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RESUMEN 

La salinidad está considerada como uno de los principales factores limitantes de la 

producción agrícola. Ante las predicciones del aumento de la población a nivel mundial 

con el consiguiente incremento de la demanda de alimentos, y los efectos negativos del 

cambio climático sobre la productividad de los cultivos de interés agronómico, como 

tomate (Solanum lycopersicum), un objetivo prioritario en la investigación en biología 

vegetal en la actualidad es avanzar en el conocimiento de los mecanismos y genes 

implicados en la tolerancia a la salinidad. Una de las estrategias más interesantes para 

abordar el anterior objetivo es el análisis de mutantes. Esta tesis se enmarca dentro del 

programa de mutagénesis insercional llevado a cabo por los grupos de investigación del 

IBMCP (Valencia), UAL (Almería) y CEBAS (Murcia), donde se han generado 

colecciones de mutantes de tomate cultivado y silvestre. Uno de los objetivos de este 

trabajo ha sido la identificación y caracterización de mutantes de la especie silvestre 

Solanum pennellii. La identificación de mutantes en una especie filogenéticamente 

relacionada con tomate, y que presenta características morfológicas muy diferentes al 

tomate cultivado y altos niveles de tolerancia al estrés abiótico, puede ser la mejor 

elección para identificar genes y procesos determinantes de la tolerancia a la salinidad. 

Respecto a los mutantes de S. pennellii, los cambios morfológicos y fisiológicos 

observados en el mutante sl-1 (succulent leaves-1) en ausencia de estrés están asociados 

a una menor perdida de agua por transpiración, y a un mantenimiento de la homeostasis 

de Na+ y K+ frente al estrés salino. Por el contrario, el mutante hipersensible a sal shp-1 

(salt hypersensitive pennellii-1) experimentaba una mayor pérdida de agua por 

transpiración y una elevada acumulación de Na+ en las hojas durante el periodo de 

exposición a la sal. La caracterización de ambos mutantes ha puesto de manifiesto que la 

regulación de la pérdida de agua es un mecanismo clave en la tolerancia a la salinidad. 

En este trabajo también se ha abordado la caracterización de mutantes de tomate 

generados a partir del cultivar Moneymaker. A nivel fenotípico y fisiológico, el mutante 

hipersensible a la salinidad she-1 (salt hypersensitive esculentum-1) mostraba una 

respuesta similar a la observada en el mutante shp-1 de S. Pennellii, con alta acumulación 

de Na+ en sus hojas. Sin embargo, la sensibilidad a la sal del mutante she-1 parece estar 

relacionado con la alteración en los niveles de expresión de los genes SlHKT1s implicados 

en el transporte de Na+ a la parte aérea. Además, mediante injertos recíprocos se observó 

que la raíz es el órgano responsable de la sensibilidad a la sal del mutante she-1. 
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Finalmente, se ha abordado la caracterización de un mutante que tiene anulada la 

expresión del gen CBL10 (CALCINEURIN B-LIKE PROTEIN 10) de tomate. El mutante 

cbl10 es hipersensible al estrés salino a pesar de que la acumulación de Na+ en las plantas 

del mutante es menor que en las plantas no transformadas de Moneymaker y mantiene 

mayores niveles de K+ con la salinidad, lo que sugiere que la capacidad de acumular Na+ 

en vacuolas está alterada en el mutante y por tanto se alcanzan antes niveles citotóxicos 

del ion en el citoplasma. Además, el mutante tiene alterada la distribución de Na+ entre 

hojas jóvenes y adultas, produciéndose un mayor transporte de Na+ a los tejidos en 

desarrollo, que puede causar el colapso apical detectado en el mutante tras su exposición 

a la salinidad. Otra alteración fisiológica provocada por la anulación del gen SlCBL10 es 

una reducción de la pérdida de agua vía transpiración en condiciones de estrés. Además, 

la menor transpiración está asociada a una alteración en la homeostasis de Ca2+ y a 

cambios en el perfil de expresión del transportador de Ca2+ vacuolar SlCAX1, tanto en 

condiciones salinas como en ausencia de las mismas. Mediante injertos se ha demostrado 

que el principal órgano responsable de la sensibilidad del mutante cbl10 al estrés salino 

es la parte aérea, ya que solo muestran sensibilidad a sal las plantas injertadas con el 

mutante cbl10 como esqueje, pero no cuando éste es utilizado como portainjerto. Este 

resultado sugiere que SlCBL10 podría tener una función diferente en parte aérea y raíz, 

siendo su función en la parte aérea la implicada en la tolerancia a la salinidad en tomate. 

Además, la alteración de la homeostasis de Ca2+ en la parte aérea nos lleva a proponer 

como papel del gen SlCBL10 su participación en la regulación de la homeostasis de Ca2+, 

siendo esta función crucial para la tolerancia del tomate al estrés salino.  
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ABSTRACT 

Salinity is considered as one of the major limiting effects on agriculture production. 

Keeping in mind the predictions about the rise of world population resulting in an increase 

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 goal 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 tolerance to abiotic stress could be the best choice to identify genes and processes 

determining tolerance to salinity. Regarding S. pennellii mutants, the morphological and 

physiological alterations observed in the sl-1 (succulent leaves-1) mutant in absence of 

stress are associated to a lower transpirational water loss and a better maintenance of Na+ 

and K+ homeostasis when confronted to salt stress. On the contrary, the salt hypersensitive 

shp-1 (salt hypersensitive pennellii-1) mutant suffered a higher transpirational water loss 

and an elevated accumulation of Na+ in leaves during the period of exposition to salt 

stress. The characterization of both mutants has revealed that regulation of water loss is 

a key mechanism in salt stress tolerance. In this research work it has also 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 

hypersensitive esculentum-1) mutant showed a similar response to the one observed in 

shp-1 S. pennellii mutant: a remarkable increase in Na+ accumulation in leaves. However, 

the susceptibility to salt of she-1 mutant seems to be related to the alteration in the levels 

of expression of SlHKT1 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 the ion in 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 alteration induced by knocking out 

SlCBL10 gene is the reduction of water loss via transpiration in stressful conditions. 

Moreover, the lower transpiration is associated with a perturbation in Ca2+ homeostasis 

and with changes in the gene expression profile of the vacuolar Ca2+ carrier SlCAX1, in 

salt stress as well as in 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 cbl10 as scion exhibited such sensitivity, which is not observed 

when cbl10 is used as rootstock. This result suggests that SlCBL10 could have a different 

function in shoot and in root, being the function in shoot the one involved in salt tolerance 

in tomato. Also the alteration of the Ca2+ homeostasis in the shoot of cbl10 mutant lead 

us to propose a role for SlCBL10 in the regulation of Ca2+ homeostasis, being this potential 

function a crucial one for tolerance of tomato to salt stress. 
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I. INTRODUCCIÓN 

1. El tomate cultivado (Solanum lycopersicum) 

1.1. Origen y domesticación del tomate 

El tomate, Solanum lycopersicum L., era una especie conocida y utilizada por los 

mesoamericanos desde mucho antes de la llegada de los españoles a América. Venía 

empleándose como cultivo secundario en pequeños huertos con el objetivo de abastecer 

las necesidades familiares, por lo que su importancia económica en aquella época no 

podría considerarse del todo significativa (Esquinas-Alcázar y Nuez, 1995). 

El origen del género Lycopersicum se localiza en la región Andina, que se extiende 

desde el Sur de Colombia al Norte de Chile, y desde la costa del Pacífico (incluidas las 

islas Galápagos) a las estribaciones orientales de los Andes, comprendiendo los países de 

Colombia, Ecuador, Perú, Bolivia y Chile (Rick, 1973; Taylor, 1986; Esquinas-Alcázar 

y Nuez, 1995). Estas investigaciones coinciden en asignar dicho origen basándose 

principalmente en la presencia de una gran diversidad de especies silvestres en zonas no 

antropizadas de esta zona de Sudamérica, que no se encuentran presentes en gran medida 

en otras zonas del mundo. Sin embargo, parece que fue en México donde se originó el 

cultivo del tomate, muy probablemente a partir de L. esculentum variedad cerasiforme, 

único Lycopersicum silvestre que crece como mala hierba en las regiones tropicales y 

subtropicales americanas (Nuez et al., 1996; Nesbitt y Tanksley, 2002) y que se encuentra 

fuera del área de distribución del género. Otras investigaciones basadas en secuencias 

genéticas, establecen como alternativa que la antigua variedad cerasiforme podría ser la 

resultante de continuas hibridaciones entre poblaciones de S. lycopersicum y Solanum 

pimpinellifolium Jusl. Es decir, la antigua variedad cerasiforme surgiría de forma 

posterior a la domesticación y, por tanto, no constituiría la especie predecesora del tomate 

cultivado (Nesbitt y Tanksley, 2002), siendo S. pimpinellifolium el candidato a ancestro 

con más probabilidades en este caso. En este sentido, se han documentado casos de 

hibridación espontánea entre S. pimpinellifolium, S. lycopersicum y la antigua variedad 

cerasiforme en áreas donde confluyen dichas poblaciones. Estas poblaciones se 

encuentran muy próximas y son interfértiles (Peralta et al., 2005; Spooner et al., 2005), 

de modo que pueden establecer flujo génico entre ellas. Un estudio reciente basado en el 

análisis de polimorfismos de nucleótido simple confirma que S. lycopersicum variedad 
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cerasiforme no es el ancestro del tomate cultivado, y también refuerza el modelo de que 

se produjo una pre-domesticación del tomate en la región andina (hipótesis del Perú), 

completada con la domesticación en Mesoamérica (hipótesis de México), seguido de su 

introducción a Europa por los españoles y luego se extendió por todo el mundo (Blanca 

et al., 2012). 

 Sin embargo hasta la fecha, el origen de la domesticación del tomate esta sin 

resolver, a pesar de que se ha informado de que los tomates procedentes de Europa y 

América del Norte comparten similares isoenzimas y marcadores moleculares con los de 

México y Centroamérica, lo que sugiere que el tomate fue introducido a Europa y 

América del Norte a partir de estas regiones (Peralta y Spooner, 2006; Bauchet y Causse, 

2012). Ninguna de las hipótesis sobre el origen de la domesticación del tomate es más 

concluyente que el otro. Podría ser que la domesticación se produjo de forma 

independiente en ambas regiones. 

1.2. Taxonomía y descripción botánica 

La primera descripción botánica del tomate la realizó Pier Andrea Mattioli, del jardín 

botánico de Padua (Italia), quien publicó su herbario en 1554. Desde entonces aparece 

descrito en numerosos herbarios como el de Matthias de L‘Obel en 1581, el de Gerard en 

Inglaterra en 1597 o el de Salmon en Estados Unidos, ya en 1710.  

El tomate pertenece al género Solanum, siendo probablemente el género de mayor 

importancia económica, ya que contiene tanto especies dedicadas al consumo humano, 

como especies que generan productos tóxicos y medicamentosos (Weese y Bohs, 2007). 

En cuanto a número de especies, es relativamente poco importante dentro de la familia 

Solanaceae, la cual comprende 98 géneros y más de 3000 especies que crecen en una 

gran diversidad de hábitats, desde zonas áridas hasta la alta montaña. Esto ha contribuido, 

en buena medida, a la importante variabilidad genética presente entre las especies de este 

grupo (Olmstead y Bohs, 2006). Esta familia se divide, atendiendo a características 

morfológicas del embrión, en dos subfamilias: la Cestroidae y la Solanoidae. El carácter 

más importante de la subfamilia Solanoidae, en la que se incluyen los géneros 

Lycopersicum y Solanum L., es que todos sus miembros poseen una gran uniformidad en 

el número cromosómico (2n=24). Estos dos géneros se diferencian entre sí por la 

presencia de expansiones apicales estériles en las anteras en Lycopersicum, que están 
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ausentes en Solanum (Taylor, 1986). Otra característica diferenciadora es el mecanismo 

de dehiscencia anteridial, presentando Lycopersicum dehiscencia tipo longitudinal 

mientras que en Solanum la apertura de las anteras es mediante poros apicales (Rick, 

1982). No obstante, estudios posteriores demostraron que la dehiscencia en Lycopersicum 

comienza por poros apicales que derivan rápidamente en surcos longitudinales (Bonner y 

Dickinson, 1989). La familia Solanáceas, además del tomate, incluye otras especies de 

interés agronómico como el pimiento, la patata, la berenjena y el tabaco, constituyéndose 

por lo tanto en una de las familias de mayor importancia alimenticia y económica del 

mundo. 

La taxonomía del tomate ha sufrido cambios a través del tiempo, originalmente el 

tomate fue clasificado como Solanum lycopersicum por Linneo (Linnaeus, 1753), después 

fue reclasificado por Miller (1754) como Lycopersicon esculentum. Sin embargo, esta 

clasificación ha estado sujeta a debate durante largo tiempo, siendo así que finalmente se 

ha aceptado como denominación botánica definitiva del tomate la propuesta por Karl 

Linneo gracias al uso de las modernas herramientas moleculares a finales del siglo 

pasado. Éstas revelaron la suficiente información a nivel genómico para permitir la 

revisión de la clasificación filogenética de la familia Solanaceae. A partir de ese momento 

el género Lycopersicum se reintrodujo dentro del género Solanum en la sección de 

Lycopersicon, tal y como la había clasificado Linneo 200 años antes (Foolad, 2007; 

Peralta et al., 2008). La taxonomía aceptada para esta especie es la siguiente: 

I. Clase: Dicotyledoneas. 

II.  Orden: Solanales (Personatae). 

III.  Familia: Solanaceae. 

IV.  Subfamilia: Solanoideae. 

V. Género: Solanum. 

VI.  Especie: Lycopersicum. 

Se trata de una planta perenne de porte arbustivo que se cultiva como anual. Hay 

dos tipos diferenciados por el tipo de crecimiento que tienen. Están las de crecimiento 

determinado y las de crecimiento indeterminado. La planta indeterminada es la normal, 

en ella, los tallos presentan segmentos uniformes con tres hojas (con yemas) y una 

inflorescencia, terminando siempre con un ápice vegetativo. A diferencia de esta, la planta 

determinada tiene tallos con segmentos que presentan progresivamente menos hojas por 
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inflorescencia y terminan en una inflorescencia, lo que resulta en un crecimiento limitado. 

Los tallos son gruesos y angulosos, de color verde, y la planta presenta tallos secundarios 

que salen de las axilas de las hojas. El sistema radicular está compuesto por una raíz 

principal corta y débil, y raíces secundarias que son numerosas y potentes. Las hojas son 

compuestas anchas, planas con 7-11 foliolos peciolados, lobulados y borde dentado. Las 

flores son hermafroditas, simétricas, regulares e hipóginas. La inflorescencia está 

compuesta de 4 a 12 flores. La corola está formada por 5 o más pétalos de color amarillo, 

lanceolados y fusionados en la base. Los sépalos son más pequeños que los pétalos. La 

flor contiene cinco estambres fusionados a la corola por sus filamentos, las anteras largas 

de color amarillo, están unidas lateralmente, formando un cono estaminal que envuelve 

el gineceo. El pistilo está formado por un ovario bi- o plurilocular, de estilo delgado y el 

estigma cubierto por una secreción de naturaleza lipídica. Los carpelos se presentan en 

posición oblicua con respecto al plano mediano de la flor (Figura 1). El fruto es una baya 

con gran diversidad de tamaños y formas, generalmente de color rojo, bilocular o 

multilocular, de gruesa placenta con numerosas semillas recubiertas de una sustancia 

mucilaginosa (Peralta et al., 2008). Está unido a la planta por un pedicelo con un 

engrosamiento articulado que contiene la capa de abscisión. Posee una semilla discoidal-

lenticular comprimida y embrión enrollado, de diámetro más o menos uniforme (Figura 

1) (Chamarro, 1995).  

 
Figura 1. Aspecto de las flores y frutos del cultivar de tomate Moneymaker. 

1.3. Importancia económica y distribución geográfica 

El cultivo del tomate (Solanum lycopersicum L.) es uno de los más extendidos en la 

actualidad y de mayor valor económico (FAOSTAT, 2013). Su demanda aumenta 

continuamente y con ella su cultivo, producción y comercio. El incremento anual de la 
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producción en los últimos años se debe principalmente al aumento en el rendimiento y, 

en menor proporción, al aumento de la superficie cultivada (Bergougnoux, 2014). Con 

una producción anual en aumento, en el año 2013 se produjeron en el mundo 163.96 MMt 

(millones de toneladas) de tomate fresco (FAOSTAT, 2013). El tomate es el séptimo 

cultivo más importante después del maíz, arroz, trigo, patatas, soja y yuca, siendo las 

regiones tropicales y subtropicales donde se encuentran los mayores productores a nivel 

mundial. Durante los últimos 20 años, la producción de tomate, así como el área dedicada 

al cultivo, prácticamente se han duplicado (Figura 2a). A día de hoy, Asia domina el 

mercado de tomate con más del 60% de la producción mundial, seguido por América, 

Europa, África y por último Oceanía con apenas un 0,3% de la producción mundial 

(Figura 2b). Siendo China el mayor productor a nivel mundial, con 50,66 MMt, le sigue 

India y EE.UU con una producción de 18,22 y 12,57 MMt, respectivamente. España 

ocupa el noveno puesto mundial con una producción en 2013 de 3,6 MMt (Figura 2c).  

El cultivo del tomate está bastante extendido en España, encontrándose las mayores 

producciones en Andalucía, Extremadura, Región de Murcia, Navarra y Canarias (Tabla 

1).  

Tabla 1. Superficie y producción del cultivo de tomate en España. 

Provincias y 
Comunidades 
Autónomas 

Superficie (hectáreas)   Rendimiento (kg/ha) 
Producción 
(toneladas) Secano 

Regadío 
Total Secano 

Regadío 

Aire libre Protegido Aire libre Protegido 

Andalucía 25  5.490  13.047  18.562  19.880  57.596  99.836  1.619.261  

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  126.171  

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  

Aragón –  867  16  883  –  81.792  170.625  73.644  

C. Valenciana 80  576  498  1.154  11.325  23.774  106.835  67.804  

Cataluña 50  1.222  139  1.411  5.760  32.743  86.163  52.278  

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 

ESPAÑA 380  29.736  18.501  48.617  14.545  72.605  101.720  4.046.413  
Fuente: Anuario de Estadística Agraria. Datos 2014 
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Figura 2. Producción de tomate a nivel mundial. a) Producción (barras verticales) y área cosechada 

(línea roja) de tomate en el mundo desde 1993 hasta 2013, b) producción (%) de tomate por continentes y 

c) principales países productores de tomate en el mundo. 

Fuente: FAOSTAT (http://faostat3.fao.org/download/Q/QC/E). Datos del año 2013. 
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La Región de Murcia es una de las principales productoras de tomate en el ámbito 

nacional, gracias a sus inmejorables condiciones climáticas y de suelo. Las principales 

variedades de tomate que actualmente se comercializan en la Región de Murcia son las 

siguientes: tipos Beef, Marmande, Vemone, Moneymaker, Cocktail, Cereza (Cherry), 

Larga Vida, Liso y Ramillete. La Región de Murcia, con alrededor de 289.355 toneladas 

producidas en 2014, es la tercera comunidad autónoma productora de tomate de España, 

por detrás de Extremadura y Andalucía. Su producción se destina al mercado en fresco 

exportándose una gran parte de ella. En esta comunidad, a diferencia de la provincia de 

Almería, donde predominan los pequeños y medianos productores, la mayor parte de la 

producción de tomate para fresco es llevada a cabo por grandes empresas con gran 

capacidad de explotación, sin olvidar la importancia de las cooperativas en este sector. Es 

de destacar que el destino mayoritario de nuestras exportaciones son los Países Bajos, 

donde se redistribuye a otros países como complemento de sus exportaciones en los meses 

improductivos (MAGRAMA, 2014). 

1.4. Genoma del tomate 

El genoma diploide (2n=24) del tomate tiene un tamaño aproximado de 950 Mb, está 

organizado en 12 cromosomas y contiene unos 35.000 genes (The Tomato Genome 

Consortium, 2012). Actualmente un buen número de genes han sido descritos y asignados 

a localizaciones específicas en el mapa genético.  

Dentro de la familia de las Solanáceas el tomate es considerado la especie modelo 

para los análisis genéticos (Bergougnoux, 2014; Schwarz et al., 2014). Es ampliamente 

conocido que existen otras plantas modelo como Arabidopsis thaliana, maíz, arroz u 

olmo, pero el tomate es filogenéticamente distinto a las anteriores especies y posee 

características morfológicas específicas (Bergougnoux, 2014). Ofrece ventajas como son 

un genoma de tamaño reducido con respecto a otros cultivos, tiempos de generación 

cortos, autógama y posibilidad de utilizar tecnología rutinaria de transformación. Por ello 

ha sido posible obtener gran cantidad de información de tomate, así como recursos 

genéticos, citogenéticos y fisiológicos (http://solgenomics.net/). Entre las herramientas 

genéticas, hay numerosos mutantes caracterizados (http://www.zamir.sgn.cornell.edu) y 

son muy abundantes los recursos fitogenéticos y entradas de especies silvestres 

(http://tgrc.ucdavis.edu/). También se han desarrollado micromatrices con genes de copia 
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única para uso de la comunidad científica, diversas librerías BACs de la variedad Heinz 

1706, etc. (http://www.genome.arizona. edu/fpc/tomato).  

Existen varias bases de datos donde se recopila diversa información sobre distintos 

aspectos del tomate, que pueden ser consultadas mediante internet. La base de datos SGN 

(Solanaceae Genome Network; http://www.solgenomics.net/) contiene herramientas para 

el estudio de todas las solanáceas incluye todas las secuencias de genes y ESTs, 

marcadores moleculares y herramientas para su análisis. El SGN, contiene más de 20 

mapas genéticos y físicos de tomate, patata, pimiento y tabaco con miles de marcadores. 

Los marcadores de esta base de datos van desde AFLP, CAPS, PCR, RFLP, SNP, SSR y 

dCAPS (Bombarely et al., 2011). Por su parte, existen aproximadamente 300.000 

secuencias ESTs, disponibles en bases de datos públicos como el DNA-Banco de datos 

de Japón (http://www.ddbj.nig.ac.jp/), Solgenomics Network (http://www.solgenomics. 

net/) y MiBASE (http://www.pgb.kazusa.or.jp/mibase/) (Shirasawa et al., 2010).  

