y dentro de los tejideeydes el Na se acumulo
preferentemente en hojas adultas y el tallo, cdmale proteger los tejidos jévenes en
desarrollo de la toxicidad por NaSin embargo, el mutantbl10 de tomate no mostré
capacidad de retencién de Nen la raiz, siendo el contenido de"Namilar o incluso
inferior que en la parte aérea, que también présigficiencia en la acumulacion del ion
en las hojas adultas, lo que permitié un mayosfarte de Naa los tejidos en desarrollo,
en comparacion con las plantas sin transformar (Wigura 42a). Este hecho pudo ser
el causante del colapso apical detectado en ladaglanutantes a los pocos dias de

exposicion a condiciones de salinidad.
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3. La expresion de genes implicados en la homeostadiss Na“ esta alterada por la
disrupcién de SICBL10

Al estudiar la expresiéon de los genes implicadotaeabsorcion y el transporte a larga
distancia de Naen condiciones de salinidad, se observé un pattérado de expresion
en el mutante que parecia reflejar una capacidadtdesa del mismo para acumularNa
tanto en raiz como en hojas superiores desarrsllag@ se correspondia perfectamente
con el patrén alterado en la distribucién dé blaservado en el mutante de toniE 0

Las evidencias acumuladas indican que las funcidadsansporte a través de las vias
SOS (Salt Overly Sensitive) y HKT (High-Affinity Bassium Transporter) estan
coordinadas para mantener la homeostasis deblj@ condiciones de estrés salino
(Kronzucker y Britto, 2011; Hasegawa, 2013; Maah@D13; Deinleiret al, 2014). De
hecho, la disfuncion de cualquier gen de la fanSIRS o HKT altera el transporte a larga
distancia y la adecuada distribucion de" Mda la planta, lo que resulta en fenotipos
sensibles a la sal (Olia al, 2009; Huerta®t al, 2012; Liuet al, 2012; Hill et al,
2013). El antiportador HNa" SOS1, situado en la membrana plasmatica, estéadpl

en la salida de Nalesde el citoplasma al exterior celular, ya seaeglio exterior llevado

a cabo por las células epidérmicas de la raizctale xilema, llevado a cabo por las
células parenquimaticas tanto de hoja como de miitando de esta manera una
acumulacion excesiva de Nen el citoplasma celular (Huertesal, 2012).

La principal funcién de la familia de geneiKT1 descrita hasta la fecha es el
transporte a larga distancia de*NEn Arabidopsis donde mas se ha avanzado en el
conocimiento de esa familia de transportadored)aseescrito concretamente que la
principal funcion de la isoformatHKT1;1 es la de retirar Nadel xilema, favoreciendo
preferentemente su acumulacién dentro de las vasa@ las células tanto en raiz como
parte aérea, tallo y hojas desarrolladas (provideosacuolas), para evitar que el"Na
llegue via xilema a las zonas de apicales de crestm donde su efecto es muy téxico
(Berthomieuet al, 2003; Sunarpet al, 2005; Ruset al, 2006; Davenporét al, 2007;
Moller et al, 2009; Oliaset al, 2009; Craig Plett y Mgller, 2010). Un estudioieate de
Asinset al (2013) sugiere que en tomate la isofolghidKT1;2 podria desarrollar una
funcion similar a la descrita pafdHKT1;1 Como hemos mencionado anteriormente, la
alteracion en los patrones de expresion de lossgigtectados en el mutankégura 43)
parece sefialar que la disrupcion del §2BL10alter6 la capacidad de retencién dé Na

en las células vacuoladas (células de la raip, ydtlojas completamente desarrolladas).
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Asi, lo observado en la raiz del mutante fue unemimnde la salida de Naacia el
exterior de la planta mediante un aumento de laesign deSIHKT1;1,que retira Na
del xilema hacia el interior de las células dedg,ry un aumento de la expresién de
SISOSIgue probablemente expulsa el'Ni2 nuevo al medio (Oliast al, 2009). Este
mecanismo de salida hacia el medio exterior na&iectado en las plantas WHiqura
43).

A nivel de parte aérea, el mutante intenta minimeacontenido en Naen el interior
celular de las hojas desarrolladas, aumentandogtiaréa expresion d8ISOS1que lo
saca al exterior, y casi anulando la expresio8IHKT1;1y 2, disminuyendo con ello su
entrada a la céluldigura 43). En las hojas de WT no se observo por el cootgrandes
cambios en la expresion de estos genes durantatamiento salino. Por dltimo, se
observd un curioso patron de expresion de las ns@® deSIHKT1 en el tallo del
mutante, ya qu&lHKT1;1aumenta su expresion en sal hasta 80 veces nsienieala
expresion de la otra isoforma se anula por comgiietura 43), lo que sugiere un papel
diferente para loSIHKT1sen funcién del 6rgano, tejido y hasta la etapdedarrollo de
las plantas (Asinst al, 2013). Debido al menor contenido de"M@mbién en el tallo de
las plantas mutantes con respecto a WT, el auntenta expresion d8IHKT1;1en el
tallo no creemos que este aumentando la entrada’ds interior celular, sino que podria
estar promoviendo la entrada de"hfloema para su recirculacion hasta la raiz,dea
las funciones que se ha sugerido podria tener alganas isoformas de esta familia de
transportadores, pero que aun no ha sido demogBaddnomieuet al, 2003; Oliaset
al., 2009; Asinst al, 2015). Por lo tantdZBL10podria desempefiar un papel crucial en
la homeostasis de iones bajo estrés salino medarggulacion tanto en de la absorcién

como la translocacion de Ng K* (Renet al, 2013).