En el año 2004, se inició el proyecto de secuenciación del genoma de tomate por 

un consorcio internacional en donde estaban involucrados Korea, China, Inglaterra, India, 

Holanda, Francia, Japón, España, Italia y Estados Unidos. El objetivo inicial fue la 

secuenciación BAC a BAC de la región eucromatida lográndose secuenciar más de 1200 

BACs. En 2009 se inició la secuenciación del genoma completo habiéndose logrado un 

ensamblaje de alta calidad. En el 2012 se publicó por parte de The Tomato Genome 

Consortium los resultados finales de la secuenciación del cultivar ¨Heinz 1706¨. Las 

anotaciones del genoma del tomate, generadas por el proyecto de secuenciación son 

realizadas por el International Tomato Annotation Group (ITAG). 

1.5. Mejora genética del tomate 

En las últimas décadas los objetivos de mejora han pasado por cuatro fases: aumento de 

rendimiento (década de 1970), conservación post cosecha (década de 1980), mejora de 

propiedades organolépticas (década de 1990) y mejora de las propiedades nutricionales. 

Por lo tanto los programas de mejora se han orientado a obtener altos rendimientos, con 

frutos de alta calidad, manteniendo los costes de producción lo más bajos posible (Bai y 

Lindhout, 2007). Paralelamente las casas de mejora han ido incorporando genes de 

resistencia al estrés biótico y abiótico. La mayor parte de estos genes provienen de 

especies emparentadas como S. peruvianum L., S. pimpinellifolium L. y S. habrochaites 
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S. Knapp y D.M Spooner. Estas especies han permitido incrementar la variabilidad 

genética y han provocado importantes cambios en la estructura genética y fenotípica de 

las variedades cultivadas (Casals Missio, 2012). Como resultado de décadas de mejora 

genética, se han identificado mutaciones de forma aleatoria, afectando caracteres 

importantes. El tomate es una de las especies en las que se ha realizado mayor inversión 

a nivel de programas de mejora genética, y los avances obtenidos en las últimas décadas 

son espectaculares. Los cultivares disponibles actualmente disponen de resistencias a 

numerosos patógenos, unos rendimientos espectaculares y una gran capacidad de 

adaptación en ambientes de cultivo diferentes (Casals Missio, 2012). No obstante, en los 

últimos tiempos los consumidores están interesados en variedades singulares y reclaman 

al mercado cultivares con morfologías singulares y un perfil sensorial superior. En este 

ámbito las casas de semillas están intentando sacar al mercado nuevas variedades que 

cumplan con estas demandas, reorientando una parte de sus programas de mejora. Un 

buen punto de partida para obtener este tipo de cultivares son las variedades tradicionales, 

las cuales aglutinan gran parte de las características deseadas por los consumidores. Esto 

está llevando a plantear el sabor como un importante objetivo en la mejora genética del 

tomate. 

Por otro lado, el desarrollo de cultivos tolerantes a estrés abiótico es un objetivo de 

mejora prioritario para todos los cultivos agrícolas. Se considera que el mayor desafío 

para los próximos años será aumentar la producción de cultivos en las tierras afectadas 

por estrés abiótico. Por lo que respecta a tomate, las mayores producciones en nuestro 

país se obtienen en las áreas que en mayor medida acusan los problemas de sequía y 

salinidad (por ejemplo, Andalucía y Murcia). A título de ejemplo, en tomate se han 

llegado a encontrar reducciones del 30-40% del rendimiento para salinidades moderadas 

de 6-8 dS/m (Caro et al., 1991), que son valores normales en las aguas subterráneas de la 

zona costera de Murcia y Almería utilizadas para el riego (Bolarín y Caro, 1995). Por otra 

parte, el crecimiento de muchas especies halófilas es estimulada dentro de un intervalo 

de salinidad de 15-25 dS m-1 (Rozema y Schat, 2013). Por tanto, los programas de mejora 

que permitan incrementar la tolerancia a la sequía y salinidad de tomate van a repercutir 

en beneficios para la economía de las principales zonas productoras. 
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2. Especies silvestres relacionadas con tomate 

2.1. Origen de las especies de tomate silvestres 

La clasificación taxonómica del tomate, tanto del cultivado-domesticado como de las 

especies silvestres relacionadas, ha ido cambiando desde los años 40 del siglo pasado, 

donde las especies se separaron en dos secciones: subgénero eulycopersicon (L. 

esculentum y L. pimpinellifolium) y subgénero eriopersicon (L. peruvianum, L. hirsutum, 

L. cheesmaniae y L. glandulosum). Esta catalogación se mantuvo hasta aproximadamente 

1970 cuando se propuso clasificarlos en función de la capacidad de las especies silvestres 

de cruzarse con el tomate domesticado. Es a partir de esta década que las 9 especies 

silvestres de tomate se dividieron en dos grupos, los llamados complejos Esculentum y 

Peruvianum, dependiendo de su capacidad de cruzamiento. Todas las especies del 

complejo Esculentum (L. esculentum, L. pimpinellifolium, L. cheesmaniae, L. pennellii, 

L. hirsutum, L. chmielewskii y L. parviflorum) podían hibridar con el tomate cultivado y 

representar una importante fuente de recursos genéticos para la introgresión de 

resistencias a estreses bióticos y abióticos y de otros caracteres de desarrollo deseables 

desde el punto de vista agronómico en la especie domesticada. Las especies del complejo 

Peruvianum (L. chilense y L. peruvianum) poseen una gran diversidad morfológica y 

ecológica, y representan un gran potencial para la mejora del tomate, pero hasta muy 

recientemente su uso se encontraba muy limitado debido a la escasa capacidad de 

hibridación con el tomate domesticado y la necesidad de desarrollar métodos específicos 

de cruzamiento como el rescate de embriones (Bergougnoux, 2014). Actualmente se 

reconocen trece especies de tomates (Peralta et al., 2005), once de ellas distribuidas en 

Los Andes desde la zona central de Ecuador hasta el norte de Chile y dos de ellas 

endémicas de las Islas Galápagos (Tabla 2). 

Dentro del género Solanum, la sección Lycopersicon incluye al tomate cultivado 

(Solanum lycopersicum) (única especie domesticada) y 12 especies afines más. Estas 

especies afines, más conocidas como tomates silvestres, poseen una gran diversidad 

genética (Foolad, 2007). Gracias a su amplia diversidad genética, dichas especies 

representan en la actualidad el principal recurso genético en la mejora de tomate cultivado 

(Bai y Lindhout, 2007; Foolad, 2007).  

 



I. Introducción 

 

11 

 

Tabla 2. Especies de Solanum sección Lycopersicon y sus equivalentes en el género Lycopersicon 
(Peralta et al., 2005). 

Nombre de la especia 
Equivalente en 
lycopersicon spp 

Distribución 

Solanum arcanum Peralta  
Parte de Lycopersicon 
peruvianum (L.) Miller 

Valles andinos costeros e interiores en N de Perú, 
desde alrededor de 100 hasta 2500 m. Lomas, 
quebradas secas y pendientes rocosas secas. 

Solanum cheesmaniae (L. 
Riley) Fosberg 

Lycopersicon cheesmaniae 
L. Riley 

Endémico de las Islas Galápagos, Ecuador, desde 
el nivel del mar hasta 500 m. 

Solanum chilense (Dunal) 
Reiche 

Lycopersicon chilense 
Dunal 

En la ladera occidental de los Andes desde Tacna 
en el S de Perú hasta el N de Chile, en llanuras 
rocosas híper-áridas y desiertos costeros desde el 
nivel del mar hasta 2000 m. 

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

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

En valles andinos secos elevados desde Apurímac 
en el S de Perú hasta Sorata en el N de Bolivia, 
desde 2300-2880 m de cota. 

Solanum corneliomuelleri 
J.F. Macbr. 

Parte de Lycopersicon 
peruvianum (L.) Miller; 
también conocido como 
Lycopersicon glandulosum 
C.F. Mull. 

Elevaciones medias a altas en la ladera occidental 
de los Andes desde Centro a Sur de Perú, 
ocasionalmente en laderas más bajas en tierras 
deslizables hacia la parte S del rango de la especie; 
(400) 1000-3000 m. 

Solanum galapagense S. 
Darwin y Peralta 

Parte de Lycopersicon 
cheesmaniae L. Riley 
(conocido previamente 
como forma o var. minor 

Endémico de las Islas Galápagos, concretamente 
de las islas occidentales y sur, principalmente en 
lava costera hasta 1 m de la marca de marea alta 
dentro de la zona de alcance del mar (altamente 
tolerante a salinidad), pero también 
ocasionalmente tierra adentro. 

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 Perú, alrededor de 500-
2500 m. cota 

Solanum huaylasense 
Peralta 

Parte de Lycopersicon 
peruvianum (L.) Miller 

Laderas rocosas del Callejón de Huaylas a lo largo 
del río Santa en Ancash (Perú) y en el drenaje 
adyacente del río Fortaleza desde 1700-3000 m 

Solanum lycopersicum L. 
Lycopersicon esculentum 
Miller 

Sólo se conocen formas cultivadas o fugas; a nivel 
mundial en gran variedad de hábitats. 

Solanum neorickii D.M. 
Spooner, G.J. Anderson y 
R.K. Jansen 

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

S Perú (Apurímac) hasta S Ecuador (Azuay) en 
valles interandinos secos desde 1950-2600 m. A 
menudo sobre bancos rocosos y bordes de 
carreteras. 

Solanum pennellii Correll 
Lycopersicon pennellii 
(Correll) D'Arcy 

N Perú (Piura) hasta N Chile (Tarapacá) en laderas 
rocosas secas y áreas arenosas desde el nivel del 
mar hasta 3000 m. 

Solanum peruvianum L. 
Lycopersicon peruvianum 
(L.) Miller 

En lomas y ocasionalmente en desiertos costeros 
desde el Centro de Perú al N de Chile, desde nivel 
del mar hasta 600 m. A veces como mala hierba en 
bordes de campos en riveras de valles costeros. 

Solanum pimpinellifolium 
L. 

Lycopersicon 
pimpinellifolium (L.) Miller 

Áreas costeras desde el Centro de Ecuador hasta el 
Centro de Chile, 0-500 m. 

2.2. Especies silvestres de tomate como fuentes de variabilidad genética  

En los trabajos de transformación dirigidos al aumento de la tolerancia a estreses 

abióticos, la mayor parte de los genes que se han clonado y transferido provienen de 
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especies modelo o de especies muy alejadas a las que se pretende mejorar. La experiencia 

de muchos años en el campo de la mejora indica, no obstante, que lo mejor sería clonar 

los genes a partir de la misma especie o de especies silvestres relacionadas con la especie 

cultivada. En las especies y formas silvestres existe una amplia diversidad genética que 

todavía está por explotar (Bohnert et al., 2006; Cuartero et al., 2006; Nevo y Chen, 2010). 

En el caso del tomate, por ejemplo, se sabe desde hace tiempo que en algunas de las 

especies silvestres relacionadas (Solanum pennellii Correll, S. cheesmaniae (L. Riley) 

Fosberg, S. pimpinellifolium L.) hay entradas que exhiben un alto grado de tolerancia a 

diferentes estreses abióticos (Bolarin et al., 1991). Sin embargo, en la actualidad, 

seguimos sin conocer que genes determinan la tolerancia a la salinidad en estas entradas 

silvestres. Sorprendentemente, no se ha hecho casi nada en esta dirección.  

El tomate cultivado posee una variabilidad genética limitada, en gran parte debida 

a las selecciones naturales y artificiales producidas durante la domesticación y desarrollo 

de los cultivares modernos (Ladizinsky, 1985) y especialmente por el cuello de botella 

que se produjo al importarlo a Europa. Así, el reducido número de tomates introducidos 

por los españoles tras el descubrimiento constituye la base genética de todo los cultivares 

modernos. Se estima que solo un 5% de la variabilidad total del genero Solanum secc. 

Lycopersicon está presente en S. lycopersicum (Miller y Tanksley, 1990). A pesar de que 

las especies silvestres de tomate actualmente son una fuente de genes de interés agrícola 

para programas de mejora, aún están muy poco aprovechadas. Para ello hay que 

identificar primero fuentes de variabilidad en el carácter de interés, y después introducir 

esa variabilidad en un programa de mejora (Francia et al., 2005). En la tabla 3 se presenta 

un resumen de las principales características de las especies silvestres de tomate, con las 

características de interés que han sido o podrían ser consideradas en eventuales programas 

de mejora genética. 

Todas las especies silvestres de tomate se pueden llegar a cruzar con el tomate 

cultivado (S. lycopersicum) con mayor o menos eficiencia y siempre y cuando el tomate 

domesticado se utilice como receptor de polen (Bedinger et al., 2011). Entre las 

características agronómicas más interesantes que muestran las especies silvestres del 

género Solanum secc. Lycopersicon se encuentran la resistencia a diferentes tipos de 

estrés. Tradicionalmente, los factores que provocan estrés en las plantas se han dividido 

en bióticos: plagas, enfermedades, malas hierbas entre otros; y abióticos: sequía, 

salinidad, bajas y altas temperaturas, viento, problemas de suelo, etc. (Cuartero et al., 
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1995). Como ejemplo cabe citar la gran tolerancia a la salinidad en especies como S. 

cheesmaniae. Otras como S. pennellii, florecen en hábitats extremadamente secos del 

Perú Occidental, S. habrochaites puede tolerar el frio y las heladas, mientras que 

variedades de la forma silvestre de S. lycopersicum L. “cerasiforme” poseen tolerancia a 

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

Tabla 3. Características agronómicas de interés de las especies silvestre de tomate (Prohens et al.). 

Especie Características de interés 

S. lycopersicum var. cerasiforme L.  
Tolerancia humedad, resistencia a hongos 
y enfermedades de suelo.  

S. cheesmaniae L. Riley Fosberg y  
S. galapagense S. Darwin y peralta  

Tolerancia a salinidad y espesor del 
pericarpio.  

S. pimpinellifolium L.  
Color y calidad de la fruta, resistencia a 
insectos, nematodos y enfermedades  

S. chmielewskii C.M. Rick, Kesicki, Fobes & M. 
Holle D.M. Spooner, G.J. Anderson & R.K. Jansen  

Alto contenido de azucares  

S. neorickii C.M. Rick, Kesicki, Fobes y M.Holle 
D.M. Spooner, G.J. Anderson y R.K. Jansen  

Resistencia a bacterias  

S. habrochaites S.Knapp D.M Spooner  
Tolerancia a frio y heladas, resistencia a 
insectos y enfermedades  

S. pennellii Correll  Resistencia a sequía, salinidad e insectos 

S. chilense Dunal Reiche  Resistencia a sequía y enfermedades  
S. peruvianum L.; S. huaylasense Peralta y S. 
Knaap; S. arcanum Peralta; S. corneliomuelleri J.F. 
Macbr.  

Resistencia a virus, hongos y bacterias  

Las herramientas de genómica funcional están permitiendo la identificación de 

numerosos genes inducidos por estrés, pero solo se conoce hasta el momento la función 

de un número muy limitado de los mismos (Bartels y Sunkar, 2005; Munns y Tester, 

2008). Además, en la mayoría de los casos, los genes identificados proceden de especies 

modelo (Munns, 2005; Cuartero et al., 2006). Los mayores esfuerzos para identificar 

genes implicados en la tolerancia a estrés abiótico se han dirigido en la última década 

hacia la sobreexpresión de genes endógenos o la expresión heteróloga de genes que 

supuestamente actúan en diferentes procesos (revisado en Munns, 2005; Tuberosa y Salvi 

et al., 2006; Vij y tyagi, 2007; Cuartero et al., 2008). Una estrategia alternativa seria la 

búsqueda de genes en especies tolerantes, en vez de centrarse en las especies cultivadas 

con mayor sensibilidad al estrés. Diferentes autores han revisado los mecanismos de 

tolerancia en halófitas (plantas capaces de sobrevivir y reproducirse en ambientes con 

altas concentraciones salinas) y han propuesto que la investigación futura se debería 

dirigir hacia la identificación de los determinantes de tolerancia en estas especies 
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(Flowers y Colmer, 2008; Lugan et al., 2010). Además, las plantas halófitas parecen 

poseen más genes relacionados con la tolerancia a la salinidad y la sequía que glicófitas 

(Askari et al., 2006; Yu et al., 2011; Bartels y Dinakar, 2013), por lo que el uso de 

especies halófitas para identificar genes implicados en la tolerancia a la salinidad o sequia 

puede ser una buena estrategia para mejorar la tolerancia a estos estreses en los cultivos 

actuales. En resumen, el tomate puede ser un modelo excelente en este sentido, ya que 

hay accesiones de especies silvestres relacionadas, como las de S. pennellii que hemos 

utilizado en este trabajo, que exhiben un alto grado de tolerancia tanto a la salinidad como 

al estrés hídrico (Bolarin et al., 1991). 

2.3. Descripción botánica y taxonomía de S. pennellii 

Solanum pennellii se trata de una especie silvestre de tomate endémica de la región andina 

de América del Sur, Perú y Chile. Debido a su capacidad para tolerar el estrés extremo, 

como la sequía y la salinidad, y a su morfología inusual, es un donante importante de 

germoplasma para el tomate cultivado S. Lycopersicum (Bolger et al., 2014). Es una parte 

importante de un tipo especial de vegetación llamado "vegetación de las lomas". Es 

común encontrarla en la arena junto al mar o en zonas rocosas y secas a más altitud, hasta 

a 3.000m sobre el nivel del mar. El porte es rastrero y aparecen múltiples ramas laterales 

desde la base de la planta. Las hojas son compuestas e imparipinnadas. Los foliolos se 

unen a un eje central o raquis a través del peciolo. La forma de los foliolos es ovada con 

el margen ondulado y la nervadura pinnada en la cual se distingue un nervio central, los 

nervios secundarios y muy poco desarrollados unos nervios terciarios. Las flores se 

agrupan en inflorescencias de tipo racimo. La flor es hipógina formada por cuatro 

verticilos, los cuales contienen cinco piezas cada uno. Los cinco sépalos están soldados 

por la base. Los pétalos de color amarillo también están soldados hasta la mitad de su 

longitud. Las anteras se mantienen unidas y sobre ellas sobresale el estigma. El fruto es 

una baya pequeña con forma redondeada, pegajosa, no comestible, de color verde en 

todos los estadíos, que cuando está maduro se hace más intenso. En su interior presenta 

una zona mucilaginosa donde se encuentran las semillas. El sistema radicular es poco 

desarrollado y tiene una amplia variabilidad genética derivada de su 

autoincompatibilidad. Ocupa un estatus especial, pues tiene dehiscencia poral (como es 

propio de género Solanum). 
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S. pennellii es una planta dicotiledónea que se encuadra en la familia de las 

solanáceas, que comprenden la patata, el tabaco y la petunia, así como la hierbamora, 

belladona y otras plantas venenosas. La taxonomía de S. pennellii es la siguiente: 

I. Clase: Magnoliophyta. 

II.  Orden: Solanales. 

III.  Familia: Solanaceae. 

IV.  Género: Solanum. 

V. Especie: S. pennellii (Sinónimo: Lycopersicon pennellii). 

3. Salinidad y sequía: Efectos sobre los cultivos 

Se prevé que la población mundial aumente en más de un tercio, o en unas 2.300 millones 

de personas hasta el año 2050 (FAO), llegando hasta los 9.500 millones de personas. Esto 

produce un reto importante para la agricultura mundial, ya que implica la producción de 

un 70% más de alimentos en los próximos 40 años. Ello implicaría no solo sobreexplotar 

las tierras ya cultivadas, sino buscar nuevas áreas donde llevar a cabo la actividad 

agrícola, teniendo que dirigir nuestra mirada hacia las zonas áridas y semiáridas. El 40% 

de la superficie mundial corresponde a regiones áridas y caracterizadas por ser suelos 

secos debido a la escasez de lluvias, temperaturas extremas y una alta velocidad de 

evaporación donde la producción agrícola depende fuertemente de la irrigación. En estas 

condiciones, el efecto del uso continuado de aguas que contienen sales disueltas, unido a 

una velocidad de evaporación y la baja capacidad de lixiviación de algunos suelos, así 

como el uso de elevadas cantidades de fertilizantes y de penetración del agua del mar en 

zonas costeras y marismas, incrementan la salinización de los suelos (Munns, 2005). 

Además, la demanda de agua de alta calidad debido al incremento de la población humana 

conlleva el uso cada vez más frecuente de aguas de baja calidad en la agricultura, que 

unido a la sobreexplotación del suelo produce una salinización de las áreas de cultivo.  

La salinidad del suelo es uno de los factores ambientales que más incide sobre la 

productividad agrícola y limita el uso potencial de nuevas áreas de cultivo (Munns, 2005; 

Munns y Tester, 2008; Ahuja et al., 2010; Zhang et al., 2011). Se espera que el aumento 

de la salinización de las tierras cultivables va a tener efectos muy negativos a nivel global, 

llegando a provocar la pérdida del 30% de la tierra de cultivo en los próximos 25 años, y 

hasta el 50% para el año 2050 (Wang et al., 2003). Se calcula que un 40% del área 
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mundial dedicada a regadío, está afectada por la salinidad, especialmente aquellas más 

productivas, como California, el sur de Asia y gran parte del área mediterránea. Dentro 

de esta última, algunas de las zonas más afectadas son las marismas del Sur, Almería, 

Murcia, Alicante y Valle del Ebro, así como toda la franja atlántica de la costa marroquí 

(FAO). Por todas estas razones, la salinidad de suelos y aguas constituye una verdadera 

amenaza para la agricultura, puesto que la mayoría de las plantas cultivadas, entre ellas 

el tomate, se ven afectadas en mayor o menor medida por este factor ambiental.  

Otro problema acuciante en dichas regiones áridas y semiáridas del planeta, más 

grave si cabe para la agricultura, lo constituye la sequía debido a la reducción creciente 

de la disponibilidad de agua para el cultivo. Se estima que la sequía es responsable de un 

45% de las pérdidas en producción agrícola a nivel global (Foolad, 2007). Más de 800 

millones de hectáreas de tierra en todo el mundo se encuentran en zonas áridas o 

semiáridas. Aproximadamente un tercio de la población mundial vive en países con riesgo 

de sequía, y se vaticina que este número se incrementará hasta los 5.000 millones de 

afectados en el año 2025 (FAO, 2013). La sequía produce mermas graves en los 

rendimientos agrícolas, alteraciones en la producción y calidad del producto y todo ello 

repercute en una creciente inseguridad alimentaria. El impacto de la sequía se estima que 

afecta a las posibilidades de alimentación de 800 millones de personas en el mundo. Las 

tierras de regadío corresponden al 15% del total del terreno utilizado para cultivo agrícola 

y tienen un rendimiento productivo el doble que las tierras de secano. El incremento de 

tierras de regadío es en parte responsable del consumo global de agua, que se ha triplicado 

en los últimos 50 años, y hay que destacar que más de dos tercios del agua consumida en 

el mundo se usa con fines agrícolas (Fang y Xiong, 2015). 

Ante esta situación, en las últimas décadas se ha incrementado de forma 

considerable el número de estudios sobre las respuestas al estrés salino e hídrico, tanto en 

plantas cultivadas de interés económico, como en plantas adaptadas a medios salinos, las 

denominadas halófitas. En la naturaleza existen especies halófitas (tolerantes a la 

salinidad y la sequía) que resisten concentraciones salinas de hasta 500 mM, y glicófitas, 

que son sensibles a alta salinidad e incluyen a la mayoría de especies cultivadas (Tester y 

Davenport, 2003; Hasegawa, 2013; Gupta y Huang, 2014). En general, ambos tipos de 

especies comparten mecanismos de resistencia al estrés salino e hídrico (Cushman y 

Bohnert, 2000; Hasegawa et al., 2000), aunque se diferencian en los perfiles de expresión 

de genes, de manera que las halófitas son capaces de “responder mejor” en la lucha contra 



I. Introducción 

 

17 

 

ambos estreses (Shabala, 2013). Como ejemplo ilustrativo, la especie halófita 

Thellungiella salsuginea, cuyo genoma muestra una homología del 90-95% con el de 

Arabidopsis thaliana, induce constitutivamente más de 40 genes, mientras que en 

Arabidopsis estos sólo se expresan en condiciones de estrés (Taji et al., 2004). La 

investigación en mejora de la halotolerancia se dirige a la mejor comprensión de los 

efectos causados por el estrés salino, tanto a nivel celular como de organismo completo, 

así como de las respuestas adaptativas de las plantas frente a dicho estrés. Para ello es 

necesario identificar tanto los componentes que determinan la tolerancia a sal como los 

elementos reguladores de éstos (Hasegawa et al., 2000; Zhu, 2001).  

La acción negativa de la salinidad sobre el crecimiento de las plantas se debe a la 

combinación de varios efectos (Greenway y Munns, 1980; Hasegawa et al., 2000; Zhu, 

2001): a) la salinidad produce en la planta un estado fisiológico similar al causado por el 

estrés hídrico, es más, ambos tipos de estrés se superponen, ya que una alta concentración 

de sal en el suelo genera un estrés osmótico que conduce al establecimiento de una zona 

de bajo potencial hídrico que dificulta la absorción de agua por las raíces de las plantas; 

b) la salinidad puede generar una toxicidad iónica específica asociada normalmente a la 

excesiva absorción de iones Na+ y Cl-; c) el exceso de Na+ o Cl- conduce a una menor 

absorción de nutrientes minerales o a una alteración de la distribución de iones esenciales 

como el K+, Ca2+, nitrato o fosfato, determinando una alteración nutricional; y d) la 

salinidad conlleva procesos de estrés oxidativo secundario debidos a la generación de 

especies reactivas de oxígeno (ROS). 

3.1. Estrés osmótico inducido por salinidad y sequía 

El efecto osmótico tiene lugar fuera de la planta, es decir antes de que los iones salinos 

sean absorbidos por las raíces. Las sales disueltas disminuyen el potencial hídrico del 

suelo, lo que reduce la capacidad de la planta para absorber agua y nutrientes por la raíz, 

produciendo un efecto similar al provocado por el estrés hídrico. De hecho, este efecto 

osmótico es común al estrés por sequía y salinidad, y provoca una reducción casi 

inmediata y significativa del crecimiento y desarrollo de la planta. Ambos estreses 

producen a nivel morfológico, fisiológico y molecular una amplia variedad de respuestas, 

tales como la reducción del turgor, inhibición de las funciones de membrana, alteración 

de determinadas actividades enzimáticas, producción de radicales libres, disminución de 

la fotosíntesis e inducción de deficiencias iónicas.  
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A bajas concentraciones de NaCl, el componente osmótico del estrés salino ejerce 

un efecto sobre la tasa de crecimiento mayor que el provocado por el estrés iónico. A altas 

concentraciones de NaCl o en especies sin capacidad de regular el transporte de Na+, el 

efecto iónico domina sobre el efecto osmótico (Munns y Tester, 2008). De esta forma, 

actualmente se acepta que el efecto negativo de la salinidad sobre el crecimiento sigue un 

modelo bifásico, consistente en una fase muy temprana debida a la reducción del 

suministro de agua generado por el aumento de presión osmótica externa (fase osmótica), 

y una respuesta tardía (días, semanas, dependiendo de la especie) debida a la alta 

concentración intracelular de iones Cl- y Na+, que provoca daños a nivel celular y acelera 

la senescencia de las hojas (fase iónica) (Figura 3).  

 
Figura 3. Efecto de la salinidad sobre el crecimiento de las plantas: Fase osmótica (respuesta inmediata) 
y fase iónica (respuesta tardía). La línea verde continua indica el cambio en la tasa de crecimiento después 
de la adición de NaCl. a) Línea verde discontinua indica la respuesta hipotética de una planta con mayor 
tolerancia al componente osmótico del estrés salino, b) línea roja discontinua indica la respuesta de una 
planta con mayor tolerancia al componente iónico del estrés salino (Munns et al., 1995) y c) línea verde-
roja discontinua indica la respuesta de una planta con mayor tolerancia a los componentes osmótico e iónico 
del estrés salino (Munns y Tester, 2008).  

La concentración umbral de NaCl en el medio de crecimiento de las raíces a partir 

de la cual empiezan a ser visibles los efectos osmóticos es de aproximadamente 40 mM. 

Por encima de esta concentración, la mayor parte de las células pierden agua, por lo que 

para mantener la actividad citosólica, el agua pasa desde la vacuola al citosol, lo que 

conlleva una pérdida transitoria del volumen y el turgor celular. En unas horas las células 

recuperan el volumen y turgor original debido al ajuste osmótico, pero a pesar de ello, se 

reduce la tasa de elongación celular (Yeo et al., 1991; Passioura y Munns, 2000; Fricke 

y Peters, 2002), produciéndose cambios en las dimensiones de la célula (Munns y Tester, 

2008; Shabala y Cuin, 2008). También se reduce la velocidad de división celular, lo que 
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conduce a una ralentización en la aparición y crecimiento de las hojas. Por otro lado, los 

brotes laterales dejan de crecer y se forman menos ramas. Además, se afecta el desarrollo 

reproductivo, produciéndose floración temprana o reducción del número de botones 

florales (Munns y Tester, 2008).  

El estrés osmótico también genera señales intracelulares como síntesis de ABA o 

aumento del Ca2+ citoplasmático libre que desencadenan posteriores respuestas 

adaptativas (Hasegawa et al., 2000). Se ha comprobado que después del cierre estomático 

inducido por un estrés se debe producir una liberación de Ca2+ de la célula, donde se 

encuentra almacenado principalmente en vacuolas, al apoplasto para que se produzca la 

apertura estomática (Gilliham et al., 2011). El uso eficiente del agua es otro indicador 

relacionado con la apertura o cierre de estomas, con la reducción de la tasa de 

transpiración y con el área foliar en condiciones de déficit hídrico (Farooq et al., 2009). 

Se plantea que este interviene en el mantenimiento de la transpiración y del área foliar, 

incrementando el vigor y la densidad de las raíces en respuesta a la sequía. Por 

consiguiente, el estrés por déficit hídrico provoca la disminución de la asimilación de 

CO2 y consecuentemente una reducción de la tasa fotosintética, aunque las causas de la 

disminución de la fotosíntesis en condiciones de estrés abiótico no están todavía bien 

esclarecidas (Chaves et al., 2009; Saibo et al., 2009). La disminución de la difusión de 

CO2 de la atmósfera al sitio de carboxilación se considera la causa principal de la 

disminución de fotosíntesis en condiciones de déficit hídrico moderado (Chaves et al., 

2009; Pinheiro y Chaves, 2011). Si la velocidad de producción de nuevas hojas es mayor 

que la de las hojas que mueren habrá suficiente capacidad de fotosíntesis para mantener 

el crecimiento y desarrollo de la planta hasta la producción de flores y frutos, aunque a 

un número reducido. Si dicha velocidad es menor, la planta no sobrevivirá para producir 

semillas (Munns, 2005). 

3.1.1. Estrategias para recuperar la homeostasis osmótica  

Para recuperar la homeostasis osmótica, las plantas llevan a cabo el ajuste osmótico 

acumulando iones que se encuentran en exceso en el suelo y son transportados a la parte 

aérea, o sintetizando solutos orgánicos compatibles con el metabolismo celular (Alarcon 

et al., 1993; Hasegawa et al., 2000; Huang et al., 2000; Rathinasabapathi, 2000; Heidari 

y Mesri, 2008; Talebi et al., 2009). La acumulación de estos solutos compatibles en 

respuesta al estrés salino es una adaptación metabólica útil para el equilibrio osmótico 
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entre la vacuola y el citosol (Yancey et al., 1982; Rhodes y Hanson, 1993), ya que, incluso 

a elevadas concentraciones no provocan daños a nivel celular ni alteran las actividades 

enzimáticas (Sickler et al., 2007). Si bien hay que tener en cuenta el coste energético que 

supone la utilización de solutos para realizar el ajuste osmótico ante una situación de 

estrés. Así, el coste requerido para la acumulación de iones salinos (exclusión de la sal, 

compartimentación intracelular y/o excreción por medio de glándulas salinas) es 

relativamente pequeño en relación al que se necesita para sintetizar solutos orgánicos 

(Yeo, 1983; Raven, 1985). Según Munns (2002), el número de moles de ATP necesarios 

para usar un mol de NaCl como osmolitos es aproximadamente cuatro en las células de 

la raíz y siete en las de las hojas, mientras que el número de moles requerido para sintetizar 

un compuesto orgánico es significativamente mayor. Raven (1985) establecía 3,5 moles 

de ATP para Na+, 34 para manitol, 41 para prolina, 50 para glicinbetaína y alrededor de 

52 para sacarosa. Por tanto, desde el punto de vista de desarrollo de la planta, es mucho 

más rentable utilizar solutos inorgánicos que orgánicos para mantener el balance 

osmótico en una situación de estrés osmótico. 

Los solutos compatibles comprenden una amplia gama de compuestos orgánicos: 

monosacáridos (fructosa y glucosa), alcoholes (glicerol, inositoles metilados), azúcares 

complejos (trehalosa, rafinosa y fructanos), polioles, aminoácidos y compuestos de 

amonio cuaternario (prolina, glicina betaína, alanina betaína o prolina betaína) (Rhodes y 

Hanson, 1993; Nuccio et al., 1999; Heidari y Mesri, 2008). En el caso de los ácidos 

orgánicos, el malato es un ácido orgánico que se ha relacionado con la osmorregulación 

y con el cierre estomático (Florido Bacallao y Bao Fundora, 2014). El oxalato, otro ácido 

orgánico, es el principal osmolito orgánico de diversas especies del genero Atriplex y de 

la familia Chenopodiaceae (Osmond, 1976). Como los solutos compatibles son 

hidrofílicos, pueden sustituir al agua en la superficie de las proteínas y membranas, lo que 

explica su acción como osmoprotectores y como chaperonas de bajo peso molecular 

(Hasegawa et al., 2000). Además conviene resaltar que los solutos orgánicos protegen a 

la célula contra el efecto tóxico de ciertos iones y las condiciones de desecación, además 

de intervenir en la eliminación de ROS que se producen y acumulan bajo condiciones de 

estrés salino e hídrico (estrés oxidativo secundario). En muchas plantas halófitas, la 

prolina o la glicina betaína se almacenan en grandes cantidades en las vacuolas de las 

hojas. En glicófitas, los solutos compatibles se acumulan a concentraciones no superiores 

a 10 mM, pero sólo en el citoplasma, contribuyendo de forma significativa al 
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mantenimiento de la presión osmótica (Rhodes et al., 2002). Aunque la síntesis de estos 

compuestos permite a la planta sobrevivir en presencia de altas concentraciones externas 

de sal, al requerir energía, se produce a expensas del crecimiento de la planta.  

También se han relacionado algunos tipos de proteínas con la tolerancia a la 

salinidad. Se trata de proteínas sintetizadas bajo condiciones de estrés salino, como 

osmotinas, dehidrinas, proteínas LEA (Late Embriogenesis Abundant) y poliaminas, 

(Tester y Davenport, 2003; Groppa y Benavides, 2008; Alcazar et al., 2010; Gill y Tuteja, 

2010; Janicka-Russak et al., 2010; Muñoz-Mayor et al., 2012). Se desconoce en gran 

medida la función de osmotinas y dehidrinas en la tolerancia a la salinidad (Rorat, 2006; 

Saavedra et al., 2006; Battaglia et al., 2008). De manera general, se ha propuesto que el 

papel de estos compuestos estaría relacionado con el mantenimiento de la estructura de 

proteínas (Campbell y Close, 1997; Battaglia et al., 2008; Bies-Etheve et al., 2008). Las 

proteínas LEA se acumulan en los tejidos vegetativos de todas las especies vegetales en 

respuesta al estrés osmótico causado por sequía, salinidad o frío (Xiong y Zhu, 2002; 

Dalal et al., 2009). Estas proteínas probablemente contribuyen a la preservación de la 

integridad estructural de la célula (Winicov, 1998), actuando como chaperonas para 

prevenir la desnaturalización de otras proteínas (Xiong y Zhu, 2002; Goyal et al., 2005; 

Grelet et al., 2005; Reyes et al., 2005). Por la importancia de los flujos hídricos en los 

procesos de ajuste osmótico celular, la actividad de las acuaporinas también tendría un 

papel clave entre los mecanismos de adaptación al estrés osmótico (Maurel y Chrispeels, 

2001; Vera-Estrella et al., 2004), ya que as acuaporinas facilitan la toma de agua desde el 

medio y determinan la conductividad hidráulica de la raíz en respuesta a numerosos 

estreses ambientales (Luu y Maurel, 2005; Maurel et al., 2008).  

3.2. Estrés iónico y nutricional 

El efecto iónico es el provocado por la sal en el interior de la planta y es específico de la 

salinidad (Hasegawa, 2013). El ión Cl- puede interferir con los sitios aniónicos implicados 

en el ligamiento de ARN y con metabolitos aniónicos como bicarbonatos, carboxilatos y 

azúcares fosfatos. De otro lado, el Na+ puede interferir con los sitios catiónicos implicados 

en el ligamiento de K+, Ca2+ y Mg2+. La consecuencia general de todos estos efectos es la 

reducción del crecimiento que, en caso de extrema severidad del estrés, puede llevar a la 

muerte de la planta (Tester y Davenport, 2003; Tuteja, 2007; Yeo, 2007; Munns y Tester, 

2008; Shabala y Cuin, 2008; Ehsanzadeh et al., 2009). En algunas plantas perennes, sobre 
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todo leñosas (como los cítricos y la vid), el Na+ es almacenado en las raíces y tallos 

leñosos, mientras que el Cl- se acumula en las ramas jóvenes, siendo más perjudicial para 

la planta (Flowers y Yeo, 1988). Sin embargo, para la mayoría de las plantas, entre ellas 

las gramíneas, el Na+ es la causa principal de toxicidad iónica (Tester y Davenport, 2003). 

El crecimiento de la planta se ve afectado en condiciones salinas ya que la acumulación 

de Na+ causa necrosis de las hojas adultas, primero en los bordes y posteriormente en el 

interior. Si la tasa de muerte de las hojas adultas es mayor que la de producción de hojas 

nuevas, se verá afectada la capacidad fotosintética de la planta, que no será capaz de 

suministrar los hidratos de carbono que requieren las hojas jóvenes, lo cual reduce aún 

más los niveles de crecimiento y producción de la planta (Munns, 2002; Munns y Tester, 

2008). La escala de tiempo en la cual se manifiesta el daño específico del ión Na+ depende 

de su tasa de acumulación en hojas, y de la eficacia de su compartimentación en células 

de la hoja.  

Cuando la concentración de sales en el medio externo es alta, aumenta la 

competencia entre los iones, pudiendo producirse deficiencias nutricionales importantes 

al perturbarse los equilibrios iónicos de nutrientes. El desplazamiento del Ca2+ por el Na+ 

en las posiciones de intercambio de las membranas y paredes celulares altera la 

permeabilidad de las mismas y dificulta la homeostasis iónica en general (Maathuis, 

2014). Uno de los efectos más importantes de las altas concentraciones de Na+ es el 

desplazamiento del K+ en sus funciones, ya que ambos iones muestran gran similitud 

química. El primer punto de interacción entre Na+ y K+ es en la entrada de estos iones al 

simplasto de la raíz. Por una parte, las altas concentraciones de Na+ inhiben directamente 

los sistemas de entrada de K+. Por otra, el Na+ da lugar a una despolarización del potencial 

eléctrico de la membrana, disminuyendo la entrada de K+. En consecuencia, ante un estrés 

salino, se induce generalmente una deficiencia de K+ debido al aumento de la 

concentración de Na+, ya que el Na+ compite con K+ interfiriendo su absorción y 

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

Cordones et al., 2010). Por estas razones, el exceso de Na+ está implicado en la inhibición 

de muchos procesos metabólicos o enzimáticos como la fotosíntesis, la generación de 

estrés oxidativo a través de la producción de especies de oxígeno activado, la absorción 

de CO2 a través de los estomas y el crecimiento en general (Dajic, 2006; Fricke et al., 

2006; Shoji et al., 2006; Tuteja, 2007; Munns y Tester, 2008). Por otro lado, el Na+ entra 

en la célula, lo que disminuye la relación K+/Na+ del citoplasma, y los procesos 
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metabólicos que dependen del K+ se ven afectados negativamente. Por ello, mantener 

unos niveles de K+ elevados durante el estrés salino es una de las estrategias para 

aumentar la tolerancia al estrés salino, y un aumento en la relación K+/Na+ es uno de los 

parámetros más importantes usados para definir la tolerancia (Olías et al., 2009).  

3.2.1. Estrategias para recuperar la homeostasis iónica y nutricional  

El mantenimiento de la homeostasis por absorción y compartimentación de iones no sólo 

es crucial para el crecimiento normal de la planta, sino también es un proceso esencial 

para el crecimiento durante el estrés salino (Niu et al., 1995; Hasegawa, 2013). Con 

independencia de su naturaleza, tanto las plantas glicófitas como las halófitas no pueden 

tolerar altas concentraciones de sal en su citoplasma (Hasegawa, 2013). Por lo tanto, el 

exceso de sal se transporta ya sea a la vacuola o secuestrado en tejidos más viejos que 

finalmente son sacrificados, protegiendo así a la planta del estrés salino (Reddy et al., 

1992; Zhu, 2003). Las plantas pueden poner en marcha varios tipos de respuestas 

adaptativas frente al componente iónico de la salinidad. Por un lado, un mecanismo de 

evitación, mediante el desarrollo de funciones y estructuras celulares que protegen de 

dichas condiciones; y por otro lado, un mecanismo de tolerancia mediante el cual las 

células adaptan sus funciones a las altas concentraciones intracelulares de sales. Para ello, 

se requiere una coordinación precisa entre los mecanismos celulares y los que operan a 

nivel intercelular, en tejidos y órganos. 

A nivel radicular, los mecanismos que controlan la absorción selectiva de iones y 

su compartimentación intracelular gobiernan la tolerancia relativa a la salinidad 

(Cheeseman, 1988; Niu et al., 1995; Tester y Davenport, 2003). La absorción por las 

raíces de grandes cantidades de iones Na+ y Cl- provoca la alteración de la absorción y, 

por tanto, del contenido de otros iones, particularmente K+ y Ca2+ (Hasegawa et al., 2000; 

Tester y Davenport, 2003), resultando de especial importancia en la tolerancia a la sal, el 

mantenimiento de una alta selectividad para el K+ frente al Na+ (Greenway y Munns, 

1980; Maathuis y Amtmann, 1999; Maathuis, 2009). El control en la selectividad K+/Na+ 

parece establecerse a nivel de la membrana plasmática y del tonoplasto de las células 

epidérmicas y corticales de la raíz, que son las que controlan la absorción selectiva de 

iones y su compartimentación celular (Munns, 2002). Otro punto de control en la 

selectividad K+/Na+ se establece a nivel del plasmalema de las células parenquimáticas 

del xilema, responsable de la carga activa de iones en el xilema, y por tanto, de la 
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concentración relativa de iones que llega a la parte aérea por la corriente xilemática 

(Munns, 2002). En muchas especies glicófitas, con altas relaciones K+/Na+ en partes 

aéreas, la liberación preferente de K+ en el xilema o la reabsorción de Na+ de la savia 

xilemática, conduce a una mayor selectividad K+/Na+.  

A nivel foliar, los mecanismos de respuesta al estrés salino son también complejos 

y, probablemente, presentan una mayor variación entre especies. De igual forma que en 

la raíz, los mecanismos de transporte a través de la membrana plasmática y tonoplasto de 

las células de la hoja son los responsables últimos de la distribución de solutos a nivel 

intracelular y de tejido (Niu et al., 1995). Para evitar la acumulación excesiva de sales en 

tejidos fotosintéticos, algunas plantas acumulan diferencialmente Na+ en determinadas 

zonas de la hoja (vacuolas), en hojas maduras o en el tallo, o bien lo recirculan en 

dirección a las hojas basales o las raíces (Jeschke, 1984; Tester y Davenport, 2003; 

Cuartero et al., 2006).  