4. La anulacion deSICBL 10 no altera el nivel de expresion d&lSOS2

Estudios previos han descrito que CBL10 interactma la proteina quinasa CIPK24
(SOS2, localizando este complejo en la membrana vacutdade podria ejercer su
funcién en condiciones de estrés salino (ktnal, 2007; Quaret al, 2007; Waadet al,
2008). Asi, estudios eftrabidopsis(Kim et al, 2007), pero también en otras especies
comoPopulus(Tanget al, 2014), han sugerido que en condiciones de satirsé forma

el modulo funcional CBL10-CIPK24 que se dirige ahdplasto donde fosforila una
proteina, probablemente un antiportadofN4’, para la acumulacion no toxica de*Na
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en el interior de las vacuolas celulares de laepaérea. También se ha sugerido que
CBL10puede tener en parte aérea una funcion homolzgguee ejercSOS3CBL4) en
raiz (Quanet al, 2007). SOS3 es uno de los componentes de 155 el cual en
condiciones de salinidad forma maédulo funcional 8@S2 (CIPK24) y se dirigen a la
membrana plasmatica donde fosforilan a SOS1, queocga hemos mencionado
anteriormente es una antiporte’/Ma” encargado de la salida de'N®liaset al, 2009).

El fenotipo observado en el mutante de tonaht&0no secundaria esta hipétesis, ya que
de ser asi la disrupcion &CBL10deberia alterar la capacidad de las células de par
aérea para sacar Nal exterior a través d&0S] observando un mayor contenido dé.Na
Sin embargo, lo que los andlisis fisiolégicos y eealares nos muestran es justo lo
contario, estando por tanto mucho mas cerca deddsis planteada por Kimt al,
(2007) y apoyada por otros autores (Waetdtl, 2008; Tanget al, 2014) en cuanto al
papel deCBL10en la acumulacion de Nan el interior de las vacuolas celulares en
condiciones de salinidad. Aunque en nuestro casmulacion del geBICBL10no afectd

al nivel de expresion d8lSOSZn la parte aérea de las plantas mutantes; dagistse
solamente una expresion ligeramente mayor en la dailas plantas mutantes en
comparacion con las WTFigura 44), que junto al aumento de la expresionSfeS1

apoya la mayor salida de Nen el mutante.

AlUn no se ha identificado la proteina diana enoebplasto para el modulo
funcional CBL10-CIPK24. Los primeros estudios siegon que podria ser un antiporter
cation/proton de la familia NHXs (Kinet al, 2007), pero esta hipdtesis no ha sido
confirmada por ningun estudio posterior sobre feiitn deCBL1Q Cuatro isoformas de
NHX han sido identificas en tomate (Gahetal, 2012; Huertast al, 2013), en nuestro
estudio sélo las isoformaeNHX1y LeNHX3mostraron un aumento significativo de su
expresion bajo estrés salino. A nivel de la rdiauenento en la expresion deNHX1
fue significativamente mayor en las plantas mutaqtee en las plantas Wigura 44),
pero el contenido de Nan las raices de WT fue superior al del mutantinal del
tratamiento salinoHigura 42a). En cambio, el contenido d€ kn las raices del mutante
cbl10fue muy superior al de WT al final del ensaffg(ra 42b). Algunos autores han
demostrado que las proteinas NHX1 y NHX2 desempefigacapel mas importante en la
homeostasis de'Kque en la de NgBassilet al, 2011). Recientemente, se ha demostrado
gue el incremento en la tolerancia a la salinidaghlantas de tomate transgénicas que

sobrexpresaAtNHX1 esta fundamentalmente asociado al control den@ebetasis del
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K™ (Leidi et al, 2010). Como hemos visto anteriormente, la faftguhcionalidad del
gen SICBL10en el mutante podria estar provocando una inaifinadefectuosa del
transportador de K permitiendo una mayor entrada dé por la raiz del mutante. Por
tanto, la mayor expresion deNHX1observada durante el tratamiento salino en lassaic
del mutantecbl10 podria ser como consecuencia de esta mayor lledad&,
acumulando el exceso de" ken las vacuolas de las raices. Sin embargo, noase
observado cambios importantes en la expresion maguna de las dos isoformas de
LeNHXen las hojas, lo que sugiere, de acuerdo con &aag (2014), que la proteina
diana para la funciéon deBL10en la homeostasis de Nao es una proteina de la familia
de las NHXs.

5. El genSICBL 10 esta implicado en la homeostasis de €a

Otra caracteristica fenotipica interesante y queertta descrito hasta la fecha para ningun
mutante del ge@BL1Q es la mayor reduccion en la conductancia estomytia tasa de
transpiracién en hojas del mutact#10bajo condiciones de estrés salino, o que estaba
asociado con una menor apertura estomatica y unmpaycentaje de estomas cerrados
en el mutante Kigura 45). Nosotros en este estudio sugerimos que esteadltia
fisioldgica causada por la mutacion del g6BL10en tomate podria estar relacionada,
entre otros, con la alteracion de la homeostasatiey K+ detectada en el mutante bajo
condiciones de estrés salino. De hecho, el cordatgdC&* y K* es un factor clave en la
regulacion de los movimientos de los estomas (Ademl, 2001; Guoet al, 2008;
Roelfsema y Hedrich, 2010), habiéndose demostradadgspués del cierre estomatico
inducido por un estrés se debe producir una sdkd&&" desde la vacuola, donde se
encuentra almacenado principalmente, hacia al apmwplpara que se produzca la

reapertura estomatica (Gillihagt al, 2011).

El C&* es absorbido por las raices y se transporta pehmente via extracelular a
través del apoplasto hacia el xilema, donde ét @laanza la parte aérea de la planta en
funcion de la tasa de transpiracion y de la vebtide su acumulacion en las vacuolas
(McAinsh y Pittman, 2009). En los tejidos basalasces, hojas y tallo adultos) ela
se encuentra principalmente formando parte de tlaatsra de la pared celular, no
constituyendo estos depdsitos una reserva dep@sa la planta, dado que el’Céde la
pared celular no es intercambiable. La reservaaté éh la planta se encuentra en las

hojas superiores desarrolladas y el tallo supatmnde el C# que llega y no es utilizado
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por la planta entra al interior celular y se acuaren las vacuolas. En el interior celular,
el C&* se encuentra casi en su totalidad almacenado emlas, manteniendo la
concentracion de CGhcitosolico rigurosamente controlada en niveles iajps (entre
100-200 nM) a fin de evitar, entre otros efectateseables, la precipitacion de fosfato
inorganico (Sanderst al, 1999). Este G4 acumulado en las vacuolas es intercambiable
segun las necesidades fisiologicas d& @a la planta o bajo situacion de déficit (Bush,
1995). En lo que respecta a la homeostasis d& [@asalinidad indujo una disminucion
del contenido de Gaen las plantas sin transformar, principalmentdasnhojas en
desarrollo y en las hojas superiores completanaggarrolladasHigura 46), debido a
que condiciones de salinidad la planta absorbe sn€d&d ya que Nay C&* son iones
antagonista (Maathuis, 2014). Por el contrario,eémqmutantecbl10 no se detect6
disminucion de C4 con la salinidad, siendo el contenido de&'Gan la parte aérea
superior significativamente mayor en el mutanteeu®VT al final del tratamiento salino
(Figura 46), lo que sugiere que el mutamtsl10no hace uso de su reserva dé"CRero

si no se produce este intercambio, el mutante syodie del C4 necesario para seguir
desarrollando sus tejidos y meristemos en condisiale salinidad, lo que junto con la

mayor llegada de Ngodria estar provocando el colapso apical observad

Hasta donde sabemos, estos son los primeros chssiltpe apuntan una clara
funcionalidad del ge@€BL10en la regulacion de la homeostasis del*@aplantas. En
lo que respecta al'Ktambién se ha comprobado que la entrada y sidi#a del interior
de las células oclusivas afecta a la aperturargecike los estomas (Lebaueyal, 2007;
Wu et al, 2012), y como hemos visto anteriormente el metahtl0 muestra mayor
contenido de Ken raices, tallo y hojas superiores (hojas jovelesarrolladas) al final
del tratamiento salino. Com@BL10 parece que regula negativament&kdl 1 (Ren et
al., 2013), y se ha visto qu&KT1 es importante para la entrada dedf las células
oclusivas (Kimet al, 2007), la falta de funcionalidad del g8ICBL10en el mutante
podria afectar a la entrada dédh las células oclusivas, afectando a la apeytararre

de los estomas.