En el contexto de la planta entera, la toxicidad al Na+ se ha asociado con su grado 

de acumulación en la parte aérea (hojas) en plantas glicófitas. Para evitar esta 

acumulación, las plantas glicófitas han desarrollado una estrategia de exclusión de iones 

a nivel de la raíz (Tester y Davenport, 2003). La capacidad de exclusión de Na+ viene 

dada por el control del flujo neto de absorción de Na+, que resulta del balance entre el 

flujo unidireccional de entrada y el eflujo de salida al medio, así como del control de su 

translocación a la parte aérea. Este control conduce a una acumulación de Na+ en las 

vacuolas de las raíces o en las células proximales del tallo evitando así su acumulación 

en las hojas (Apse y Blumwald, 2007). Una segunda estrategia, propia de plantas 

glicófitas tolerantes y halófitas, es la capacidad de distribución del Na+ en los tejidos 

vegetales, esencialmente hacia el tallo y las hojas. Esta estrategia está basada en una 

adecuada regulación de la velocidad de absorción de los iones por la raíz y su 

translocación a la parte aérea, donde la compartimentación subcelular evita la toxicidad 

iónica, al tiempo que contribuye significativamente al ajuste osmótico (Apse y Blumwald, 

2007; Munns y Tester, 2008; Shabala y Mackay, 2011). En este contexto, se ha observado 

que cuando se emplean concentraciones moderadas de sal en el medio de irrigación, a la 

hora de conseguir tolerancia es más efectivo el transporte de Na+ a la parte aérea y su 

acumulación en hoja que activar el mecanismo de exclusión iónica. De esa forma se evita 

la penalización energética que conlleva la síntesis de solutos compatibles, utilizando para 

el ajuste osmótico el propio Na+ (Estañ et al., 2005; Cuartero et al., 2006). 
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Según Craig Plett y Møller (2010) la tolerancia a la salinidad en plantas deriva de 

la contribución de tres componentes: la tolerancia al estrés osmótico que impone la 

salinidad, la exclusión de Na+ de la parte aérea y la tolerancia tisular del Na+ acumulado 

a través de la compartimentación vacuolar o la tolerancia citoplasmática. Es probable, por 

tanto, que los tres componentes operen de forma simultánea e interactúen en mayor o 

menor grado para proporcionar mayor tolerancia a salinidad. Los mecanismos de 

tolerancia osmótica, a los que no se les ha prestado la misma atención que a los 

relacionados con la exclusión de Na+, podrían ser cruciales en aras de proporcionar 

tolerancia a salinidad en tomate, influyendo en los otros dos mecanismos para 

contrarrestar el efecto de toxicidad iónica. Por tanto, la supervivencia de la planta y su 

capacidad de desarrollo dependerán de su capacidad para restablecer la homeostasis 

iónica después de la imposición del estrés, lo que implica adaptar el metabolismo con el 

fin de mantener las condiciones homeostáticas que le permitan reanudar el crecimiento y 

completar el ciclo vegetativo en el nuevo medio (Munns y Tester, 2008; Pardo, 2010). A 

pesar de los numerosos artículos publicados, los mecanismos que gobiernan la tolerancia 

a la salinidad en tomate no están bien caracterizados. Hasta la fecha, se han identificado 

muy pocos genes de tomate que desempeñen un papel clave en el transporte de iones 

salinos (Foolad, 2007; Cuartero et al., 2009). En este sentido, nada se sabe sobre 

transportadores de Cl- y tan sólo algunos trabajos informan de avances importantes en los 

procesos relacionados con el transporte de Na+ y K+ (Nieves-Cordones et al., 2008; Olías 

et al., 2009; Huertas et al., 2012). 

3.3. Estrés oxidativo 

El estrés salino e hídrico provocan en las plantas un estrés oxidativo secundario (Shanker 

et al., 2004) debido a la sobreacumulación de especies reactivas de oxígeno (ROS, del 

inglés Reactive Oxygen Species). Cuando la planta se expone al estrés abiótico, disminuye 

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

fotosíntesis y esto provoca una disminución de la concentración de NADP, aceptor final 

de electrones en la fase luminosa, produciéndose un exceso de energía de excitación en 

los fotosistemas. Si no se disipa esta energía al final se acumula en la cadena de transporte 

de electrones y se transfieren al oxígeno, generándose los ROS, como el anión superóxido 

(O2·-), el peróxido de hidrógeno (H2O2) y el radical hidroxilo (HO·) (Smirnoff, 1993; 

Moran et al., 1994; Borsani et al., 2001; Hernández et al., 2001). El exceso de ROS causa 
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daños oxidativos en lípidos de membrana plasmática, proteínas y ácidos nucleicos 

(Smirnoff, 1993; Hernández et al., 2001; Pang y Wang, 2008; Yu et al., 2012). Las 

plantas, en respuesta a la generación de especies reactivas de oxigeno (ROS) producida 

por un estrés salino e hídrico, sintetizan un conjunto de moléculas antioxidantes de bajo 

peso molecular como ácido ascórbico, glutatión reducido, tocoferoles y carotenoides; 

además, aumentan la expresión de enzimas antioxidantes como superóxido dismutasa 

(SOD), catalasas (CAT), ascorbato peroxidasas (APX), glutation S-transferasa (GST) y 

glutatión peroxidasa (GPX) para transformar en compuestos inocuos las ROS (Apse y 

Blumwald, 2007; Xiong y Zhu, 2002; Pang y Wang, 2008). La producción de plantas 

transgénicas sobreexpresando algunas de las enzimas decodificadoras, como la glutatión 

peroxidasa, superóxido dismutasa, ascorbato peroxidasa o glutatión reductasa resultó en 

la mejora de la tolerancia a salinidad (Roxas et al., 1997; Bohnert y Sheveleva, 1998). En 

la especie tolerante a sal S. pennellii se ha correlacionado su inherente tolerancia a estrés 

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

Algunos autores han sugerido que la función de determinados solutos compatibles 

como azúcares, polioles, glicinabetaína y posiblemente prolina podría ser la protección 

celular contra radicales hidroxilo (Vendruscolo et al., 2007), ya que se acumulan en 

cantidades demasiado bajas como para permitir participar en el reajuste osmótico (Zhu, 

2001). Los resultados más interesantes en cuanto a esta posible función fisiológica de los 

osmolitos se han obtenido con polioles lineales tales como el manitol, polioles metilados, 

el aminoácido ectoína y la glicinbetaína (Sickler et al., 2007). En todo caso y basándose 

en estudios comparativos entre especies cultivadas y silvestres, se ha correlacionado la 

capacidad antioxidante con la mayor tolerancia a la salinidad en tomate (Shalata et al., 

2001; Mittova et al., 2002; Zushi y Matsuzoe, 2009). 

Pero aparte hay que destacar que también los ROS desempeñan un papel clave 

como moléculas de transducción de señal implicadas en las respuestas de adaptación de 

las plantas a estreses de tipo abiótico (Boursiac et al., 2008; Miller et al., 2010). En este 

sentido, se ha postulado que el H2O2 podría modular la actividad de muchos componentes 

que contribuyen a la señalización celular, incluyendo los canales de Ca2+ y K+ (Weinl y 

Kudla, 2009). 
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Figura 4. Esquema de los efectos del estrés y las respuestas adaptativas de las plantas. Las condiciones 
de salinidad y sequía causan a las plantas en primer lugar estrés iónico y osmótico. De éstos se derivan 
varios efectos secundarios (estrés oxidativo, deficiencia en la toma de nutrientes, desregulación de la 
fotosíntesis, detención del crecimiento celular, cierre estomático y muerte celular programada). Las plantas 
desarrollan respuestas adaptativas como el mantenimiento de la homeostasis iónica y osmótica, la 
detoxificación de las ROS y la inhibición del crecimiento, que tienen como última consecuencia el 
incremento de su tolerancia a estrés.  

4. Transportadores implicados en la homeostasis de Na+ y K+  

Gran parte de la toxicidad del Na+ intracelular es consecuencia de la sustitución que éste 

realiza por el K+ en la activación de enzimas y la biosíntesis proteica (Marschner y 

Marschner, 2012). Por lo que es obvio pensar que no es sólo la cantidad de Na+ per se, 

sino más bien la proporción citosólica K+/Na+ la que determine las capacidades del 

metabolismo celular, y, en última instancia, la capacidad de la planta para sobrevivir en 

ambientes salinos. De hecho, la relación K+/Na+ se considera un factor clave en la 

tolerancia a la salinidad (Gorham et al., 1991; Gaxiola et al., 1992; Dvorak et al., 1994; 

Maathuis y Amtmann, 1999; Cuin et al., 2003; Colmer et al., 2006; Shabala y Pottosin, 

2014). El funcionamiento de los sistemas de transporte de K+ y Na+ a través de las distintas 
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membranas celulares es fundamental para el mantenimiento de una adecuada relación 

K+/Na+ citoplasmática. En este sentido se ha descrito que tanto los transportadores de alta 

afinidad de K+ de la familia HAK como los canales del tipo AKT, son importantes para 

la entrada de K+ en la planta (Rubio et al., 2008), y éstos son inhibidos por 

concentraciones de Na+ que producen estrés salino. Además de la selectividad K+/Na+ de 

los transportadores, la regulación de su actividad también puede ser determinante. Se ha 

descrito que tanto la deficiencia de K+ como el elevado Na+ externo pueden inducir 

cambios en el Ca2+ celular que a su vez activan complejas redes de señalización (Luan, 

2009).  

Las evidencias recientes obtenidas en plantas modelo como Arabidopsis y arroz 

sugieren que la homeostasis del K+ en condiciones salinas tiene lugar no sólo por la acción 

de transportadores específicos de K+, sino también por la regulación de las 

concentraciones de Na+ en los diferentes tejidos. Diversos transportadores de Na+ 

controlan la relación K+/Na+, mediante la extrusión de Na+ al medio externo, su 

compartimentación vacuolar, así como la carga y descarga xilemática (Tester y 

Davenport, 2003; Horie y Schroeder, 2004; Ren et al., 2005; Sunarpi et al., 2005; Rus et 

al., 2006; Apse y Blumwald, 2007; Rodriguez-Rosales et al., 2009). Además, el 

mantenimiento de la relación K+/Na+ también depende del control de la pérdida de K+ 

celular que provoca el estrés salino (Shabala y Cuin, 2008). 

4.1. Entrada de Na+ y K+ en la planta 

En condiciones fisiológicas, las plantas mantienen una alta relación K+/Na+ en su citosol 

con una concentración de K+ en torno a 100-200 mM y una concentración de Na+ entre 1 

y 10 mM (Higinbotham, 1973; Tester y Davenport, 2003). Considerando la diferencia de 

potencial eléctrico en la membrana celular (-140 mV) (Higinbotham, 1973), una subida 

de la concentración de Na+ extracelular establecerá un gran gradiente de potencial 

electroquímico de Na+ que favorecerá el transporte pasivo de este ión desde el medio al 

citosol, a través de sistemas uniporte o canales (Niu et al., 1995). Se han propuesto tres 

rutas para la absorción del Na+ por la planta (Tester y Davenport, 2003). Una primera 

ruta, no mediada por transportadores y denominada flujo de desvío, se atribuye a la 

filtración a través del apoplasto debida a la discontinuidad en la endodermis. Las células 

endodérmicas constituyen un importante punto de control y regulación del transporte 

radicular de iones desde el medio externo, debido a que la banda de células suberinizadas 
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de Caspari es una barrera impermeable para el movimiento apoplástico de solutos 

(Azaizeh y Steudle, 1991; Niu et al., 1995; Amaya et al., 1999), obligando a que el 

movimiento de agua e iones se realice de un modo simplástico. La importancia del flujo 

apoplástico en el flujo total de Na+ de la planta, varía entre distintas especies y entre 

distintas condiciones de crecimiento. En arroz, se ha sugerido al apoplasto como principal 

vía de entrada de Na+ (Yeo et al., 1991; Yadav et al., 1996). En trigo, la entrada de Na+ a 

través del apoplasto es 10 veces menor que en arroz (Garcia et al., 1997). En plantas de 

Arabidopsis cultivadas a bajas concentraciones de Ca2+, todas las rutas de entrada de Na+ 

contribuyen en la misma medida (Essah et al., 2003), mientras que en plantas halófitas 

existen gran número de adaptaciones anatómicas para reducir al mínimo la entrada 

apoplástica de sal. En este sentido, la anchura de la banda de Caspari es de dos a tres 

veces mayor en halófitas que en glicófitas (Kalir y Poljakoff-Mayber, 1975), y la capa 

interior de células corticales puede diferenciarse en una segunda endodermis (Stelzer y 

Läuchli, 1977). Las otras dos rutas son de tipo simplástico y están mediadas por canales 

y transportadores que pueden ser sensibles o insensibles a los niveles de Ca2+ extracelular. 

Es conocido que la adición de Ca2+ al medio externo generalmente reduce los efectos 

tóxicos del Na+ (Shabala et al., 2000; Cramer, 2002). Además, el Ca2+ puede actuar como 

segundo mensajero, respondiendo a cambios del potencial de membrana relacionados con 

las fluctuaciones del Na+ extracelular y del K+ intracelular (Tracy et al., 2008; Kader y 

Lindberg, 2010).  

La identidad molecular de los transportadores implicados en las vías de entrada 

masiva de Na+ es todavía materia de debate (Apse y Blumwald, 2007; Yeo, 2007; Munns 

y Tester, 2008). Existen evidencias bioquímicas y electrofisiológicas que indican que el 

Na+ entra en la célula a través de canales no selectivos sensibles a Ca2+ (Demidchik et al., 

2002; Demidchik y Tester, 2002; Horie y Schroeder, 2004; Demidchik y Maathuis, 2007). 

Estos sistemas incluyen los canales catiónicos no selectivos (NSCC, Non Selective Cation 

Channels), siendo la vía más probable de entrada de Na+ sensible al Ca+, y los 

transportadores LCT1 (Low affinity Cation Transporter 1) (Leng et al., 2002; Kaplan et 

al., 2007). Dentro de la familia de los NSCC, las principales subfamilias de canales 

candidatos son los canales activados por nucleótidos cíclicos (CNGC) y los canales 

activados por glutamato (GLR) (Lacombe et al., 2001; Leng et al., 2002). Finalmente, la 

proteína LCT1 (Low Affinity Cation Transporter 1) de trigo, con una estructura distinta al 
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resto de transportadores iónica de plantas superiores, permite la toma de baja afinidad de 

Cd2+, Ca2+, Rb+ y Na+ y causa sensibilidad a Na+ al ser expresada en levadura. 

Debido a que la inhibición del influjo de Na+ por el Ca2+ no es completa, deben 

existir otros procesos de entrada de Na+ independiente de Ca2+, como los transportadores 

de K+ de la familia HKT (High affinity K+ transporter) (Figura 5) que también 

transportan Na+ y juegan un papel importante en la homeostasis de Na+ y K+ (Rus et al., 

2004). Estudios realizados en condiciones de cultivo normales demostraron que la 

absorción de Na+ por estos transportadores HKT se lleva a cabo por dos mecanismos, en 

base a los cuales se clasifican en dos subgrupos, dependiendo de si muestran preferencia 

por el uniporte de Na+ (clase 1) o por el simporte de Na+/K+ (Clase 2) (Horie et al., 2009; 

Yao et al., 2010; Ali et al., 2012). 

Algunos transportadores de alta afinidad de K+ de la familia KUP/HAK/KT 

(Figura 5) parecen tener también capacidad de mediar el transporte de Na+ de baja 

afinidad a concentraciones elevadas de Na+ (Santa-Maria et al., 1997). Los 

transportadores de alta afinidad AtHAK5 y AtKUP1 tienen una alta capacidad de 

discriminar entre K+ y Na+, aunque disminuyen su actividad de captación de K+ en 

presencia de altas concentraciones de Na+ (Fu y Luan, 1998; Rubio et al., 2000; Martínez-

Cordero et al., 2004; Martinez-Cordero et al., 2005). A este respecto, en plantas glicófitas 

como Arabidopsis y tomate, se ha descrito que AtHAK5 y LeHAK5 aumentan su expresión 

cuando existen bajas concentraciones extracelulares de K+ (Nieves-Cordones et al., 2008; 

Nieves-Cordones et al., 2010), siendo LeHAK5 el principal responsable de la captura de 

K+ en presencia de concentraciones de K+ inferiores a 0,01mM (Rubio et al., 2010). Se 

ha comprobado que estos mismos transportadores disminuyen su expresión en presencia 

de altas concentraciones de Na+ (Rubio et al., 2000; Nieves-Cordones et al., 2008; 

Nieves-Cordones et al., 2010). En halófitas, como T. halophila, la disminución de la 

expresión de HAK en presencia de Na+ es menos acusada (Alemán et al., 2009), mientras 

que en Mesembryanthemum crystallinum el Na+ produce un aumento de la expresión de 

las proteínas McHAK1 y McHAK2 (Su et al., 2002). También se ha observado que los 

niveles de transcritos de KUP2 disminuyen en la parte aérea de plantas tratadas con NaCl 

(Maathuis, 2006).  

Se ha descrito que algunos canales de tipo Shaker (Bertl et al., 1997), como el canal 

de tipo KIR (K+ Inward-Rectifying channel), AtAKT1, que son la causa de la disminución 
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de la absorción de K+ inducido por elevadas concentraciones de Na+ (Qi y Spalding, 2004; 

Nieves-Cordones et al., 2010; Rubio et al., 2010), debido a que la despolarización de la 

membrana causada por las altas concentraciones externas de Na+ hace el transporte pasivo 

de K+ termodinámicamente imposible (Shabala et al., 2005).  

 

Figura 5. Proteínas de transporte implicadas en la absorción, flujo y distribución de Na+ y K+ a lo 
largo de la planta y su compartimentación a nivel celular. Las células de la raíz absorben Na+ y K+ desde 
el suelo a través de diferentes canales, trasportadores y del apoplasto, y los distribuyen a lo largo de la 
planta. NSCC, canal no selectivo de cationes; AKT1, canal de entrada de K+; KUP/HAK/KT, trasportadores 
de K+ de alta afinidad; HKT, transportador de K+ de alta afinidad; NHX, intercambiador vacuolar de Na+ : 
H+; CHX, intercambiador de catión : H; SOS1, antiporte de membrana plasmática de Na+:H+. (Modificado 
de Su et al., 2015).  

4.2. Salida de Na+ y transporte a la parte aérea 

El exceso de Na+ que llega al citoplasma de las células se elimina por extrusión o por 

compartimentación vacuolar. En células maduras, ambos mecanismos se coordinan para 

que la entrada de Na+ no supere la capacidad de almacenamiento. Las células 

meristemáticas carecen de sistema vacuolar desarrollado, por lo que en ellas el 

mecanismo más eficiente de exclusión del Na+ es la extrusión. La expulsión del Na+ desde 

una célula podría ser perjudicial para las células de su alrededor, debiendo distribuirse 
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este catión por la planta a través del xilema y el floema de una forma coordinada para 

evitar sus efectos tóxicos (Tester y Davenport, 2003).  

En base a ensayos de transporte, su patrón de expresión y el fenotipo de los mutantes 

de pérdida de función, se ha implicado al antiportador Na+/H+ SOS1 en la expulsión y 

transporte de Na+ a larga distancia (Wu et al., 1996; Liu y Zhu, 1998; Zhu et al., 1998; 

Shi et al., 2000; Qiu et al., 2002; Shi et al., 2002; Qiu et al., 2004). Este gen fue 

identificado por análisis de mutantes de Arabidopsis hipersensibles a estrés salino (Salt 

Overly Sensitive, SOS) y forma parte de una importante ruta reguladora de la homeostasis 

para el Na+ y el K+ bajo condiciones salinas (Zhu, 2002; Mahajan et al., 2008). Esta ruta 

está constituida por un conjunto de proteínas entre las que se encuentra SOS1, un 

antiporter Na+/H+ localizado en la membrana plasmática (Shi et al., 2000); SOS2 del tipo 

CIPK que es una protein-quinasa de interacción con proteínas CBL (CIPK24, CBL-

Interacting Protein Kinase) (Halfter et al., 2000), y SOS3 que es una proteína tipo CBL 

que actúa como sensor de Ca2+ en el citoplasma (CBL4, Calcineurin B-like protein 4) 

(Ishitani et al., 2000), de forma que la activación específica de esta ruta por sal conduce 

al control del eflujo y transporte de Na+ (Quintero et al., 2002; Zhu, 2002). La actividad 

de SOS1 depende directamente de la fosforilación por la quinasa CIPK24 (SOS2). 

CIPK24 se activa cuando se asocia con el sensor de calcio CBL4 (SOS3), y así este 

complejo protein-quinasa induce la actividad del antiporter Na+/H+ SOS1 que limita la 

acumulación de Na+ en el citoplasma (Qiu et al., 2002; Quintero et al., 2002) (Figura 6). 

SOS1 se expresa en muchos tejidos pero particularmente en la epidermis de la raíz y en 

las células del parénquima del xilema en raíces y tallos, y sus niveles de transcripción son 

elevados después de varias horas o días de aplicación del estrés salino. En el ápice de la 

raíz juega un papel crucial en la extrusión de Na+ para evitar su sobreacumulación, ya que 

las células epidérmicas están indiferenciadas y carecen de un sistema vacuolar 

desarrollado que les permita compartimentar el exceso de este catión, estando también 

implicado en la carga de Na+ en la savia del xilema durante un estrés salino moderado 

(Shi et al., 2002) (Figura 5). Además de participar en la extrusión de Na+ al medio 

externo, los genes de la ruta SOS juegan un papel esencial en la regulación de la 

homeostasis del K+ y Na+ y el desarrollo de la planta.  
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Figura 6. Representación esquemática del funcionamiento de la ruta SOS. Una alta concentración de 
sal externa dispara una señal de Ca2+ en el citosol que activa a SOS3, que interacciona específicamente con 
SOS2. Este complejo SOS2/SOS3 fosforila a SOS1 activando el eflujo de Na+ a través del plasmalema. La 
activación por fosforilación de SOS1 requiere el anclaje a la membrana plasmática del complejo 
SOS2/SOS3, a través de la miristoilación del extremo N-terminal de SOS3 (Zhu, 2002). 

Por otra parte, la expresión de SOS1 en las células del parénquima que bordean al 

xilema sugería su implicación en el transporte de Na+ a larga distancia. El mutante sos1 

acumula más Na+ que la línea silvestre a altas concentraciones de sal (100 mM NaCl), 

mostrando un mayor contenido de este catión en la savia del xilema (Shi et al., 2002). Sin 

embargo, sometido a estrés salino moderado (25 mM NaCl), el mutante acumula menos 

Na+ (Ding y Zhu, 1997). A raíz de estos resultados aparentemente contradictorios se 

sugirió que SOS1 actuaría cargando el Na+ en el xilema para su almacenaje en células del 

mesófilo ante estrés moderado. Posteriormente, la caracterización de HKT1;1 como 

transportador de Na+ implicado en la descarga de este catión a las células parenquimáticas 

del xilema (Rus et al., 2001; Berthomieu et al., 2003; Sunarpi et al., 2005; Rus et al., 

2006; Davenport et al., 2007), llevó al establecimiento de un modelo más completo en el 

que las proteínas SOS1 y HKT1;1 coordinarían sus flujos opuestos de carga y descarga 

de Na+ en el xilema para conseguir la homeostasis de este catión en la planta (Pardo et 

al., 2006) (Figura 5). AtHKT1;1, único miembro de esta familia en Arabidopsis (Uozumi 

et al., 2000; Mäser et al., 2001), se expresa en las células parenquimáticas que cargan el 

xilema de raíces y hojas (Sunarpi et al., 2005), y es un importante determinante de 

tolerancia a la sal en Arabidopsis al participar en la redistribución de Na+ en raíz/parte 

aérea, reduciendo su acumulación en hojas (Mäser et al., 2002). El fenotipo de las líneas 

mutantes de AtHKT1;1 (athkt1) se caracteriza por una alta sensibilidad a la sal asociada 

a una mayor acumulación de Na+ en la parte aérea y una menor acumulación de Na+ en 

raíces (Rus et al., 2004; Sunarpi et al., 2005). Aunque la mutación en AtHKT1;1 fue capaz 
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de rescatar el fenotipo sensible a la sal de plantas mutantes sos (Rus et al., 2001; Rus et 

al., 2004), este transportador no participa en la absorción de Na+ por las raíces, ya que el 

influjo unidireccional del catión no se afectó en los mutantes athkt1 (Essah et al., 2003; 

Davenport et al., 2007). La función más aceptada de AtHKT1;1 es la del control de la 

velocidad de transporte de Na+ de las raíces a la parte aérea, retirando o reabsorbiendo el 

ión desde los vasos xilemáticos a las células parenquimáticas del xilema de hojas y raíces 

(Sunarpi et al., 2005; Davenport et al., 2007), aunque también se ha sugerido su 

participación en procesos de recirculación de Na+ vía floemática (Berthomieu et al., 

2003). Si bien su sobreexpresión constitutiva tanto en arroz como en Arabidopsis produce 

plantas hipersensibles a altas concentraciones de Na+ y déficit en K+, su sobreexpresión 

en tipos celulares específicos de la raíz como la estela o el periciclo mejoró la 

halotolerancia mediante la disminución del contenido en Na+ de la parte aérea y el 

aumento de K+ (Rus et al., 2004; Moller et al., 2009; Craig Plett y Møller, 2010; Xue et 

al., 2011).  