6. Posible relacion entre el geisICBL10 y SICAX1 para el control de la homeostasis
de C&*

Entre los transportadores de ?Cadentificados en plantas, solo los transportadores
localizados en el tonoplasto son capaces de catddizaptacion de €aen contra de su
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gradiente electroquimico en vacuola, y podrianmeséar la funcién de acumularCa
en condiciones fisiologicas (Pottosin y Schdonkne2807; McAinsh y Pittman, 2009).
Entre estos transportadores, la primera isoformantiporter H/Ca* identificada fue
AtCAX] localizada en la membrana vacuolaAdabidopsigHirschiet al, 1996).CAX3

es el homdélogo mas cercandCaAX1y ha sido propuesto para desempefiar un papel
similar en la homeostasis de?C&Zhaoet al, 2008). Con el fin de conocer si la alteracién
en la homeostasis de Taletectada en el mutante en condiciones de salirpddria
deberse a una posible relacién del §6BL10con los genes CAX, el grupo de la UAL
realizd un analisis filogenético mediante el cualobtuvo la secuencia de un gen de
tomate cercano AtCAX1y a AtCAX3de Arabidopsis que nhombramos conf®ICAX1
(Figura 473). La salinidad indujo la inhibicién de la expraside SICAX] y esta
inhibicion fue significativamente mayor en las pém mutantes (99% y 93% de
inhibicion de la expresion en tallo y hoja supeniespectivamente) que en las plantas sin
transformar (20% y 60% de inhibiciobn de la expresi&n tallo y hoja superior,
respectivamente}H{gura 47b). Ademas, el analisis de los patrones de exprésioporal
mostraron que el estrés salino indujo la inhibidéna expresion d8ICAXlantes en el
mutante (después de 12 horas de tratamiento sajirgogn las plantas WT (después de
30 horas de tratamiento salino), y se manteniavates muy bajos e inferiores a WT
durante todo el tratamiento (98 % de inhibicionpdes de 6 dias de tratamiento salino;
Figura 47¢).

La inhibicidon de la expresion &CAX1linducida por la salinidad podria ser debida
a la necesidad de la planta de movilizar sus rasede C# vacuolar con el fin de
compensar la menor absorcion deé'Gaor la raiz en condiciones de salinidad, asi como
para contribuir al aumento temporal d&Gen el citoplasma con el objeto de sefializar
la situacion de estrés (Conn y Gilliham, 2010)int@bicion de la expresion dalCAX1
observada en condiciones de salinidad en WT estmtdanto, indicando el uso de las
reservas vacuolares de?Gdo que se correlacionaria perfectamente con rdige de
C&* observadan este tejido durante el tratamiento salffigyra 46). Sin embargo, en
el mutantecbl10 la mayor inhibicion de la expresi®@8CAX1no dio lugar a una mayor
disminucion del contenido de €an hojas superiores desarrolladas ni en tallo, ire
mas bien el G4 parece ser retenido en estos tejidos duranteataniento. Estudios
previos han demostrado que la actividad de CAXregpdlada por una region reguladora
N-terminal (NRR) (Pittman y Hirschi, 2001; Pittmanhal, 2002). Esta region se ha visto
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que esta inhibida o autoinhibida, y para que CA¢ astivo y se produzca el transporte
de C&" al interior de la vacuola seria necesario elimi@sa inhibicion. Asi, se ha
comprobado que el truncamiento de la region NRRad&oteina causa la activacion
constitutiva de CAX tanto en levadura como en plar{iManohaset al, 2011). Otros
estudios han demostrado que la expresion de umafirterminal truncada d&CAX1
(constitutivamente activa) en tabaco (Hirschi, )386n tomate (Par&t al, 2005) causé

un aumento de la concentracion deé'Gan hojas superiores de las plantas, siendo esta
acumulacion de Gaen vacuola irreversible, lo que disminuyo la dispdidad de C&'

en el apoplasto (Par&t al, 2005) y causo fenotipos de sensibilidad al esedso
asociados con deficiencias de?Cirschi, 1999; Hirschi, 2001; Manohat al, 2011).
Estos fenotipos tienen ciertas similitudes al datdren nuestro caso para el mutante de
tomatecbl1Q Asi, en los ensayos a largo plazo se detect@imnretencion de Gaen

las hojas superiores del mutankég(ra 52a), lo que podria ser la causa de gb&lO
mostrara un fenotipo de deficiencia de?Caa que las plantas en condiciones no
estresantes tenian menor altura, clorosis margindhs hojas apicales, menor masa
vegetativa, asi como un menor numero de frutosgdsiestos mas pequefos y con mayor
incidencia de Blosson end rot (BER) que en lastalaWT Figura 49 y 503, situacion
gue se agravé con el tratamiento salino llegangwosocar el colapso apical de las
plantas. La salinidad generalmente produce unaiédeéia de CA en los frutos, debido

a que se reduce la absorcién dé*@asu distribucion hacia la parte distal del fruto
(Guichardet al, 2001).

Teniendo en cuenta el conjunto global de resultgdot con las evidencias
recopiladas de estudios previos, el §&@BL10parece estar implicado en la via CAX,
probablemente en la regulacion negativa de éstgsoaadores vacuolares €&*, por
lo que la falta de funcién daria lugar a una activaconstitutiva dSICAX1en el mutante
y, por lo tanto, a una retencién irreversible dé*@a vacuola. Aunque sin duda alguna
esta hipotesis necesita ser confirmada con estpdisteriores mas profundos, de serlo
daria explicacion a muchos de los rasgos fenogmbservados en el mutante, como son
los sintomas de deficiencia de’Can el mutante, mas acusados en salinidad, a gesar

que su contenido de €aes superior al de las plantas WT.

Esta hipétesis también podria dar explicacibnsgadenotipico mas caracteristico
observado en el mutanttbbl10 como es la hipersensibilidad a sal. De hecho,aen |
bibliografia existen indicios suficientes que iradique una alteracion en la homeostasis
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de C&" causa mayor sensibilidad a la sal. Asi, plantasstgénicas del mutantaxlde
ArabidopsissobreexpresanddAX1mostraron una mayor sensibilidad a la salinidad, qu
se relaciond con un incremento descontrolado deolapartimentacion del €a
citosolico en la vacuola debido a la desreguladéiCAX], impidiendo desencadenar
respuestas de adaptacion como la ruta SOS de leadotaa (Chenget al, 2003). Por
otro lado, también se podria justificar la menamaglacion de Naen el mutante, ya que
se ha demostrado que los ge@®sX juegan un papel crucial en la generacion del
gradiente de protones entre vacuola, citoplasn@oplasto, a traves de la regulacion de
la bombas de Hen la membrana plasmatica (V-type ATPase) y tasipl (V-type
ATPase) (Chenget al, 2005; Zhaoet al, 2008). El deterioro en el gradiente
electroguimico de Ha través de la membrana plasmatica y del tonapleatisa
sensibilidad a la sal (Yourgf al, 1998; Vitartet al, 2001; Zhang y Blumwald, 2001;
Zhu, 2002), por lo que la generacién de un gradiel@ protones (H adecuado es
fundamental para compartimentalizar el da las vacuolas (Blumwakt al, 2000). En
este sentido, lineas d&rabidopsisque expresan constitutivamenBAX1 o CAX3
mostraron fenotipos de sensibilidad a la salinigacha compartimentacion alterada de
diferentes nutrientes, incluyendo la compartimeadtade N&. Por tanto, la alteracién de
la expresion d8ICAX1asi como la mayor retencién de?Cabservada en mutante podria
estar alterando el gradiente de protones necqsanacel funcionamiento de los antiporter
Na’/H* y dificultando la entrada de Nan la vacuola (Kronzucker y Britto, 2011;
Hasegawa, 2013; Maathuis, 2014). Otro rasgo feicotipue tendria cabida en esta
hipotesis es la alteracion de la conductancia eioenobservada en el mutactd10en
condiciones de salinidad, ya que los genes derldi®aCAXse ha demostrado que juegan
un papel muy importante en el movimiento estomat® hecho, se ha detectado que
estos genes se expresan de forma muy elevadaaubess guardas derabidopsigCho

et al, 2012).

En apoyo a la hipétesis del posible papebtfeBL10en la regulacion negativa de
SICAX1 mediante un ensayo de dobles hibridos en levagkirdemostro que SOS2
interactia con el dominio regulador N-terminal d&X@, y ademas lo hace de forma
independiente a SOS3 (Cheeigal, 2004). Esto sugiere que podria ser otra prot#na
la familia CBL la que formara mdodulo funcional cB®S2 para esta interaccion, que
ademas podria estar regulando negativamente \adactide CAX1. Otra posibilidad es
que SICBL10 interactue directamente con el N-teamnoe SICAX1 de una manera
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independiente a CIPK, de esta manerdrabidopsisse ha demostrado que CBL10 era
capaz de interactuar directamente e inhibir lavalztd del transportador AKT1 de'ken

raiz (Renret al, 2013). En resumen, el g&CBL10parece tener un papel critico en los
mecanismos de tolerancia a la salinidad en plaseagomate, en la regulacion de la
homeostasis de Nano solo a nivel de la parte aérea como se désa@itieriormente,
sino también a nivel de raiz. Ademas, nuestrodteatas parecen indicar que el efecto
de la interrupcion d8ICBL10sobre la homeostasis de'dgn tomate podria ser indirecta.
Esta podria ser la causa de que hasta la fecha maya llegado a identificar la proteina
diana de CBL10 en la membrana vacuolar, puestaoagios los esfuerzos se han dirigido
hacia la basqueda de un transportadoi/la a pesar de que a algunas proteinas de la
familia CAX también se les ha relacionado con uivatad transportadora Néd* (Zhao

et al, 2009). Con nuestros resultados, una nueva vstdeio se abre en referencia a la
funcién deSICBL10en los mecanismos de respuesta a la salinidazheatd¢. Esta nueva
via a investigar implica una interaccion entre CB8LA CAX para la regulacion del
secuestro/compartimentacion de?Can la vacuola, participando por tanto en los
mecanismos de sefializacion por?Cdel estrés, asi como en los mecanismos de
adaptacion mediante la generacion del gradiente Hie necesario para la
compartimentalizacién vacuolar del N@igura 59). Sin embargo, a fin de demostrar
definitivamente esta nueva hipétesis serian neiossandlisis adicionales acerca de la
interaccion y la posible regulacion negativa de/{C por la interaccién con SICBL10,

de una manera dependiente o independiente con SOS2.
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N a+/+
HOJA EN DESARROLLO K
Na* ]
c a 2+
1° HOJA DESARROLLADA XILEMA FLOEMA

‘ Sobreexpresado respecto a WT en sal.