En tomate, líneas silenciadas de SOS1 revelaron que este transportador participaba 

en el mecanismo de tolerancia a la salinidad, no solo evitando la entrada masiva de Na+ 

por las raíces a través de su actividad extructora de Na+ al medio, sino también jugando 

un papel esencial en la distribución de Na+ en los órganos vegetales y en la capacidad de 

las plantas de tomate de retener Na+ en tejidos como el tallo, previniendo así que el Na+ 

alcance los tejidos en desarrollo (Olías et al., 2009). A este respecto, se ha propuesto que 

la función de transporte de SOS1 en tomate debe de estar estrechamente coordinada con 

la de HKT1 para el control de la homeostasis de Na+ y K+ (Olias et al., 2009), como se 

había sugerido previamente en Arabidopsis (Pardo et al., 2006). Así, SlSOS1 podría 

mediar la transferencia del Na+ desde el parénquima xilemático al xilema, 

preferencialmente en las raíces, mientras que otro transportador, SlHKT1, podría mediar 

el flujo inverso (por ejemplo, la descarga de Na+ del xilema en las partes proximales del 

tallo). La acción coordinada de ambos determinaría en último término la cantidad de Na+ 

que se almacena en las raíces, la que se retiene en el tallo o la que se transfiere a las hojas. 

También SlSOS1 podría contribuir en la exclusión de Na+ desde el citosol de las hojas 

jóvenes hacia el apoplasto, evitando la acumulación intracelular de Na+ en células con un 

sistema vacuolar escasamente desarrollado. Mientras que SlHKT1 podría actuar 

predominantemente en hojas expandidas o maduras, cuyas células presentan un sistema 

vacuolar bien desarrollado, que puede acumular Na+ retirado por HKT1 del xilema o del 



I. Introducción 

 

35 

 

apoplasto. Recientemente se han identificado en tomate dos isoformas del gen HKT1, 

SlHKT1;1 y SlHKT1;2, y su función se ha relacionado con el transporte a larga distancia 

de Na+. Concretamente el papel sugerido para la isoforma SlHKT1;2 ha sido un papel 

similar al que se atribuye para AtHKT1;1 (Asins et al., 2013), eso significa que su función 

pude ser la de descargar Na+ desde el xilema a las células induciendo su acumulación en 

las vacuolas (Møller et al., 2009; Craig Plett y Møller, 2010). En cuanto al papel de la 

isoforma SlHKT1;1, se ha sugerido que juega un papel importante en la recuperación de 

Na+ de xilema promoviendo su entrada en el floema y recirculándolo a la raíz (Berthomieu 

et al., 2003; Asins et al., 2015), aunque su función apenas es conocida hasta la fecha. 

Otra proteína implicada en el transporte de Na+ a larga distancia es el antiportador 

Na+/H+ CHX21 (Hall et al., 2006). Localizado en la membrana plasmática de células de 

la endodermis de la raíz, parece contribuir también, al igual que SOS1, a la carga de Na+ 

en el xilema (Figura 5), mostrando un menor contenido de este catión en xilema y parte 

aérea el mutante chx21. Según Evans et al. (2012) su homólogo CHX23 también está 

involucrado en la homeostasis del K+. 

4.3. Compartimentación vacuolar de Na+ y K+  

Durante el estrés salino, Na+ puede acumularse fácilmente llegando a niveles tóxicos en 

el citosol de la célula. Las plantas han desarrollado diferentes mecanismos para evitar 

esto y uno de los mencionados es la compartimentación del Na+ en la vacuola, que 

probablemente se produce en todos los tejidos y es la principal estrategia para disminuir 

la toxicidad del Na+. Tanto en plantas halófitas como en glicófitas tolerantes existe una 

clara correlación entre compartimentación iónica vacuolar y tolerancia a la salinidad 

(Blumwald et al., 2000). Ello reporta dos ventajas: la recuperación de la turgencia por el 

ajuste osmótico con sales (como osmótico barato) y la evitación de la toxicidad iónica en 

el citoplasma (Hasegawa, 2013; Maathuis, 2014). Esta capacidad está ligada directamente 

a la velocidad de crecimiento, más limitado en las raíces que en las hojas, de ahí, que una 

buena parte del Na+ sea dirigido a la parte aérea, vía xilema (transporte de Na+ a larga 

distancia) (Yeo, 2007). La inclusión de Na+ en la vacuola, constituye, por tanto, otro de 

los mecanismos importantes del mantenimiento de la alta relación K+/Na+ citosólica. 

Dicho proceso se lleva a cabo por la acción de sistemas antiportadores Na+/H+ que están 

acoplados a un gradiente electroquímico de H+ generado por la acción de la V-ATPasa y 
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V-PPasa de tonoplasto (Ballesteros et al., 1997; Blumwald et al., 2000; Gaxiola et al., 

2001; Rodriguez-Rosales et al., 2009).  

La familia de transportadores NHX, se identificó desde el principio como proteínas 

antiporter intercambiadoras de H+ por Na+ en el tonoplasto de la vacuola, siendo un 

elemento clave en esta estrategia (Rodriguez-Rosales et al., 2008; Zhao et al., 2008; 

Rodriguez-Rosales et al., 2009). Se ha sugerido que los principales antiportadores 

implicados en la acumulación de Na+ en vacuolas son las proteínas de la familia NHX 

(Figura 5). Sin embargo, se ha demostrado también que algunos transportadores NHX 

están claramente implicados en la regulación del pH vacuolar (Fukada-Tanaka et al., 

2000) y que en condiciones de crecimiento normal, con bajo contenido de Na+, los 

transportadores NHX intercambian principalmente K+ por H+ en lugar de Na+ por H+ 

(Barragán et al., 2012). Esta doble selectividad significa que la función exacta del NHX 

durante el estrés salino es a veces difícil de discernir debido a la dependencia que estas 

proteínas tienen de los niveles de Na+ y K+ en el citoplasma y de la actividad de los 

estomas (Barragán et al., 2012), que puede afectar indirectamente la translocación de Na+ 

y K+. Un ejemplo de esto lo constituye la tolerancia a la salinidad observada en el trigo 

como consecuencia de un aumento en la expresión de NHX1. En este caso, la tolerancia 

se debió a un incremento en los niveles de K+ en la parte aérea causado, indirectamente, 

por el aumento de la acumulación de Na+ en las vacuolas de raíz (Xue et al., 2004). 

Recientemente se ha demostrado que el incremento en la tolerancia a la salinidad de 

plantas de tomate transgénicas que sobrexpresan el antiportador vacuolar de Arabidopsis 

AtNHX1, está fundamentalmente asociado al control de la homeostasis de K+ (Leidi et 

al., 2010). 

En plantas se han descrito varias isoformas de transportadores NHX. En 

Arabidopsis se han descrito 6 miembros, AtNHX1 a AtNHX6, y en tomate, se identificaron 

4 miembros, denominados LeNHX1, LeNHX2, LeNHX3 y LeNHX4 (Venema et al., 2003; 

Gálvez et al., 2012). LeNHX2 ha resultado ser el primer antiportador K+/H+ descrito en 

plantas (Venema et al., 2003; Rodriguez-Rosales et al., 2008). El análisis de expresión 

de los genes LeNHX en tomate mostró que la isoforma LeNHX2 se expresaba de forma 

similar en raíces, tallos, hojas, flor y fruto de plantas de tomate; mientras que LeNHX3 

mostraba una expresión diferencial en tejidos vegetativos y LeNHX4 se expresaba sobre 

todo en flor y fruto (Gálvez et al., 2012). El efecto del estrés salino sobre los niveles de 

expresión de los genes LeNHXs ha sido estudiado en la especie silvestre tolerante a la 
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salinidad S. pimpinelifolium y en la especie cultivada, observándose que mientras que los 

niveles de expresión eran similares en ambas especies en ausencia de estrés, los 

tratamientos salinos inducían un incremento en la expresión de las isoformas LeNHX3 y 

LeNHX4, especialmente en la especie tolerantes. Este incremento en la expresión de 

LeNHX3 y 4 es consistente con el mayor contenido de Na+ en plantas de la especie 

tolerante respecto de la sensible cuando ambas se cultivan en condiciones salinas, lo que 

indica que los transportadores NHX son importantes determinantes de la tolerancia a la 

salinidad en tomate (Gálvez et al., 2012).  

5. Papel del Ca2+ en el desarrollo y tolerancia a estrés 

El Ca2+, se absorbe por la raíz y se transporta fundamentalmente vía apoplasto 

(extracelular) hasta el xilema por donde llega a la parte aérea en función de la tasa de 

transpiración de la planta y de la velocidad de acumulación del mismo en las vacuolas de 

los tejidos aéreos (McAinsh y Pittman, 2009). Precisamente, es en las células de tallo y 

hoja superiores adultas donde el Ca2+ se acumula en mayor cantidad dentro de las 

vacuolas, siendo estos depósitos los que la planta moviliza en función de sus necesidades 

fisiológicas o en situaciones de déficit de Ca2+. En raíz y hojas basales, por el contrario, 

la acumulación de Ca2+ suele ser bastante menor, y además la mayoría se encuentra 

formando parte de la pared celular, y no es intercambiable, lo que confiere al Ca2+ una 

baja movilidad en planta (Conn y Gilliham, 2010). Por esta razón, los síntomas se 

manifiestan principalmente en los tejidos en crecimiento donde los requerimientos de 

Ca2+ son mayores (hojas en crecimiento, flores, frutos y meristemos apicales).  

El Ca2+ es esencial para el crecimiento, la densidad y longitud de los pelos 

radiculares los cuales son necesarios para la absorción de nutrientes (Jaunin y Hofer, 

1988). Según Marschner (2011), el Ca2+ juega un papel muy importante en la 

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

integridad. Las sales de Ca2+ actúan como agentes reafirmantes, debido a que los iones de 

Ca2+ actúan sobre las cadenas de pectina para formar puentes entre éstas, aumentando la 

fuerza de la pared celular tanto en tomates como en otras frutas y hortalizas (Contreras-

Angulo et al., 2011). El Ca2+ es un importante componente de la pared celular y ayuda a 

mantener la firmeza de la fruta (Pérez y Quintero, 2015). Un síntoma clásico de 

deficiencia de Ca2+ en frutos de tomate es la podredumbre apical (BER, por sus siglas en 

inglés, de Blossom End-Rot) (Berthomieu et al., 2003; White y Broadley, 2003). Otros 
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síntomas manifiestos son retraso en el crecimiento de la planta, tejidos necróticos y 

clorosis foliar marginal, poca biomasa reproductiva y también puede ocurrir la muerte de 

la yema terminal (Kennelly et al., 2012; Robertson, 2013). La deficiencia de Ca2+ también 

modifica el proceso de fotosíntesis, disminuyendo la eficiencia de la carboxilación, y, por 

tanto, la capacidad fotosintética global, lo que provoca reducciones en la producción de 

biomasa en las plantas afectadas (Atkinson et al., 1989). El Ca2+ también desarrolla una 

función importante en la apertura y cierre de los estomas, no como un osmolito en las 

células guarda, pero sí en funciones de regulación de la apertura del estoma (Conn y 

Gilliham, 2010; Conn et al., 2011; Gilliham et al., 2011; Wang et al., 2011). La adición 

de Ca2+ reduce estos síntomas, ya que se refuerza el crecimiento de plantas mediante el 

aumento de longitud de la raíz y les ayuda a resistir o recuperarse del estrés (Wu et al., 

2012). Suplementos con Ca2+ también se utiliza para mejorar la fruta y puede ayudar a 

retrasar la senescencia inducida por etileno (Aghdam et al., 2012). También el Ca2+ se ha 

usado como enmienda cálcica para reducir los efectos negativos de la salinidad en las 

plantas, es decir, la aplicación al suelo de grandes cantidades de sulfato de Ca2+ con el fin 

de reemplazar los iones sodio del suelo por iones Ca2+ (Munns, 2005).  

 El Ca2+ se encuentra en el interior de la célula almacenado en orgánulos en su 

mayor parte o bien en el exterior de la célula (el apoplasto), mientras que en el citoplasma 

se encuentra en mínimas y rigurosamente mantenidas concentraciones (alrededor de 100-

200 nM en condiciones de reposo) (Robertson, 2013). Su alto grado de 

compartimentación es una necesidad para evitar su precipitación en el citoplasma con el 

fosfato inorgánico (White y Broadley, 2003), y la competencia por los sitios de unión con 

el Mg2+ citosólico (Marschner, 1995). La gran diferencia de concentraciones entre el 

citoplasma, por una parte, y el apoplasto y los compartimentos intracelulares, por la otra, 

probablemente son la razón del uso de las señales de Ca2+ como vínculo entre los 

estímulos extracelulares y las respuestas intracelulares (Maathuis, 2004). Por esto, el 

estudio de los canales iónicos permeables a Ca2+, los componentes primarios que permiten 

la entrada y la elevación del nivel de Ca2+ en el citoplasma, es una de las principales tareas 

para el entendimiento del funcionamiento de la maquinaria llamada “señalización por 

calcio” (Robertson, 2013).  
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5.1. Absorción y acumulación de Ca2+  

El Ca2+ penetra por el extremo de las raíces y se mueve por dos vías hacia los vasos del 

xilema, una vía simplástica o de célula a célula y una vía apoplástica (White et al., 2002; 

Cholewa y Peterson, 2004). Por la vía apoplástica ocurre principalmente el movimiento 

de Ca2+, siguiendo el flujo de agua causado por la transpiración (Epstein y Bloom, 2005; 

Song et al., 2008), ya que el apoplasto muestra muy poca resistencia eléctrica y permite 

el libre intercambio de la mayoría de los iones Ca2+ (Robertson, 2013). La Banda de 

Caspary de la endodermis, que contiene suberina, restringe el paso de solutos a través del 

apoplasto, y promueve el paso por la vía simplástica. Hay aún un gran desconocimiento 

sobre el transporte de Ca2+ vía simplasto, aunque recientemente se identificó un canal de 

resistencia al cadmio que facilita el movimiento radial de Ca2+ en las raíces (Song et al., 

2011). Se considera que en esta ruta los iones de Ca2+ entran al simplasto a través de 

canales permeables al Ca2+ de la membrana plasmática, siendo bombeados después a los 

tejidos de conducción por las Ca2+-ATPasas y los intercambiadores H+/Ca2+ (White y 

Broadley, 2003), siendo estos los transportadores de Ca2+ más importantes de las células 

vegetales, pero deben regularse cuidadosamente para evitar interferir con las vías de 

señalización. Según White et al. (2002), el transporte por la vía apoplástica puede ser 

suficiente para satisfacer la demanda de Ca2+ en la parte aérea.  

Dentro de la hoja, no todas las células tienen los mismos niveles de Ca2+. En los 

pastos, el Ca2+ se encuentra principalmente en la epidermis superior (Conn y Gilliham, 

2010). En las dicotiledóneas, los niveles de Ca2+ son bajos en ambas epidermis de las 

hojas, superior e inferior, pero son más altos en el mesófilo, una distribución que facilita 

el control de Ca2+ sobre la abertura de los estomas (Conn y Gilliham, 2010; Conn et al., 

2011). El Ca2+ se encuentran principalmente en el apoplasto, vacuola, y retículo 

endoplásmico (RE) y en menor medida en las mitocondrias, cloroplastos, y el núcleo 

(Stael et al., 2011). No obstante, son escasos los estudios sobre las concentraciones de 

Ca2+ libre presentes en estos compartimentos (Dietz et al., 1992; Fricke et al., 1995; 

Karley et al., 2000).  

En las células vegetales la vacuola central es el mayor depósito (más del 80% del 

volumen de la célula) de Ca2+ intracelular. Sin embargo, hay pocas evidencias directas de 

que la vacuola sea una fuente de Ca2+ para realizar la señalización (Hedrich y Marten, 

2011; Peiter, 2011; Stael et al., 2011). Se considera, que la mayor parte del Ca2+ vacuolar 
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se encuentra ligado por aniones orgánicos (oxalato, citrato, isocitrato, malato) formando, 

en muchos casos, complejos de baja solubilidad precipitados en forma de cristales 

(principalmente en forma de oxalato de Ca2+) (Stael et al., 2011). Las funciones primarias 

de estos complejos son la regulación de alta capacidad del Ca2+ vacuolar (tanto 

almacenamiento de Ca2+, como la precipitación de sus excedentes en una forma osmótica 

y fisiológicamente inerte), la defensa contra herbívoros, así como la detoxificación de 

Al 3+ y metales pesados (Franceschi y Nakata, 2005). En las plantas conocidas como 

“precipitadoras de oxalato” (White y Broadley, 2003), en los tejidos en crecimiento se 

encuentran células especializadas (idioblastos) que precipitan en sus vacuolas el Ca2+ del 

apoplasto en forma de oxalato, impidiendo así que éste interfiera sobre el crecimiento de 

las células inmaduras, las cuales tienen una capacidad reducida para secuestrar el Ca2+ 

debido a su pobre vacuolación (Franceschi y Nakata, 2005). Los idioblastos poseen una 

densa red de retículo endoplasmático (RE), cuya principal actividad parece ser el rápido 

secuestro del Ca2+ entrante al citoplasma y su transporte a la vacuola central para su 

precipitación (Kostman et al., 2003; Franceschi y Nakata, 2005). Estos datos pueden 

revelar las funciones en el mantenimiento de la homeostasis de Ca2+ de los dos mayores 

depósitos de Ca2+ celulares: el RE (como secuestrador de Ca2+) y la vacuola central (como 

su almacén). 

El RE es el segundo depósito intracelular de Ca2+ más importante en las células 

vegetales, después de la vacuola. Los meristemos, de importancia crítica para el 

crecimiento vegetal y la reproducción de las plantas, requieren altas cantidades de Ca2+ 

debido a la deposición en las nuevas paredes celulares y la biogénesis de orgánulos, pero 

no está claro cómo se mueve el Ca2+ desde las áreas con altas tasas de transpiración (hojas) 

a las regiones protegidas de los meristemos. Se ha sugerido un mecanismo alternativo 

para el transporte de Ca2+ a los meristemos a través del RE (Heinlein, 2002; Bayer et al., 

2004). En otros orgánulos, como mitocondrias, cloroplastos y núcleo, la concentración 

libre de Ca2+ en reposo determinada es menor que la estimada para la vacuola y RE, 

aunque presenta elevaciones en respuesta a diversos estímulos (Logan y Knight, 2003).  

 En general, los sistemas intracelulares de aislamiento de Ca2+ realizan cuatro 

importantes tareas, necesarias para el funcionamiento normal de las células vivas 

(Sanders et al., 2002): (1) Mantienen el Ca2+ citoplásmico al nivel de reposo y ayudan de 

esta forma a la extinción de señales de Ca2+; (2) acumulan el Ca2+ en compartimentos 

tales como el RE y la vacuola para liberarlo de forma regulada durante el proceso de 
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señalización; (3) suplementan Ca2+ a orgánulos específicos que requieren un alto nivel de 

Ca2+ para el curso normal de sus reacciones bioquímicas, estas condiciones son necesarias 

para el procesamiento adecuado de las proteínas que van a ser secretadas desde el RE 

(Rudolph et al., 1989; Gill et al., 1996); y (4) aíslan el Ca2+, evitando así su precipitación 

con el fosfato inorgánico (Pi) en complejos de baja solubilidad (Sanders et al., 1999).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Sistemas de transporte de Ca2+ en las células de Arabidopsis thaliana. Las vías de flujo del 
catión Ca2+ que han sido identificadas a nivel molecular son: Canales activados por nucleótidos cíclicos 
(CNGCs), Receptores de Glutamato (GLRs), Canales de dos poros 1 (TPC1), Receptor sensor de Ca2+ 
(CAS), ATPasa autoinhibida por Ca2+ (Florido Bacallao y Bao Fundora), ATPasa de calcio tipo RE (ECA), 
ATPasa de metales pesados 1 (HMA1), y el intercambiador catiónico H+/Ca2+ (CAX). (Modificado de 
Kudla et al., 2010).  

Aunque los almacenes internos de Ca2+ y el medio extracelular contienen 

concentraciones milimolares de Ca2+, la concentración nanomolar de Ca2+ libre en el 

citosol se mantiene por la actividad de bombas, transportadores y canales de Ca2+ 

localizados en la membrana plasmática y en las membranas de los orgánulos celulares 

(Gilroy et al., 1993; Yang y Poovaiah, 2003). El Ca2+ entra en el citoplasma mediante 

canales iónicos (GLRs, CNGCs, anexinas y TPC) permeables a Ca2+ en la membrana 

plasmática, y dado que la concentración de Ca2+ citoplásmico es citotóxica, el nivel 

nanomolar del mismo en células en reposo se mantiene por la actividad de Ca2+-ATPasas 
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o bombas de Ca2+ (ACA y ECA) y antiportadores H+/Ca2+ (CAX, CCX y CHX); estas 

enzimas trasportan el Ca2+ citoplásmico ya sea al apoplasto (espacio extracelular) o al 

lumen de orgánulos intracelulares (como la vacuola o el retículo endoplásmico) (White y 

Broadley, 2003) (Figura 7). Para el transporte de Ca2+ en dirección opuesta a su 

gradiente, los CAX utilizan el gradiente de pH a través de la membrana, generado y 

mantenido por la actividad de la pirofosfatasa (PPiasa) y las bombas de protones (H+-

ATPasas), mientras que las Ca2+-ATPasas para este fin utilizan la energía del ATP. Dos 

Ca2+-ATPasas vacuolares, ACA4 y ACA11, se ha demostrado experimentalmente que son 

importantes para eliminar el exceso de Ca2+ del citoplasma (Boursiac et al., 2010).   