‘ Inhibido respecto a WT en sal.

Figura 59: Propuesta de posibles funciones del g&hCBL10 en parte aérea de tomate en base a las
alteracion en la homeostasis de iones (Ny Ca?*) detectada en el mutantechl10 cultivado en
condiciones de salinidad.

205



V. Capitulo II. Discusion

7. Las plantas injertadas muestran alteraciones morfdlgicas y sensibilidad a la sal

cuando el mutantecbl10 actlia como esqueje pero no como portainjerto

Debido a los diferentes procesos fisiologicos afdas por la anulacion del g&CBL10
tanto en parte aérea como en raiz, se ha considiertadesante dilucidar que funcion, la
que ejerce en raiz o en parte aérea, es la resdpers fenotipo de sensibilidad a la sal
del mutante. Para ello, se realizaron injertogrecos entre WT y mutantel] LQWT y
WT/cbl10), e incluso se realizaron injertos reciprocosalonutante hiperacumulador de
Na* she-1(cbl10/she-1y she-1/cbl1] con el fin de comprobar la respuesta del mutante
cbll0actuando como esqueje sobre el portainjertos dinteshe-1 que transporta una

elevada cantidad de Ndesde la raiz a la parte aérea.

Sorprendentemente, en ausencia de estrés salimjedb per seprovocé una
alteracion morfologica en la parte aérea de lastgdacuando se utilizaba el mutante
cbl10 como esquejecblLQWT, cbl10/she-1y en las plantas autoinjertadas del mutante
(cbl10/cbl10, siendo los foliolos de las hojas generalments redondeados y de menor
tamafio que WT, asi como flores con longistilia yntEnor tamafioRjgura 53a y b.
Ademas, los pesos de las plantas también mostrad@atendencia a ser menores cuando
el mutantecbl10actuaba como esqueje. Estas alteraciones puedeéealséas al proceso
de corte y union de los nuevos tejidos, que inclayeparacion y el refuerzo de la pared
celular, la activacion de vias de sefalizacionadeerida que inducen la produccién de
proteinas relacionadas con la defensa, asi congapatidos, incluyendo pectinas que se
depositan en la unidn del injerto y proporcionasistencia a la zona de corte (Bostock y
Stermer, 1989; Ledet al, 2001; Sasaket al, 2002). Al mismo tiempo, la division
celular produce una masa de células pluripotergesrdinadas callo cuya diferenciacion
da lugar a los dos tipos principales de tejido uksc floema y xilema (Melnyk y
Meyerowitz, 2015) y la participacion de fitohormentales como auxina, citoquininas y
giberelinas, que se ha sugerido que intervienda géarmacion del xilema y del floema
(Roberts, 1988; Mattssoet al, 1999; Sachs, 2000; Ye, 2002; Asahina y Satoh5R201
La cuestidon que nos podemos plantear es porquet&aaciones morfolégicas solo se

producen cuando se utiliza el mutante en la p&meaay no en la raiz.

El C&* es un nutriente esencial para las plantas. Halinadie pone en duda la
afirmacion de que el Gaes un regulador crucial del crecimiento y deskrrde las

plantas. Aunque los procesos en los que partigpaien son numerosos, aumentan a
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medida que avanza la investigacion e involucraasatodos los aspectos del desarrollo
de la planta (Harpest al, 2004; Hetherington y Brownlee, 2004; Hirschi, 20Beddy

y Reddy, 2004; Bothwell y Ng, 2005; Roelfsema y #igd 2010). Las alteraciones
morfologicas de las plantas injertadas donde ehmeatbl10actia como esqueje pueden
ser debidas a la dificultad del mutant#10 para hacer uso de los depositos d& Ga

las vacuolas, y que afectarian a la unién deltmjea la formacién del callo y los tejidos
vasculares. Una de las alteraciones fisiologicasmas nos habia llamado la atencion
respecto al mutantebl10 es el inusual mayor contenido de?Can hoja durante el
tratamiento salinoRigura 46 y 523, respuesta que se ha corroborado en las diferente
combinaciones de injertos que tenian el mutuanteasquejeRigura 55a y 583. Por

el contrario, en la raiz no se observan grandesatitias en el contenido de’Caa que

en este organo el €ase encuentra principalmente formando parte dsttactura de la
pared celular y ligeramente en el interior de Klsllas, por o que no es intercambiable
(Bush, 1995), y su acumulacion es muy inferioredlrdsto de la plantd&igura 46). Este
resultado nos demuestra que el gdGBL10esta implicado en la regulacion de la
homeostasis de &aen parte aérea, lo que explica que solo las canlnines con el
mutante como esqueje muestren alteraciones morfalgAsi es sabido que en las
plantas injertadas la formacién del puente calrgioe la parte aérea y la parte radicular
y la diferenciacién del nuevo tejido vascular, juabdn la produccion de xilema y floema
secundarios, son cruciales para una adecuadaciciteraparte aérea-parte radicular,
permitiendo el paso de agua y nutrientes entre supbaes (Hatmaet al, 2002).
Algunos autores tras la observacion de la estraatarunion en el injerto en plantas de
tomate han concluido que la formacion del xilengelfloema ocurre 8 dias después de
la realizacion del injerto, observando que la catahcia hidrica y por tanto el injerto
eran completamente funcional a los ocho dias (Bodr, 2013). En este tiempo de
regeneracion de tejido vascular, la parte aérearéedmbrevivir de sus propias reservas
intercambiables de nutrientes, generalmente aculosilan vacuolas de hojas y tallo
jovenes totalmente desarrolladas. Como se ha thaliaateriormente, tenemos indicios
de que el mutantebl10tiene alterada su capacidad para hacer uso derestrvas de
nutrientes, asi se ha podido comprobar con &' Qae ademas es un elemento
fundamental para el desarrollo de nuevo tejidoe Bstho podria ser entre otras, una de
las posibles causas de las alteraciones morfo®gietectadas en los injertos en los que
el mutante se utilizé como esquepbllQcbl10y cbl1QWT).
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En relacion con la respuesta a la salinidad, salplantas injertadas con el mutante
cbl10como esqueje mostraban sensibilidad a sal, pecoaado el mutante era utilizado
como portainjertoKigura 54a y 56, lo que sugiere que la funcién del gen en laegpart
aérea y no en laraiz es la responsable de lsbdatasi del mutante al estrés salino. Este
resultado junto con la alteracion de la homeostisi€a" solo en la parte aérea lleva a
proponer como papel del g8iCBL10su participacion en la regulacion de la homeostasis
de C&*, siendo esta funcién crucial para la toleranclaataate al estrés salino.

Sin embargo, las plantas injertadas entre el meitdnht 0 como portainjerto y WT
como esqueje, no solo no mostraron mayor senslilid la salinidad sino que
presentaron incluso menor clorosis en hojas gaetelnjerto de WTAmpliacion figura
54a), es decir la raiz del mutante hipersensible &lslal0 parece ser capaz de inducir
tolerancia al genotipo parte aérea. Este efectitiyamde la tolerancia se volvio a repetir
y por tanto corroborar en las plantas injertadasatanutante hipersensibéfie-1como
esqueje cbl10 como portainjerto. Es interesante sefalar quedmahmutantebl10
acta como portainjerto, el contenido de" lto en la raiz como en la parte aérea es
muy inferior al de las plantas WT y, sorprendentei@ela combinaciorshe-1/cbl10
muestra una concentracion de‘da raiz y parte aérea similar al autoinjerto defante
cbl10 Estos resultados evidencian que el mutabt0 absorbe menos Na@or la raiz y
de esta manera transporta menos Baa parte aérea, lo que explicaria la menor
sensibilidad a la salinidad del genotipo parte aérando el mutantbl10actia como
portainjerto, como se ha observadase-1/cbl10A ello se une la menor reduccion del
contenido de Kdurante el tratamiento salino en las combinaciameglecbl10 actia
como portainjerto. En resumen, el uso del mutabk&0 como portainjerto podria ser de
gran interés ya que recupera la homeostasis i@micandiciones de salinidad. Aunque
mas estudios son necesarios, existe la posibitidéaooder usar el mutantel10 como
portainjerto de tomate capaz de inducir toleraatiastrés salino en el genotipo parte

aérea.
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VI. CONCLUSIONES

CAPITULO I. Identificacion y caracterizacion de mutantes

1. La identificacién y caracterizacion de un mutardeddsarrollo y de dos mutantes que
muestran alta sensibilidad al estrés salino espaa@e silvestr&. pennellii, con un alto
grado de tolerancia a salinidad en relacion cotoraiate cultivado, puede permitir la

identificacién de genes clave en la tolerancia.

2. El mutantesl-1 (succulent leaves-1) presenta hojas de color verde intenso y mayor
grosor y pierde menos agua por transpiracion eaenaiss de estrés, como se refleja en
los menores valores de conductancia estomaticaarysgiracion. Estos cambios
fenotipicos conducen a una mayor tolerancia y afinadsu respuesta fisioldgica frente
al estrés salino, ya que el mutadtdl presenta mayor concentracion dé éh hoja y
reduce la relacion N&™, mecanismo opuesto al observado generalmenteespéxie

silvestreS. penndllii.

3. La respuesta a la salinidad del mutante hipersienaibalshp-1 (salt hypersensitive
pennellii-1) es opuesta a la observadasih, ya que experimenta una mayor pérdida de
agua de las hojas por transpiraciéon y una elevagtaaacion de Naen las hojas durante
el periodo de exposicion a la sal. Estos resultadggeren la importancia que tiene el

control de la pérdida de agua en la toleranciasaliaidad de la especie silvestre.