5.2. Interacción CBLs - CIPKs 

La entrada rápida de Ca2+ a través de canales catiónicos en la membrana plasmática, 

tonoplasto y/o retículo endoplasmático genera perturbaciones en el nivel de Ca2+ del 

citoplasma, iniciándose las cascadas de señalización. Los aumentos transitorios de Ca2+ 

son percibidos por proteínas efectoras reguladas por Ca2+ (CaBPs: Calcium-binding 

proteins), de las que existen tres tipos principales: calmodulinas (CaMs), proteínas tipo 

calcineurina B (CBLs; del inglés Calcineurin B-Like protein) y proteína quinasas 

dependientes de Ca2+ (CDPKs: del inglés Calcium-Dependent Protein Kinases) (White y 

Broadley, 2003; Cheong et al., 2007; Huang et al., 2011). Las CaBPs, que funcionan 

como sensores de las señales de Ca2+, han evolucionado para mantener los niveles de 

Ca2+citosólico a nivel basal y para acoplar estos cambios a una amplia variedad de 

respuestas fisiológicas. Estas proteínas se encuentran saturadas con Ca2+ durante el estado 

activo de la célula. Aunque son funcionalmente diversas, la mayoría de las CaBPs unen 

Ca2+ a estructuras plegadas como: las anexinas, el motivo EF-hand y el dominio C2 

(Julenius et al., 2002; Gerke et al., 2005; Morgan et al., 2006; Laohavisit et al., 2012). 

Las CBLs (Calcineurin B-Like protein) muestran similitud con la subunidad 

reguladora B de la calcineurina y con los sensores neuronales de Ca2+ (Liu y Zhu, 1998; 

Kudla et al., 1999). Estas proteínas se caracterizan por la presencia de 4 módulos 

formados por un dominio hélice-bucle-hélice de unión a Ca2+ llamado “EF-hand” (Guo 

et al., 2001; Luan et al., 2002). Tras el descubrimiento inicial de Arabidopsis, muchas 

CBLs fueron identificados a partir de diversas especies de plantas como el arroz, maíz, 

guisante, pópulos y tomate (Kolukisaoglu et al., 2004; Wang et al., 2007; de la Torre et 

al., 2013; Tang et al., 2014). Por lo tanto, se cree que las proteínas CBLs están presentes 
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en todo el reino vegetal. En el genoma de Arabidopsis existen 10 proteínas CBL distintas, 

que actúan como sensores de Ca2+ para la activación de 25 kinasas con las que interactúan 

(llamadas CIPKs, del inglés CBL-Interacting Protein Kinases) (Guo et al., 2001; Sanders 

et al., 2002; Hrabak et al., 2003). Amplios estudios con mutantes de Arabidopsis han 

demostrado que los complejos CBL-CIPK están involucrados en la mediación de señales 

de Ca2+ provocadas por diversos estímulos tales como frío, ABA, salinidad, estrés 

osmótico, baja concentración de K+ y pH alto (Kim, 2013). Por lo tanto, diferentes 

combinaciones del complejo CBL-CIPK pueden generar temporal y espacialmente 

diferentes señales específicas de Ca2+ (Guo et al., 2001), aunque también se ha sugerido 

que una proteína CBL puede interactuar directamente con una proteína diana, de una 

manera independiente a CIPK, regulando negativamente su actividad (Ren et al., 2013). 

Además de la activación de la actividad quinasa CIPK, las proteínas CBLs también 

determinan la localización de los complejos CBL-CIPK en las células (membrana 

plasmática, núcleo, membrana vacuolar, retículo endoplasmático, citoplasma, etc.) y por 

lo tanto contribuyen a la generación de especificidad espacial en reconocimiento del 

objetivo (D'Angelo et al., 2006; Cheong et al., 2007; Batistič et al., 2010; Tang et al., 

2014). En condiciones normales, las CIPKs se encuentran autoinhibidas mediante la 

interacción del dominio aminoterminal catalítico con el carboxiterminal regulador. Las 

CBLs activadas por Ca2+ se unen al dominio FISL de las CIPKs, situado entre los 

dominios catalítico y regulador, liberando a la kinasa de su autoinhibición y permitiéndole 

activar a proteínas diana por fosforilación (Albrecht et al., 2001; Guo et al., 2001).  

La sobreexpresión de diferentes CBLs o CIPKs ha dado lugar a una mayor 

tolerancia a la sal en diferentes variedades de especies de plantas, mediante el aumento 

de la tasa de germinación, aumentó de la supervivencia de las plántulas y producción de 

biomasa, aunque los mecanismos de tolerancia aún se desconocen o no se entienden con 

exactitud (Xiang et al., 2007; Sun et al., 2008; Tripathi et al., 2009; Cheong et al., 2010; 

Wang et al., 2012; Deng et al., 2013; He et al., 2013; Li et al., 2013; Roy et al., 2013). 

El primer módulo funcional CBL-CIPK implicado en la mediación de la señal del estrés 

por sal inducida por Ca2+ y que da lugar a un aumento de la tolerancia a la salinidad fue 

identificado con mutantes SOS de Arabidopsis. Este módulo funcional está formado por 

CBL4 (SOS3) y CIPK24 (SOS2), el cual fosforila y activa aguas abajo una proteína 

antiporter Na+/H+, SOS1, cuya función es eliminar el exceso de Na+ de la célula vegetal, 

confiriendo así tolerancia a la salinidad (Quintero et al., 2002) (Figura 6 y 8). 
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Recientemente, se ha planteado la posibilidad de que sea CBL10, un homologo a SOS3 

(CBL4) el encargado de activar SOS1 en la parte aérea de las plantas. CBL10, a diferencia 

de SOS3, específico de raíces, se expresa predominantemente en la parte aérea y parece 

estar también implicado en la tolerancia a la sal regulando la acumulación de Na+ en la 

parte aérea, a través de la formación del complejo CBL10-SOS2 (Kim et al., 2007; Quan 

et al., 2007). Los módulos funcionales formados por CBL1-CIPK1 y CBL9-CIPK1, 

también se ha visto que participan en la respuesta al estrés osmótico que se produce en 

condiciones de salinidad y sequía, sin embargo mientras que el módulo funcional CBL9-

CIPK1 es dependiente de ABA, es decir está implicado en la señalización de estrés por 

ABA, CBL1-CIPK1 actúa de forma independiente al ABA. CBL1 también puede formar 

complejo funcional con CIPK24 (SOS2), CIPK25 y CIPK26 para regular la homeostasis 

de Na+/K+ en P. euphratica en respuesta al estrés salino. En estudios recientes, se ha 

sugerido que AtCBL1 y PeCBL1 (P. euphratica) pueden influir negativamente en el flujo 

de salida de Na+ de la célula en condiciones salinas, aunque estos mecanismos aún no 

están muy claros (Zhang et al., 2013). Aunque los mecanismos aún no son bien 

conocidos, se ha demostrado que AtCBL9, AtCIPK16, TaCIPK14, TaCIPK29 (T. 

aestivum) y ZmCIPK21 (Z. mays) están implicados en el transporte de Na+, metabolismo 

de ROS, homeostasis de K+, ABA y sensibilidad a la sal de las plantas (Pandey et al., 

2008; Deng et al., 2013; Roy et al., 2013; Chen et al., 2014).  

La actividad de los trasportadores de K+, y por tanto el flujo de K+ a través de la 

membrana plasmática, tonoplasto, etc., también está regulada por proteínas del tipo CBL 

y CIPK (Li et al., 2006; Cheong et al., 2007; Nieves-Cordones et al., 2012). Al parecer, 

AtCIPK23 interactúa con AtCBL1 o AtCBL9 siendo capaz de fosforilar AKT1 resultando 

en la entrada de K+ dentro las células (Li et al., 2006; Xu et al., 2006; Cheong et al., 2007; 

Lee et al., 2007). AtCIPK6 y AtCIPK16 son otras CIPKs que parecen estar involucrados 

en la regulación de AKT1, aunque su capacidad de interactuar con AKT1 todavía no se 

ha investigado a fondo (Lee et al., 2007) (Figura 8). AKT1 se expresa sobre todo en los 

tejidos de la raíz, participando en la entrada de K+ por la raíz, aunque a bajos niveles 

también se han observado su expresión en las hojas, particularmente en las células guarda 

de los estomas e hidátodos (Lagarde et al., 1996; Lacombe et al., 2000; Szyroki et al., 

2001; Pilot et al., 2003). AtCIPK23, AtCBL1 y AtCBL9 también se expresan en los tejidos 

aéreos, en las células guarda y en los tejidos vasculares (Cheong et al., 2007) y, por tanto, 

puede estar implicados en la regulación de la actividad de AKT1 en el tejido aéreo, 
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regulando la turgencia de las células guarda, la redistribución de K+ y la repolarización 

de la membrana (Schroeder et al., 1994; Dennison et al., 2001; Szyroki et al., 2001; Pilot 

et al., 2003; Xu et al., 2006; Cheong et al., 2007; Nieves-Cordones et al., 2012). También 

se ha demostrado que AtCBL1, AtCBL9 y AtCIPK23 regulan la actividad de 

transportadores de aniones SLAC1 y SLAH3 en las células guarda (Maierhofer et al., 

2014), lo que sugiere múltiples papeles para éstos CBLs y CIPK en el mismo tipo de 

célula. En condiciones de sequía, AtCBL1, AtCBL9 y AtCIPK23 pueden estar 

involucrados en la regulación de los movimientos de los estomas, el aumento de la 

sensibilidad de las células guarda por ABA y la regulación de la entrada de K+ en las 

células guarda (Albrecht et al., 2003; Xu et al., 2006; Cheong et al., 2007). Por otro lado, 

la interacción del complejo AtCBL4-CIPK6 parece ser necesaria para activar AKT2, y 

por tanto favorecer el flujo de salina de K+ al exterior de las células (Held et al., 2011) 

(Figura 8). Como AtCBL2, AtCBL3 y AtCIPK9 se expresan en la células epidérmicas en 

la raíz, y la alteración en los niveles de expresión de estos genes afecta al contenido de 

K+ en la planta, es probable que puedan desempeñar un papel importante en la regulación, 

trasporte y traslocación de K+ en la plantas (Liu et al., 2013).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Modelo de interacción entre CBL-CIPK y sus funciones en la regulación de la homeostasis 
de Na+, K+ y Ca2+. “P” representa la interacción CBL-CIPK que da lugar a la fosforilación destino. SOS1, 
antiporte de membrana plasmática de Na+:H+; AKT1, canal de entrada de K+; AKT2, canal de salida de K+; 
CBL, proteínas sensoras de Ca2+ tipo Calcineurina B; CAX1, antiporte H+/Ca2+. CBL?, Proteína? y CAX? 
indican donde se sabe que tiene lugar una interacción, pero se desconoce la identidad de la proteína que 
está interactuando (Modificado de Thoday et al., 2015).  

 



I. Introducción 

 

46 

 

Uno de los últimos miembros de la familia CBL identificados ha sido 

SCaBP8/CBL10. CBL10 fué inicialmente descubiero en Arabidopsis en el año 2007. 

Recientemente se ha descrito que CBL10, una proteína similar a SOS3, interactúa y regula 

positivamente a SOS2 afectando la homeostasis iónica y la tolerancia a la sal (Kim et al., 

2007; Quan et al., 2007). Una de las dianas del complejo CBL10-SOS2 podría ser SOS1 

en células de la parte aérea (Quan et al., 2007), aunque también se ha propuesto un papel 

en la compartimentación intracelular de Na+ (Kim et al., 2007), lo que demuestra que 

CBL10 está involucrando en la regulación de la homeostasis de iones protegiendo la parte 

aérea del estrés salino. Según Kim et al. (2007), la proteína CBL10 interaccionaría 

físicamente con SOS2, formando un complejo que se asociaría con los compartimentos 

vacuolares responsables del almacenamiento de sales y detoxificación de las células 

vegetales, como proceso esencial en el mecanismo de tolerancia predominante en los 

tejidos de la parte aérea. Se sabe que SOS2 regula indirectamente otros transportadores 

implicados en la compartimentación vacuolar de iones en condiciones de estrés salino, 

como la H+- ATPasa vacuolar, y los antiportadores Na+/H+, NHX1, y Ca2+/H+, CAX1 

(Cheng et al., 2004; Qiu et al., 2004; Batelli et al., 2007; Lin et al., 2009), por lo que 

sugiere que CBL10 podría regular directa o indirectamente (interactuando con SOS2) 

alguno de los canales o transportadores iónicos del tonoplasto y, por tanto, jugar un papel 

importante en la tolerancia a diferentes estreses abióticos (Kim et al., 2007; Quan et al., 

2007). Singh et al. (2014) sugieren que la interacción CBL10-SOS2 podría 

correlacionarse con el mayor contenido de Ca2+ en semillas de mijo, mediante la 

activación de la proteína CAX. En otro caso, se ha descrito que CBL10 interactua con 

AKT1, regulándolo negativamente y, por tanto, reduciendo la actividad en la captación 

de K+ de dicho canal (Ren et al., 2013). Se ha planteado la hipótesis de que la reducción 

de la actividad en el canal AKT1 fuera como resultado de una disminución de la 

interacción entre CIPK23 y AKT1. Por lo tanto CBL10 podría inhibir AKT1 por un 

mecanismo dual, disminuyendo la actividad del canal AKT1 en la membrana plasmática 

e inhibiendo la interacción entre la quinasa y el canal (Ren et al., 2013). Tras el 

descubrimiento inicial de CBL10 en Arabidopsis, genes ortólogos se han identificado en 

tomate y populus (de la Torre et al., 2013; Tang et al., 2014). Mientras que en populus la 

función atribuida estaba relacionada con la regulación de la homeostasis de Na+ para 

proteger el ápice del estrés salino (Tang et al., 2014), en tomate se ha demostrado que una 

de las funciones de CBL10 es su participación en la respuesta a patógenos, jugando un 

papel clave en la vía de señalización de ROS (de la Torre et al., 2013). Cualquiera que 



I. Introducción 

 

47 

 

sea el mecanismo, parece muy probable que también en tomate deba existir un homólogo 

funcional de CBL10 que, o bien por si solo o interactuando con SOS2, ayude a proteger 

la parte aérea en respuesta al estrés salino. 

5.3. Antiportadores H+/Ca2+.  

La extracción del Ca2+ desde el citosol contra su gradiente electroquímico ya sea al 

apoplasto o a orgánulos intracelulares requiere energía, es decir, transporte activo. Éste 

se cataliza por Ca2+-ATPasas y antiportadores H+/Ca2+ (Schönknecht, 2013) (Figura 7). 

La importancia relativa de las Ca2+-ATPasas y los antiportadores H+/Ca2+ está siendo 

ampliamente estudiada en la actualidad, debido a la importancia del Ca2+ en las plantas. 

Las Ca2+-ATPasas son enzimas que realizan el trasporte activo de Ca2+, es decir, necesitan 

consumir ATP para realizar el trasporte de Ca2+. Tienen alta afinidad pero baja capacidad 

de transportar Ca2+ (Bose et al., 2011; Huda et al., 2013) y están involucradas en todas 

las etapas del ciclo de vida de la planta, incluyendo el crecimiento, el desarrollo, la 

inmunología y las respuestas a cambios ambientales (George et al., 2008; Nemchinov et 

al., 2008; Boursiac et al., 2010; Zhu et al., 2010; Shabala et al., 2011; Wang et al., 2011; 

dit Frey et al., 2012). Los antiportadores H+/Ca2+ (CAXs) tienen una menor afinidad por 

el Ca2+, pero alta capacidad de transportarlo, por lo que podrían extraer gran cantidad de 

Ca2+ del citosol durante la señalización por Ca2+ y, por tanto, modular las perturbaciones 

del Ca2+ citoplásmico (Bose et al., 2011; Huda et al., 2013). 

Los transportadores CAX (del inglés CAtion eXchanger) son antiportadores 

H+/Ca2+ vacuolares que utilizan la fuerza protón-motriz generada por la H+-ATPasa para 

transportar Ca2+ en contra de gradiente (Sanders et al., 1999; Pottosin y Schönknecht, 

2007; McAinsh y Pittman, 2009) (Figura 7). La actividad de los intercambiadores 

H+/Ca2+ ha sido demostrada en vesículas de tonoplasto de diferentes especies, por lo que 

se estima su amplia distribución en el reino vegetal (Blumwald y Poole, 1986; Blackford 

et al., 1990; Chanson, 1991; Hirschi et al., 1996; Ueoka‐Nakanishi et al., 2000). En el 

genoma de Arabidopsis existen 12 posibles transportadores CAX (CAX1-11 y MHX), 

habiéndose aislado algunos de ellos por su capacidad para suprimir el fenotipo de 

hipersensibilidad a Ca2+ de un mutante de levadura pmc1 vcx1 cnb1, carente de los 

sistemas endógenos de transporte de Ca2+ e incapaz de compartimentar este catión en la 

vacuola (Hirschi et al., 1996; Mäser et al., 2001). El primer antiportador H+/Ca2+ de 

plantas clonado y expresado funcionalmente fue AtCAX1 (Hirschi et al., 1996). CAX1 
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exhibe baja afinidad por el Ca2+, pero elevada capacidad de trasporte y está implicado en 

el secuestro de Ca2+ en la vacuola (Cheng et al., 2003). La kinasa SOS2 es capaz de 

activar a CAX1 (Qiu et al., 2004), suprimiendo su fenotipo de hipersensibilidad a Ca2+. 

Plantas transgénicas del mutante cax1 de Arabidopsis sobreexpresando CAX1 mostraron 

cierta halosensibilidad, sugiriendo un incremento descontrolado de la compartimentación 

del Ca2+ citosólico en la vacuola debida a la desregulación de CAX1. Asimismo se 

propone que el aumento en el nivel de Ca2+ en la parte aérea de estas plantas transgénicas 

es el resultado de la hiperactividad de CAX1, causando una mayor acumulación de Ca2+ 

dentro de la vacuola. Si el Ca2+ es acumulado en las vacuolas en un ritmo más rápido de 

lo normal (como ocurre en la sobreexpresión de CAX1), no se pueden alcanzar los niveles 

de Ca2+ citosólico necesarios para activar las vías de tolerancia a la salinidad, mostrando 

sensibilidad al estrés salino. Los mutantes que sobrexpresan CAX1 también mostraron 

anomalías en el desarrollo, reducción en la longitud de la raíz y retraso en la floración 

(Cheng et al., 2003). Conn et al. (2011) encontraron que la capacidad de almacenar Ca2+ 

en las células del mesófilo se redujo en plantas que carecían de expresión de CAX1, 

resultando en un aumento del Ca2+ apoplástico, cambios en la fisiología de la hoja, 

reducción en la apertura estomática y menor tasa de asimilación de CO2.  

El tomate es especialmente sensible al BER causado por la deficiencia de Ca2+. 

Sorprendentemente, la sobreexpresión de CAX1 en tomate dio lugar a un 100% de BER 

en los frutos de tomate en desarrollo, lo que puede ser debido a la reducción del Ca2+ libre 

en el apoplasto, donde es probable que ayude a estabilizar la estructura de la membrana 

(De Freitas et al., 2011). CAX2 es altamente afín y altamente específico en su capacidad 

antiportadora H+/[catión de metal pesado]. CAX3 es un 77% idéntico a CAX1, pero 

aparentemente no transporta al Ca2+ tan eficientemente como CAX1, aunque ha sido 

propuesto para desempeñar un papel similar a CAX1 en la homeostasis de Ca2+, ya que la 

expresión de CAX1 y CAX3 aumenta al suministrar cantidades elevadas de Ca2+ a las 

plantas (Zhao et al., 2008). Respecto a CAX4, en Arabidopsis se demostró que su 

expresión se limita únicamente a la raíz, necesitándose para el crecimiento normal de las 

raíces (Mei et al., 2009). Además de la regulación de la homeostasis de Ca2+, varios 

estudios han determinado que la función de la familia de los genes CAX es fundamental 

para la adaptación de las plantas al estrés salino (Hirschi, 1999; Cheng et al., 2004; Zhao 

et al., 2008; Lee et al., 2013). 
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6. Regulación de la transpiración mediante apertura y cierre estomático 

Para que las plantas se desarrollen de forma eficiente deben mantener un equilibrio en el 

intercambio gaseoso entre el interior y el exterior de la hoja con el objetivo de maximizar 

la captación de CO2 para su fijación durante la fotosíntesis y minimizar la pérdida de agua 

por transpiración. Los estomas son estructuras vegetales situadas en la epidermis foliar 

rodeados de cutícula y compuestos por dos células guardas cuyos cambios de volumen 

permiten una mayor o menor apertura de un poro, el poro estomático. Estas estructuras 

que actúan como "guardianes" responsables del intercambio gaseoso entre la planta y el 

entorno atmosférico que la rodea deben adaptarse de la manera más precisa y fina posible 

a los estímulos medioambientales con el fin de regular la absorción de CO2 y la pérdida 

de H2O en diferentes situaciones (Casson y Gray, 2008). El número y la distribución de 

los estomas y el crecimiento y la división de las células guarda también afecta al 

intercambio gaseoso, estando estrechamente relacionado con las diferentes capacidades 

de respuesta de las especies vegetales a condiciones ambientales cambiantes.  

La regulación de la apertura estomática se realiza mediante el transporte de iones y 

agua a través de las membranas plasmática y vacuolar, produciendo cambios en el turgor 

y en el volumen de las células guarda y dichos cambios provocan el mayor o menor grado 

de apertura del poro estomático (Raven, 2014). Representan la primera línea de defensa 

de la planta frente al estrés hídrico y salino, y son varios los factores que juegan un papel 

importante en la regulación del movimiento estomático de apertura y cierre, destacando 

la incidencia e intensidad de la luz, la concentración de CO2, los niveles de hormonas 

vegetales, especialmente el ácido abscísico (ABA), la disponibilidad de agua (Araújo et 

al., 2011), la entrada y salida de K+ , Cl- y malato (MacRobbie, 1998; Hedrich et al., 2001) 

y las oscilaciones de Ca2+ citosólico (Gilliham et al., 2011). Mientras el Ca2+ activa a los 

canales de entrada de aniones, los canales de entrada/salida de K+ se activan por la 

acidificación/alcalinización del pH e hiperpolarización/despolarización de la membrana. 

El control de la apertura y cierre estomáticos es muy importante para controlar las 

relaciones hídricas de la planta así como la fijación de CO2 (MacRobbie, 1998; Hedrich 

et al., 2001).  