4. Los cambios fisiol6gicos inducidos por la salinidsel mutante de tomadiee-1 (salt
hyper sensitive esculentum-1) son bastante similares a los observados en ehtestgo-

1 de S pennéllii, en relacién con el alto transporte a la parteaéie agua y Neen
condiciones de salinidad. Sin embargo, el analisisxpresion de genes implicados en el
transporte de Nasugiere que la alta acumulacion de Ma la parte aérea del mutante
hipersensible a la sghe-1 esta relacionada con la alteracion en el patr@xgeesion de
los geneSHKT1s.

5. Mediante injertos reciprocos entre WT y mutantesséemostrado que el gen alterado,
responsable de la sensibilidad a la sal del mustieté, tiene su funcion principal en la
raiz. Asi, el grado de sensibilidad a sal y eldpamte a la parte aérea y acumulacion de
Na* en hojas es similar en las plantas del mutantelgseplantas injertadas con WT como

esqueje y el mutante como portainjerto.
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CAPITULO II. Caracterizacion de un mutante de tomate que tiene anulada la
expresion del gerSICBL10

6. La disrupciéon del gerdCBL10 en tomate confirid6 una elevada sensibilidad a la
salinidad, manifestada en mayor grado en la pateaaapical. Interesantemente, la
expresion del geBCBL10 en WT se induce por la salinidad en toda la plantéuyendo

raiz, menos afectada por la salinidad, aunque giommado en las hojas superiores

completamente desarrolladas.

7. El gen9CBL10 tiene una funcién clave en la regulacion de la éwmstasis de Nay

K* en tomate en condiciones de salinidad. Asi el metdl10 acumula menos Nan

la planta, mientras que mantiene mayores nivelé§"@en la salinidad. Sin embargo, la
distribuciéon de Naentre parte aérea y raiz, y dentro de parte adrea hojas jovenes
(en desarrollo) y adultas (completamente desadadlpesta alterada en el mutante en

condiciones de salinidad.

8. La disrupcion del geBICBL10 alter6 el patron de expresion de los genes inqidisa
en la absorcion y transporte de'NASOS1 y SHKTL1s) indicando por un lado una menor
asimilaciéon de Naa nivel de raiz, y por otro lado una menor acumiatadel mismo en
parte aérea desarrollada del mutante, permitiestdoldtimo hecho una mayor llegada

de Nd a los tejidos en crecimiento.

9. En este trabajo se ha indicado por primera vezeljuenSCBL10 esta implicado
también en la regulacion de la homeostasis dé €acondiciones de salinidad. Asi, la
menor pérdida de agua via transpiracion en el neut@hl0 en condiciones salinas,
debido a la reduccién de la apertura estomaticayomnamero de estomas cerrados,
podria estar relacionado con la alteracion en hetasis de C&, ion implicado
precisamente en la regulacion de la apertura esttanda menor pérdida de agua via

transpiracion también se observo en el mutante@ediciones de deshidratacion.

10. Las alteraciones morfoldgicas y colapso de los st@rios junto con las mayores
concentraciones de €aencontradas en el mutardgl10 en condiciones de salinidad
podria reflejar la dificultad de utilizar el £gpara mantener el desarrollo de las zonas en
crecimiento de la planta. Ademas, la expresiortrdelsportador de GaSCAX1 se ve
alterada en el mutante tanto en condiciones deidatl como en ausencia de la misma,
pudiendo haber una interrelacion en8I€BL10 y SCAX para la regulacién de la
homeostasis de €a
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11. El ensayo de injertos demostré que el §&BL10 presenta una funcion diferente
en raiz y en parte aérea, siendo la funcion quendasfia en la parte aérea clave para la
tolerancia a la salinidad. Asi solo los injertos qutilizaron el mutantebl10 como
esqueje muestran alteraciones morfologicas en i@ pa&rea y sensibilidad a la sal.
Ademas, la sensibilidad a la sal estuvo siempealga una alteracion de la homeostasis
de C&" en la parte aérea, pero no siempre a una alterdeitNd, lo que demuestra que
el papel del geBICBL10 en la regulacion de la homeostasis d& €sauna funcion crucial
para la tolerancia del tomate al estrés salinoigmaid ser la alteracion de la homeostasis

de Nd& una consecuencia indirecta de esta.

12. Por el contrario, cuando el mutardigl 10 actia como portainjerto, desaparece la
sensibilidad a sal del genotipo parte aérea, pgu#la funcién del ge@BL10 en raiz
debe no estar al menos directamente implicada gnmecanismos tolerancia a la
salinidad. Interesantemente, las plantas queanidizcomo portainjerto en mutawct#10
muestran incluso menos sintomas de clorosis qumjiErsadas sobre WT. Este efecto
positivo del portainjertabl 10 en la tolerancia podria estar asociado a la msslata de
Na" al exterior asi como la mayor absorcion daltectado a nivel de raiz en el mutante.
Segun estos resultados, el mutactilO podria ser utilizado como portainjerto para

mejorar la homeostasis idnica del genotipo panteaaén condiciones de salinidad.
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