Tanto la sequía como la salinidad provocan la activación de la biosíntesis de ABA, 

hormona vegetal que tiene un papel principal en la regulación del cierre estomático y por 

tanto en la reducción de la pérdida de agua mediante la transpiración en las plantas (Luan 
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et al., 2002; Chater et al., 2014). Otras hormonas como auxinas, citoquininas y 

jasmonatos también influyen en la función estomática (Kim y Wang, 2010; Pillitteri y 

Torii, 2012). Cuando las células oclusivas perciben niveles altos de ABA, reducen su 

turgor y volumen mediante la salida de aniones y de iones K+, así como a través de la 

conversión gluconeogénica de malato en almidón, produciendo el cierre estomático 

(MacRobbie, 1998; Guo et al., 2008) (Figura 10). El ABA conduce a un aumento del 

Ca2+ citosólico y eleva la sensibilidad hacia el mismo (Siegel et al., 2009). Como se ha 

mencionado anteriormente, las proteínas CBL actúan como sensores de Ca2+ y cumplen 

funciones muy importantes en diversos procesos dependientes del mismo (Kolukisaoglu 

et al., 2004; Pandey et al., 2004; Hwang et al., 2005; Cheong et al., 2007). Estos sensores 

se unen a diversas CIPKs (Kim et al., 2000; Albrecht et al., 2001; Hrabak et al., 2003) 

para regular diversas rutas metabólicas. Así, se ha identificado a CIPK23 como un 

componente mayoritario en la regulación de la tolerancia a sequía en Arabidopsis 

mediada por ABA (Cheong et al., 2007). Esta quinasa cumple su función mediante la 

interacción con los sensores de Ca2+ CBL1 y CBL9, los cuales parecen ser los encargados 

de su regulación. También se ha visto, en puntos anteriores, que los complejos 

CBL1/CBL9‐CIPK23 tienen relación con la absorción de K+ en la raíz, regulando el canal 

de K+ AKT1 (Li  et al., 2006; Xu et al., 2006), al igual que CBL10 que parece que compite 

con CIPK23 por la unión a AKT1, regulando negativamente su actividad (Ren et al., 

2013). Teniendo todo esto en cuenta, se podría sugerir que esta ruta CBL1/CBL9‐CIPK23 

regula la respuesta estomática tanto a sequía como a salinidad, aunque no se puede 

descartar que otros CBLs intervenga en la apertura/cierre estomático, bien regulando 

AKT1 o algún antiportador H+/Ca2+ (Figura 9). 
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Figura 9. La ruta CBL ‐ CIPK regula los movimientos estomáticos, controlando el flujo de K+ y Ca2+ 
de las células guarda. El ABA (con el estrés hídrico como factor desencadenante) produce especies 
reactivas de oxígeno (ROS), dando lugar a fluctuaciones en los niveles de Ca2+. Este Ca2+ se une a CBL 
1/9, interaccionando con CIPK23 y activando al canal AKT1 (y posiblemente a otros canales “?”) 
relacionados con la absorción de K+ y la regulación del turgor de las células. Otras CIPKs podrían estar 
también relacionadas con la regulación de AKT1. Otras CBLs podrían regular los antiportadores H+/Ca2+, 
bien directamente o interactuando con la CIPK24 (SOS2), regulando la concentración de Ca2+ citosólico de 
las células oclusivas y modulando la respuesta estomática. La otra rama de la señalización por Ca2+ en las 
células oclusivas de la figura está relacionada con las CDPKs, las cuales activan canales aniónicos, 
inhibiendo la apertura estomática (Modificado de Cheong et al., 2007). 

Tanto el aumento de Ca2+ citosólico como el aumento de sensibilidad hacia el 

mismo activan dos canales de aniones distintos: los canales de tipo S (de activación lenta: 

slow-activating) y de tipo R (de activación rápida: rapid‐transient) (Schroeder y 

Hagiwara, 1989; Hedrich et al., 1990; Schroeder y Keller, 1992). La activación de estos 

canales en la membrana plasmática de las células oclusivas ha sido señalada como un 

paso crítico en el mecanismo de cierre estomático (Schmidt et al., 1995; Grabov et al., 

1997; Pei et al., 1997). La salida de aniones mediante los canales aniónicos causa una 

despolarización de la membrana, lo que conduce a una salida de K+ de las células 

oclusivas a través de los canales GORK de salida de K+ (Schroeder et al., 1984; Schroeder 

et al., 1987; Thiel et al., 1992; Hosy et al., 2003). De todos los solutos liberados de las 

células oclusivas, más del 90% proceden de las vacuolas (MacRobbie, 1998), siendo los 
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canales vacuolares activados por Ca2+ citosólico (Yadav et al., 1996) parte importante en 

la salida de K+ de la vacuola (Ward y Schroeder, 1994; Gobert et al., 2007) (Figura 10). 

La apertura estomática requiere la activación de las ATPasas de H+ en la membrana 

plasmática de las células oclusivas. La hiperpolarización de la membrana producida por 

las ATPasas de H+ induce la absorción de K+ a través de los canales de entrada de K+ 

(Kwak et al., 2001; Lebaudy et al., 2007; Wu et al., 2012). Así, la entrada de K+, Cl‐, 

NO3
-, y la producción de malato a partir de almidón osmóticamente inactivo aumenta el 

turgor y el volumen de la célula oclusiva por la entrada de agua e induce la apertura 

estomática. En estas células, el K+ se acumula en las vacuolas mediante la actividad 

antiportadora H+/K+, mientras que los aniones se transportan hacia las vacuolas a través 

tanto de canales aniónicos de baja afinidad como de mecanismos intercambiadores 

H+/anión (Hafke et al., 2003; De Angeli et al., 2006; Kovermann et al., 2007). El ABA 

inhibe la apertura estomática a través de la reducción de la actividad de los canales de K+ 

y de las ATPasas de H+ (Schroeder y Hagiwara, 1989; Kinoshita et al., 1995) (Figura 

10).  

Las oscilaciones de la señal de Ca2+ citosólico pueden determinar la eficacia con la 

que se induce la apertura y cierre estomático (Cosgrove y Hedrich, 1991; Desikan et al., 

2002; Covington y Harmer, 2007). En las células guarda, las oscilaciones de Ca²+ regulan 

la apertura de los estomas. Se ha demostrado experimentalmente que el cierre estomático 

no solo depende de la frecuencia y la amplitud de las oscilaciones de Ca2+, sino también 

en gran medida de la duración y el número de picos de Ca2+ (White, 2000; Allen et al., 

2001). En particular, la larga duración del cierre estomático depende de la cantidad de 

picos de Ca2+ (Li  et al., 2004; Yang et al., 2004). En general, se acepta que un rápido 

incremento en la concentración de Ca2+ en el citosol está mediado por los canales de Ca2+ 

que se encuentran en la membrana plasmática y las endomembranas, como la membrana 

vacuolar y las membranas del retículo endoplasmático (Miles et al., 2004; Cvetkovska et 

al., 2005). Las mediciones de Ca2+ con tintes indicadores han mostrado que el ABA puede 

provocar una elevación de la concentración de Ca2+ citosólico de las células guarda. Una 

característica adicional del ABA en los canales de Ca2+ es que puede activarse y 

desactivarse varias veces dentro de la célula, dando lugar a elevaciones transitorias de la 

concentración de Ca2+ citosólico.   
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Figura 10. Regulación de los canales, bombas y transportadores iónicos localizados en las células 
guarda durante la apertura y cierre de los estomas. Durante el cierre de los estomas (Izda.), se produce 
una elevada biosíntesis de ABA que activa el flujo de salida de Ca2+ desde los almacenes internos y de 
entrada de Ca2+ desde el apoplasto, produciéndose una elevada concentración de Ca2+ citosólico. Como 
consecuencia se inhibe la bomba H+-ATPasas (membrana despolarizada) y se produce la activación de los 
canales de aniones tipo S y tipo R que conducen a la salida de Cl-, malato2- y NO3

-. También se produce la 
activación del canal de GORK, que conduce a la salida de K+ y, en consecuencia, el cierre de los estomas. 
Durante la apertura de los estomas (dcha.), se inhibe la biosíntesis de ABA en las células guarda y las 
bombas Ca2+-ATPasas y antiportador Ca2+/H+ mantienen bajo el Ca2+ citosólico (acumulándolo en vacuola 
o extrayéndolo al apoplasto). Como consecuencia se activa la bomba H+-ATPasas e hiperpolarizada la 
membrana de las células guarda, lo que conduce a la activación de las canales de entrada de K+ (KAT1, 
KAT2 y AKT1). Al mismo tiempo, especies aniónicos tales como malato2- (procedente de la 
descomposición del almidón) y el transporte de iones NO3

- y Cl- contribuyen a la acumulación de solutos 
intracelulares. Los iones suministrados a las células guarda, junto con el agua suministrada por las 
acuaporinas generan la turgencia necesaria para mantener los estomas abiertos. 

Las señales que determinan las concentraciones de Ca2+ incluyen principalmente 

los canales de iones permeable al Ca2+, intercambiadores H+/Ca2+ y las Ca2+-ATPasas, 

además de regular la eficiencia del uso del agua de las plantas a través de la participación 

del ABA en la apertura y cierre estomático (Shao et al., 2008). En un estudio realizado 

por Conn et al. (2011), observaron que las plantas mutantes que tenían anulada la 
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expresión de CAX1 y CAX3 presentaban una reducida capacidad de almacenar Ca2+ en el 

mesófilo de la hoja, mostrando a su vez reducción en la pared celular, alteraciones en el 

crecimiento de la hoja, menor apertura estomática y baja traspiración y tasa de asimilación 

de CO2; estas alteraciones fenotípicas pueden ser debidas a la alteración en el Ca2+ libre 

del apoplasto, mostrando tres veces más Ca2+ en el apoplasto que las plantas que expresan 

CAX1 y CAX3. En otro estudio realizado recientemente, Cho et al. (2012) demostraron 

que los mutantes nulos de CAX1 y CAX3 tenían un pH apoplástico más alto que las plantas 

sin trasformar, perturbando a otros intercambiadores vacuolares y, por tanto, afectando a 

la regulación estomática, por lo que el mantenimiento de un correcto pH apoplástico juega 

un papel crucial en todos los procesos celulares (Cho et al., 2012). 

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

salinidad 

A pesar de los grandes esfuerzos para mejorar el grado de tolerancia a estrés abiótico en 

especies de interés agronómico, los resultados obtenidos a través de métodos 

convencionales de mejora han sido más bien escasos (Schwarz et al., 2010; Pandey et al., 

2011; Peleg et al., 2011). La situación actual aconseja reconsiderar lo que sabemos 

realmente sobre las bases genéticas de los mecanismos de adaptación que inducen 

tolerancia a la salinidad y la sequía, y plantearse la pregunta de cuál sería el material 

vegetal más adecuado para realizar la disección genética de estos caracteres complejos. 

Por tanto, sería de gran interés aprovechar la variación genética existente en las especies 

silvestres relacionadas. Tras la revisión de los mecanismos de tolerancia en diferentes 

halófitas (Flowers y Colmer, 2008; Shabala, 2013), se ha propuesto que la investigación 

futura se centre en un número limitado de halófitas "modelo" que son representativas de 

los diferentes mecanismos involucrados en la tolerancia, lo que ayudaría a desvelar 

algunos de los mecanismos de adaptación fisiológica que conduce a la tolerancia al estrés 

abiótico y la base genética de esos mecanismos en plantas tolerantes. 

El tomate se considera como moderadamente tolerante a la sal (Cuartero et al., 

2006), pero su nivel de tolerancia no es suficiente para mantener el rendimiento en las 

zonas afectadas por procesos de salinización secundaria y, además, no muestran un nivel 

notable de tolerancia al estrés por déficit de agua. Por el contrario, hay accesiones de 

especies silvestres relacionadas con tomate, tanto de frutos rojos (por ejemplo, S. 

cheesmaniae, S. pimpinellifolium) y de fruto verde (por ejemplo, S. pennellii), con un alto 
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grado de tolerancia a la salinidad o la sequía (Bolarin et al., 1991; Cano et al., 1996; 

Bolarin et al., 2001). Además, los mapas moleculares derivados de cruzamientos 

interespecíficos entre S. lycopersicum y S. pennellii, S. habrochaites, S. pimpinellifollium 

y otras especies silvestres relacionadas con tomate también están disponibles (Foolad, 

2007). Por lo tanto, el hallazgo de mutantes con elevados niveles de 

tolerancia/sensibilidad a diferentes estreses podría llevar a la identificación y etiquetado 

de los genes clave responsables de la tolerancia al estrés abiótico. Con este fin, se está 

llevando a cabo un programa de mutagénesis insercional mediante el empleo de una 

trampa de intensificadores en el cv. de tomate Moneymaker y en la accesión (PE47) 

perteneciente a la especie silvestre S. pennellii. La mutagénesis insercional ha supuesto 

un gran avance para la detección y clonación de genes y elementos reguladores 

implicados en diversos procesos (O’Malley y Ecker, 2010). Para poder emplear este 

abordaje es necesario obtener una cantidad considerable de plantas transformadas para 

poder detectar un alto número de mutantes y, como consecuencia, etiquetar los genes 

implicados en el carácter analizado. 

Los programas de genómica funcional en especies de interés agronómico o especies 

silvestres relacionadas no sólo conducirán a importantes avances del conocimiento, sino 

también a un salto cualitativo en el campo de la mejora. Entre las vías para lograr tales 

objetivos, destaca la mutagénesis insercional por T-DNA, que en los últimos años se ha 

convertido en una herramienta básica para la identificación y etiquetado de genes, así 

como para el análisis de su función. En efecto, la disrupción de un gen endógeno o la 

integración del T-DNA en la vecindad del mismo pueden ocasionar la anulación o 

alteración de función, dando una valiosa información sobre el papel de un cierto gen en 

un carácter dado. Otra aplicación de la mutagénesis insercional por T-DNA estriba en la 

detección de elementos de regulación mediante el empleo de los denominados “sistemas 

trampa” (trapping) que permiten detectar secuencias reguladoras y asignar una función a 

partir de datos de expresión del delator que mimetiza la expresión del gen endógeno.  

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

transposición: transposones o T-DNA 

El uso de la mutagénesis insercional proporciona una vía rápida y efectiva para generar 

una colección de mutantes y, además, facilita grandemente la clonación del gen mutado 

pues éste queda etiquetado por el elemento de transposición, de secuencia conocida. Los 
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elementos de transposición que son capaces de insertarse en el genoma, tales como 

transposones (Sundaresan et al., 1995; Martienssen, 1998) o T-DNA (Azpiroz-Leehan y 

Feldmann, 1997), se pueden utilizar como mutágenos para generar mutaciones por 

transformación. La generación de mutantes usando mutagénesis insercional con T-DNA 

representa en la actualidad una de las alternativas más prometedoras para la identificación 

y caracterización funcional de genes que regulan tanto el desarrollo como la tolerancia a 

diferentes estreses abióticos (salinidad, sequía, estrés oxidativo, etc.) en las plantas (Fu et 

al., 2009; O’Malley y Ecker, 2010). En resumen, de lo que se trata es de inducir la 

anulación o la alteración de la expresión de genes por la inserción de una secuencia de 

ADN invasor en regiones codificantes de un gen o en regiones reguladoras próximas. 

Como la secuencia del elemento insertado es conocida se puede clonar fácilmente el gen 

afectado por la inserción mediante estrategias basadas en la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR) (O’Malley y Ecker, 2010). La caracterización del mutante de inserción 

proporciona una valiosa información sobre la función del gen mutado y además, como el 

gen queda etiquetado por el T-DNA, su aislamiento se facilita grandemente (Radhamony 

et al., 2005). 

Hay diversas estrategias de aplicación de la mutagénesis insercional. Una de ellas 

es el etiquetado por activación en donde la construcción genética de transformación es un 

T-DNA que contiene múltiples copias del promotor constitutivo 35SCaMV del virus del 

mosaico de la coliflor (CaMV). La integración de la construcción en la vecindad de un 

gen endógeno, lo suficientemente cerca como para ejercer su influencia, induce de forma 

significativa el nivel de expresión de ese gen, con potenciales consecuencias en el 

fenotipo que manifiesta el mutante resultante. En tomate esta estrategia de mutagénesis 

insercional se ha utilizado con éxito y ha permitido identificar y clonar el gen ANT1, que 

codifica para un factor de transcripción MYB implicado en la regulación de la biosíntesis, 

conjugación mediante glicosilación y transporte a vacuolas de antocianos (Mathews et 

al., 2003). 

8.1. Etiquetado mediante trampas génicas o trapping 

Otra estrategia de mutagénesis insercional que está proporcionando resultados muy 

eficientes consiste en el uso de ‘trampas génicas’ o trapping, y se basa en construcciones 

que contienen la secuencia codificante de un gen delator. Cada trampa está diseñada con 

un propósito específico, pero en cualquier caso la ventaja estriba en su naturaleza dual: 
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como cualquier otro T-DNA o transposón las trampas generan mutaciones de inserción 

pero además, si se insertan en la orientación correcta, el gen delator queda bajo control 

de los elementos de regulación del gen endógeno. De esta forma, no sólo se puede inferir 

la función del gen a través de la caracterización fenotípica del mutante, sino que además 

el análisis de la expresión del delator puede dar una idea del patrón de expresión espacio-

temporal del gen etiquetado (Springer, 2000). Mediante esta estrategia de mutagénesis 

insercional en el año 2000 se generó una colección de alrededor de 19000 líneas de arroz 

que portaban diferentes inserciones del mismo T-DNA (Jeon et al., 2000). La estrategia 

del trapping permite la identificación de genes funcionalmente redundantes, los cuales se 

expresan en diversas fases del desarrollo (provocando confusión durante el análisis 

fenotípico), genes cuya disrupción es responsable de letalidad prematura y genes cuya 

disrupción afecta tan sutilmente al fenotipo que no puede detectarse (es en este caso en el 

que la expresión del gen delator puede aportar ciertas pistas para ayudarnos a la 

identificación del fenotipo durante el trabajo de evaluación). Por lo tanto la identificación 

génica es independiente de su nivel de expresión, evitando el riesgo de no detectar genes 

de baja expresión que, sin embargo, pueden tener un gran efecto sobre el fenotipo (Pineda 

B., 2012). En resumen, se considera que esta estrategia es muy adecuada para identificar 

genes que se activan o reprimen en respuesta a estímulos medioambientales externos o 

situaciones de estreses bióticos o abióticos. 

Utilizando una trampa de intensificadores, Atarés et al. (2011) han generado una 

amplia colección de líneas T-DNA de dos accesiones de la especie silvestre de tomate 

(20146 y PE47). El vector elegido para la transformación, pD991, contiene un promotor 

mínimo unido a la secuencia codificante del gen delator uidA; una secuencia truncada del 

promotor 35SCaMV con una caja TATA y un sitio de iniciación de la transcripción que 

por sí solo no es capaz de estimular la expresión del delator uidA pero sí con el auxilio de 

elementos reguladores como intensificadores endógenos del genoma del mutante. 

Después de la integración en el genoma de la planta, los elementos intensificadores 

cercanos al lugar de inserción del T-DNA actúan induciendo un incremento en la 

transcripción de uidA a partir del promotor mínimo 35SCaMV, pudiéndose observar dicho 

patrón de expresión del delator vía la actividad GUS que se puede determinar mediante 

una reacción histoquímica (Campisi et al., 1999). 
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9. Análisis de mutantes como herramienta para la identificación de genes 

El análisis detallado de un mutante representa uno de los caminos más exitosos para 

determinar la función de un gen (Kuromori et al., 2009; Giménez et al., 2010; Atkinson 

y Urwin, 2012). Desde un punto de vista metodológico, los mutantes pueden ser 

generados a través de mutagénesis química (e.g. EMS), física (irradiación) o insercional 

(transposones o T-DNA). En tomate existen colecciones de mutantes espontáneos y 

generadas por métodos químicos (Bergougnoux, 2014; Schwarz et al., 2014), como la 

colección TOMATOMA generada a partir del cv. Micro-Tom (Saito et al., 2011). 

También hay una colección de líneas T-DNA generadas a partir del cv. Micro-Tom 

(Mathews et al., 2003), pero hasta ahora no existía ninguna colección de mutantes 

insercionales generados a partir del tomate cultivado y silvestre.  

Esta tesis se enmarca en un proyecto coordinado entre tres grupos de investigación, 

el grupo dirigido por el Prof. Vicente Moreno (IBMCP-UPV), el dirigido por el Prof. 

Rafael Lozano y la Dra. Trinidad Angosto (Universidad de Almería) y el grupo del 

CEBAS dirigido por la Prof. Mari Carmen Bolarín. En este proyecto coordinado se utiliza 

como herramienta genómica la mutagénesis insercional para la identificación y 

caracterización de mutantes alterados en procesos del desarrollo y tolerancia a estreses 

abióticos con el fin de llegar a identificar genes clave implicados en estos procesos. La 

identificación de los genes implicados en la tolerancia a la salinidad puede proporcionar 

la base científica para abordar los programas de mejora genética en los años venideros. 

Desde hace varios años se han venido generando colecciones de líneas T-DNA de tomate 

cultivado y de especies silvestres, una de ellas a partir del cv. de tomate Moneymaker y 

otra colección generada a partir de una accesión (PE47) perteneciente a la especie 

silvestre S. pennellii (Atares et al., 2011; Pineda B., 2012), que son las colecciones con 

las que se ha trabajado en esta Tesis Doctoral. El importante número de líneas ya 

obtenidas para ambas especies está permitiendo abordar un programa de este tipo no solo 

en una especie de interés agronómico como tomate sino en una especie silvestre con alto 

grado de tolerancia al estrés salino e hídrico, lo que puede ser de gran interés para avanzar 

en este complejo objetivo. Así, recientemente se ha comprobado que el tamaño del 

genoma es mayor en S. pennellii que en el tomate cultivado, con aproximadamente 1200 

Mb y 950 Mb, respectivamente (Aflitos et al., 2014). En este contexto, el empleo de una 

especie de interés agronómico como tomate conjuntamente con una especie silvestre 

como S. pennellii, filogenéticamente relacionada con tomate y que presenta altos niveles 
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de tolerancia a estreses abióticos, puede permitir importantes avances en la identificación 

de los procesos clave de la tolerancia a salinidad y, finalmente, llegar a la identificación 

de genes relacionados con estos caracteres y que pueden aportar las pautas a seguir en la 

mejora del tomate cultivado. 

Este trabajo de Tesis Doctoral se ha centrado en una primera etapa en la 

identificación y caracterización de mutantes de la colección de la especie silvestre S. 

Pennellii. En una segunda etapa, se ha realizado la caracterización fenotípica, fisiológica 

y molecular de dos mutantes de tomate hipersensibles al estrés salino. 

 

(Tuberosa y Salvi, 2006; Vij y Tyagi, 2007) (Su et al., 2015) (Kudla et al., 2010) (Thoday-

Kennedy et al., 2015) 
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II. OBJETIVOS 

Esta tesis se enmarca en un proyecto coordinado entre tres grupos de investigación 

(IBMCP-UPV, UAL y CEBAS) donde se utiliza como herramienta genómica la 

mutagénesis insercional para la identificación y caracterización de mutantes alterados en 

procesos del desarrollo y tolerancia a estreses abióticos, con el fin de llegar a identificar 

genes clave implicados en estos procesos. Se están generando colecciones de líneas T-

DNA de tomate cultivado y de especies silvestres desde hace varios años, una de ellas a 

partir del cv. de tomate Moneymaker y otra colección generada a partir de una accesión 

(PE47) perteneciente a la especie silvestre S. pennellii, con alto grado de tolerancia a los 

estreses salino e hídrico. El trabajo de esta Tesis Doctoral se ha realizado con ambas 

colecciones, y los objetivos abordados han sido: 

1. Identificación y caracterización de mutantes 

1.1. Identificación de mutantes afectados en el desarrollo y/o tolerancia a estreses 

abióticos en la colección de líneas T-DNA de la especie silvestre S. pennellii. 

1.2. Caracterización de dos mutantes de S. pennellii que muestran mecanismos de 

respuesta muy diferentes frente al estrés salino.  

1.3. Caracterización del mutante de tomate she-1 (salt hypersensitive esculentum-1), con 

alta sensibilidad a sal debido al efecto tóxico provocado por el transporte de sodio a la 

parte aérea. 

2. Caracterización de un mutante de tomate que tiene anulada la expresión del gen 

SlCBL10  

El mutante cbl10 es hipersensible a la salinidad a pesar de reducir la absorción y 

transporte de Na2+ a la parte aérea en estas condiciones. Los objetivos parciales que se 

han abordado en este trabajo con el fin de dilucidar el papel del gen SlCBL10 en la 

tolerancia al estrés salino en tomate han sido los siguientes: 

2.1. Análisis del patrón de expresión del gen SlCBL10 en tomate, con el fin de identificar 

el tejido o los tejidos en los que su función es importante en condiciones de salinidad. 
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2.2. Comprobar si la funcionalidad del gen SlCBL10 podría estar relacionada con la 

regulación de la homeostasis iónica o del estrés osmótico en condiciones de salinidad, 

procesos claves en los mecanismos de tolerancia al estrés. 

2.3. Analizar la posible interrelación del gen SlCBL10 con otros genes implicados en los 

mecanismos de tolerancia al estrés salino, fundamentalmente en la regulación de la 

homeostasis iónica. 

2.4. Comprobar, mediante el uso de la técnica de injertos, la existencia de una posible 

funcionalidad diferente del gen SlCBL10 en raíz y parte aérea de tomate, identificando 

cuál de ellas sería clave para la tolerancia al estrés salino. 
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III.  MATERIAL Y MÉTODOS 

1. Material vegetal 

El material vegetal utilizado para la realización de los diferentes ensayos de esta tesis ha 

sido: 

- Tomate cultivado (Solanum lycopersicum L.) cultivar Moneymaker: Se trata de 

un cultivar de tomate con porte generalmente indeterminado. Frutos lisos, redondos y con 

buena formación en ramillete. Una de las principales variedades cultivadas en la Región 

de Murcia. 

- Especie silvestre S. pennellii accesión PE47: Es una especie de fruto verde usada 

frecuentemente en programas de mejora por su cercanía filogenética a tomate y sus 

características favorables en cuanto a tolerancia a sequía (Rick, 1973), salinidad (Dehan 

y Tal, 1978; Tal y Shannon, 1983; Taleisnik, 1987; Saranga et al., 1991), resistencia a 

insectos (Goffreda y Mutschler, 1989) y enfermedades (Bournival et al., 1990). 

2. Generación de líneas T-DNA de tomate y S. pennellii con una trampa de 

intensificadores 

Sobre el cultivar Moneymaker de tomate y la accesión PE47 de tomate silvestre se llevó 

a cabo la transformación genética para la obtención de las colecciones T-DNA y las 

posteriores evaluaciones. Las plantas transgénicas han sido obtenidas en el laboratorio de 

Cultivo in Vitro y Mejora Vegetal del Instituto de Biología Molecular y Celular de Plantas 

(IBMCP) de la Universidad Politécnica de Valencia, dirigido por el Profesor Vicente 

Moreno. Las líneas T-DNA han sido generadas utilizando una trampa de intensificadores 

proporcionada por el Dr. Thomas Jack, del departamento de Biología del Dartmouth 

College (Estados Unidos). Este vector pD991 contiene un promotor mínimo (caja TATA 

+ inicio de transcripción) al que se encuentra fusionada la región estructural del gen uidA. 

El promotor mínimo no es capaz de promover un nivel de trascripción detectable, pero su 

integración en el área de actuación de un determinado intensificador debería activar la 

expresión del delator, mimetizando el patrón de expresión que dicho intensificador 

confiere al gen endógeno.  
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Como fuente de material vegetal para la transformación génica se utilizaron 

cotiledones de plántulas de tomate del cultivar Moneymaker y de tomate silvestre S. 

pennellii de la accesión PE47 con 7-10 días desde la germinación realizada in vitro, de 

acuerdo con el protocolo descrito por Atarés et al. (2011). Para la transformación genética 

se ha utilizado la cepa desarmada de Agrobacterium tumefaciens LBA 4404 con tres 

vectores. Dos vectores convencionales (plásmidos pBin19sgfp, y pBin19GUS), portan un 

gen marcador (nptII) bajo el control del promotor y del terminador nos y un gen delator 

(GUS o uidA) bajo el control de promotor 35S con el terminador nos. El tercer vector, 

pD991 contiene un promotor mínimo (caja TATA + inicio de transcripción) al que se 

encuentra fusionada la región estructural del gen uidA (Figura 11). 

 
Figura 11. Esquema del vector pD991 utilizado para la transformación y generación de los mutantes 
T-DNA. 

Una vez obtenidas las plantas transgénicas, es necesario asegurar que la nuevas 

líneas T-DNA son diploides, ya que es frecuente obtener plantas triploides durante el 

proceso de transformación en tomate (25% en el cv. Moneymaker) (García Abellán, 

2011). El nivel de ploidia ha sido analizado mediante citometría de flujo por el grupo del 

IBMCP, mediante la técnica de cuantificación del contenido de ADN nuclear de las 

células a partir de fragmentos de hoja joven, según el método de Smulders et al. (1994).  
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2.1. Multiplicación y mantenimiento in vitro de líneas T-DNA 

Una vez que se ha comprobado que las nuevas líneas T-DNA son diploides, es necesario 

la multiplicación clonal en medio de enraizamiento (Tabla 4) de las líneas y su 

mantenimiento en nuestra colección in vitro. La propagación clonal de plantas tiene como 

fin la obtención de genotipos idénticos (clones), por medio de la multiplicación vegetativa 

a partir del cultivo de yemas axilares y ápices meristemáticos. Es necesario obtener un 

número de copias suficiente para que algunas de ellas se mantengan en la colección in 

vitro y otras se aclimaten y se lleven a las cámaras de cultivo o al invernadero para su 

posterior cultivo y evaluación. Se utilizan botes de 150 mm de altura x 60 mm de diámetro 

y medio de enraizamiento. 

Tabla 4. Composición del medio de enraizamiento y crecimiento. 

Componentes g L-1 

Solución mineral MS* 

Sacarosa 20 

Myo-inositol 0,1 

Tiamina-HCL 0,001 

Ácido indol acético 0,0001 

Agar 8 

* MS: Murashige y Skoog (1962). 

El pH del medio se ajusta a 5,7 con KOH y HCl antes de añadir el agente gelificante. 

Los medios de cultivo se esterilizan en autoclave (115°C - 30 minutos). 

3. Técnicas básicas utilizadas en el cultivo in vitro 

3.1. Condiciones de la cámara de cultivo in vitro 

Los estudios se llevaron a cabo en una cámara de crecimiento con un fotoperíodo de 16 

h de luz y 76 µmol m-2 s-1 de radiación fotosintéticamente activa, y 8 h de oscuridad con 

25ºC durante todo el ciclo. Para la iluminación se emplearon tubos fluorescentes Grolux 

de 58 W (Sylvania). 

 

 



III. Material y métodos 

 

70 

 

3.2. Esterilización de semillas y germinación in vitro 

Las plántulas de la población mutante y WT se obtienen a partir de semillas que 

previamente han pasado por un proceso de esterilización. Las semillas se esterilizan 

superficialmente por inmersión durante 30 minutos en una solución de hipoclorito sódico 

al 20%, a la cual se añaden 3 gotas de Triton X-100 para romper la tensión superficial, 

mejorando el contacto entre el tejido y el esterilizante. A continuación, se elimina la 

solución desinfectante mediante tres lavados sucesivos (5, 10 y 15 minutos, 

respectivamente) con agua destilada estéril. Una vez esterilizadas, estas se depositadas en 

tubos y/o frascos estériles, donde previamente se ha depositado el medio de germinación 

(Tabla 5), suplementado con sacarosa y adicionando agar, necesario para el correcto 

desarrollo de las plántulas. 

Tabla 5. Composición del medio de germinación de semillas. 

Medio de germinación g L-1 

Solución mineral MS* 4,3 

Sacarosa 10,0 

Agar 8,0 

* MS: Medio Murashige y Skoog (1962). 

3.3. Aclimatación de plantas in vitro 

Tanto las plantas de la progenie TG1 de la colección in vitro, como las plantas germinadas 

in vitro a partir de semillas, deben pasar por un periodo de aclimatación para poder 

cultivarlas adecuadamente en condiciones in vivo (cámara de cultivo e invernadero). Una 

vez que las plantas cultivadas in vitro han alcanzado el desarrollo adecuado es posible 

realizar la aclimatación. Esta consiste en trasladar la planta desde el cultivo in vitro con 

unas condiciones de 100 % humedad relativa y baja iluminación hasta unas condiciones 

de cultivo in vivo donde la humedad ambiental varía entre el 50 y 80 % de HR y una 

iluminación mucho más alta. Este proceso se realiza pasando las plantas desde el medio 

in vitro con agar (que hay que retirar de las raíces lavándolas suavemente en agua 

destilada) a macetas llenas con una mezcla de turba y perlita (8 partes de turba por 3 de 

perlita) previamente esterilizada y humedecida, las plantas en las macetas se mantienen 

en un ambiente con alta humedad tapándolas con un vaso de plástico, con el objetivo de 

mantener una alta humedad relativa en el ambiente que rodea a las plantas. 
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Paulatinamente se disminuye la humedad relativa retirando el vaso primero durante cortos 

periodos de tiempo que se van aumentando hasta que las plantas quedan expuestas a las 

condiciones ambientales típicas de la cámara. Este proceso tiene una duración 

aproximada de 8-10 días. Una vez transcurrido este periodo, se elimina el vaso, dándose 

por concluida la etapa de aclimatación. 

4. Obtención de progenies TG2 y TG3  

Varias réplicas clonales TG1 de cada línea T-DNA se cultivaron en invernadero con el 

fin de obtener por autopolinización las semillas TG2 de cada línea. Esta progenie TG2 

contiene una mezcla de plantas acigotas, homocigotas y heterocigotas. De la misma 

manera se obtiene la progenie TG3 en la cual se procederá a identificar las líneas 

homocigotas y acigotas con las cuales se continuara con la caracterización de la línea T-

DNA. La identificación de las líneas homocigotas se realiza tanto mediante el test de 

kanamicina como determinando la presencia del gen marcador nptII por PCR (ver 

apartado 8.6). 

4.1. Selección de plantas por tolerancia a Kanamicina 

El T-DNA contiene en su interior el gen bacteriano nptII proveniente de Escherichia coli 

que codifica la enzima neomicina fosfotransferasa que confiere resistencia a los 

antibióticos aminoglicósidos como kanamicina, neomicina y geneticina. Este gen se usa 

como marcador de selección ya que la kanamicina resulta toxica para las células vegetales 

por lo que solo las plantas que contengan el T-DNA serán capaces de desarrollarse en un 

medio de cultivo con kanamicina. Esta prueba de resistencia a kanamicina se usa para 

seleccionar plantas que contengan el T-DNA asegurándonos por ello que sean 

transgénicas y también se puede utilizar para realizar análisis de segregación del T-DNA.  

La evaluación del grado de inhibición del enraizamiento y desarrollo en semillas de 

líneas transgénicas se realizó a una concentración de 100 mg L-1 de kanamicina en el 

medio de germinación. 
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5. Cultivo in vivo de plantas. Condiciones del estrés salino e hídrico 

Para estudiar la respuesta de las plantas al estrés salino se llevaron a cabo ensayos a corto 

y medio plazo (en cámara de cultivo de condiciones controladas y de una semana de 

duración) y a largo plazo (en invernadero y llegando a la fase de producción). La respuesta 

de las plantas al estrés hídrico se estudió en ensayos a corto plazo en cámara de cultivo y 

condiciones controladas. 

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

Todas las semillas para realizar los diferentes ensayos en las cámaras de cultivo se pre-

germinaron durante 48 horas en agua destilada y en agitación, con el fin de hidratar al 

máximo las semillas y facilitar su germinación, ya que la disponibilidad de agua es una 

condición esencial para la germinación de las semillas. Una vez que las semillas estaban 

bien hidratadas, estas se germinaron en semilleros de plástico de dimensiones 60x40x12 

cm y 96 pocillos por bandeja. La germinación se realizó en una mezcla de turba negra y 

perlita en proporción 8:3 y unas condiciones de temperatura y humedad de 28ºC y 80%, 

respectivamente. Las semillas se mantuvieron en oscuridad durante las primeras 48-72 

horas después de la siembra para facilitar la germinación. 

Las condiciones de cultivo utilizadas para los diferentes experimentos fueron de 

una humedad relativa entre el 50 y 80%, con una temperatura que oscilaba entre los 26ºC 

por el día y 18ºC por la noche con un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de 

oscuridad. La intensidad de luz y la temperatura durante el ciclo de cultivo fueron 

variables con el fin de intentar reproducir en lo posible un ciclo natural. Las condiciones 

del cultivo, descritas en la tabla 6, fueron controladas mediante un programa informático. 

Tabla 6. Condiciones ambientales controladas de la cámara de cultivo 

 Fase luminosa Fase oscura 

Tiempo (h) 2 2 8 2 2 8 

Intensidad de luz (µmol m-2 s-1) 81 162 245 162 81 - 

Temperatura (ºC) 20 23 26 23 20 18 
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La disolución nutritiva utilizada (Tabla 7), tanto para el riego de los semilleros 

como para el posterior cultivo hidropónico, fue Hoagland diluida al 50% (Hoagland, 

1950). La disolución consta de tres componentes preparados por separado que son 

mezclados y diluidos en agua destilada para obtener la disolución de riego. 

Tabla 7. Composición de la solución nutritiva utilizada para el riego en cámara de cultivo. 

 

                    

 

 

 

Hierro (Fe) g·L-1 

Fe-EDDHA 6% 1,87 

 

Las plantas se mantenían en los semilleros hasta que alcanzaban un desarrollo de 

1-2 hojas, momento en el cual se transferían al medio de cultivo definitivo donde se 

realizaba el ensayo. Se han utilizado dos medios de cultivo definitivos: 1) sustrato en 

maceta de plástico con capacidad para 1,1 litros ó 4,3 litros utilizando una mezcla de turba 

negra y perlita en proporción 8:3; 2) hidropónico en cubetas con capacidad para unos 50 

litros de solución nutritiva (Hoagland diluida al 50%). 

5.1.1. Ensayos en sustrato 

Las plántulas con estado de desarrollo de 2-3 hojas verdaderas se trasplantan a macetas 

usando como sustrato la mezcla de turba y perlita antes descrita para la germinación de 

las semillas. El sustrato se humedece completamente antes del trasplante y una vez 

realizado, y con el fin de amortiguar el estrés sufrido, así como permitir el desarrollo de 

la raíz, se dejan aclimatar durante una semana antes de iniciar el tratamiento salino. La 

frecuencia de riego variará acorde al estado de desarrollo de las plantas y se realiza a 

demanda para mantener las condiciones óptimas de crecimiento homogéneo para la 

población de estudio, evitando tanto la desecación como el exceso de riego. Se utiliza la 

Solución A g·L-1 

NH4NO3 8,0 

Ca(NO3)2·4H2O 82,6 

KNO3 35,7 

Solución B g·L-1 

KNO3 5,0 

KH2PO4 27,4 

MgSO4·7H2O 24,6 

MnSO4·5H2O 0,053 

H3BO3 0,140 

CuSO4·5H2O 0,015 

(NH4)6Mo7O24·4H2O 0,008 

ZnSO4·7H2O   0,060 
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solución Hoagland al 50% que a su vez sirve de base para formar las soluciones de los 

tratamientos salinos realizados. 

5.1.2. Ensayos en cultivo hidropónico 

El sistema de cultivo hidropónico es un sistema idóneo para la evaluación de la respuesta 

a corto y medio plazo de tratamientos salinos bajo condiciones controladas de cultivo, 

que permite además examinar el sistema radicular de las plantas y muestrearlo sin 

interferencias de sustrato sólido. 

El sistema de cultivo hidropónico (Figura 12) constaba de varias cubetas de fibra 

de vidrio con una capacidad de 50 litros de disolución nutritiva aproximadamente. Las 

cubetas estaban cubiertas por unas tapaderas perforadas, también de fibra de vidrio, donde 

se situaban hasta 40 plantas sobre unos soportes de plástico perforados rellenos de 

algodón acrílico o miraguano sintético con el fin de sujetar las plantas y mantenerlas 

erguidas. Cuando las plantas presentaban un mayor desarrollo eran entutoradas con hilo 

de rafia y anillas en unos soportes situados sobre las cubetas. Una vez que las plantas se 

trasplantaban al cultivo hidropónico se mantenían en condiciones control durante un 

mínimo de 8-10 días, antes de iniciar el ensayo, con el fin de facilitar la aclimatación de 

las plantas y un correcto desarrollo del sistema radicular. 

Los tratamientos salinos se aplicaban utilizando la misma disolución Hoagland al 

50% utilizada para el riego (sin sal), a la que se le añadía distintas concentraciones de 

NaCl en función del ensayo, para producir el estrés salino (100 mM, 150 mM o 200 mM 

de NaCl). La aplicación del tratamiento salino se realizaba de forma gradual añadiéndola 

en 2 o 3 veces, para que las plantas se aclimataran poco a poco al estrés, y se realizaba en 

los periodos de baja iluminación, ya que las plantas en esta fase tienen una menor 

transpiración, y así se reduce en lo posible el choque osmótico. En los ensayos en 

hidropónico, tanto en ausencia de sal como durante el tratamiento salino, las condiciones 

de cultivo se sometían a control mediante seguimiento del pH, la conductividad eléctrica 

(CE) y la realización de análisis químicos periódicos, procediéndose al cambio de la 

disolución nutritiva cada vez que fuera necesario y mínimo una vez por semana. La 

disolución nutritiva era convenientemente aireada mediante un burbujeo continuo 

suministrado por un compresor Puska N-150-50, con un caudal de 115 L min-1, presión 

máxima 10 Kg cm-2 y capacidad de 50 litros.  
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Figura 12. Sistema de cultivo hidropónico. 

5.2. Condiciones de cultivo para los ensayos de salinidad a largo plazo en 

invernadero 

Los experimentos a largo plazo se realizaban en un invernadero situado en la finca 

experimental “Tres caminos” del Centro de Edafología y Biología Aplicada del Segura 

(CEBAS), situada en La Matanza, término municipal de Santomera (Murcia). El 

invernadero poseía una superficie de unos 1000 m2 completamente cerrado y un sistema 

de refrigeración tipo “cooling” para la regulación de la temperatura, formado por un 

módulo de humectación en un extremo del invernadero y 6 extractores en el otro extremo 

con persianas de apertura-cierre automático por sistema mecánico (centrifugo de empuje), 

activándose estos cuando la temperatura supera los 24ºC. También cuenta con malla 

antitrips. El sustrato utilizado para el cultivo en invernadero era fibra de coco en 

contenedores de poliestireno expandido (Figura 13) con un volumen de 32 litros con 

espacio para 6 plantas en cada contenedor. La solución nutritiva (Tabla 8) era 

suministrada por riego a goteo, usándose goteros de 3 L h-1. El marco de plantación era 

de 0,5x2 m2 con un gotero cada dos plantas. Las plantas eran cultivadas a un solo tallo, 

eliminándose periódicamente las yemas laterales, antes de comenzar los ensayos, siendo 

entutoradas con hilo de rafia y anillas, y enfrentadas las plantas de un mismo gotero a 

cada lado del contenedor. La fertilización se ajustaba para conseguir unos niveles óptimos 

de nutrientes para el cultivo del tomate (Cadahia, 1995). 

El invernadero incluía un sistema de sensores de temperatura y de humedad relativa 

colocados a una altura de 1.5 m. Todos los valores se registraban periódicamente y eran 

almacenados en una base de datos. 



III. Material y métodos 

 

76 

 

Tabla 8. Composición de la solución nutritiva usada para el riego de las plantas en el invernadero. 

Macronutrientes (mM) 

N(NO3
-) N(NH4

+) P(PO4
3-) K+ Ca2+ Mg2+ 

12,0 0,5 1,5 7,0 4,0 2,0 

 

Micronutrientes (µM)  

Fe3+ Cu2+       Mn2+ Zn2+ B3+ 

12,0 0,5       7,0 4,0 2,0 

 

Se disponía de tres depósitos de 2.000 litros donde se preparaban las disoluciones 

concentradas de abonos y micronutrientes que posteriormente se añadían al agua de riego 

para conseguir los niveles de nutrientes deseados. Un cuarto depósito contenía ácido 

fosfórico para regular el pH de la disolución de riego, mientras que en un quinto depósito 

se utilizaba para agregar mediante un sistema de mezcla por inyección automática a la 

solución de fertirrigación el NaCl usado para inducir el estrés salino. La regulación de la 

inyección se realizaba mediante medidas de la conductividad eléctrica.  

Periódicamente se realizaba el análisis químico tanto del agua, como de la 

disolución de riego y del lixiviado producido por el riego para comprobar que las 

condiciones de cultivo eran las deseadas. El control del riego lo realizaba un autómata 

que variaba sus condiciones según la edad de la planta y las condiciones ambientales. El 

agua de riego tenía una conductividad eléctrica alrededor de 1 dS m-1, la disolución de 

riego en control tenía 2 dS m-1, mientras que en el tratamiento salino 100 mM de NaCl la 

disolución tenía una conductividad eléctrica de 12 dS m-2. 

Las plantas, germinadas en condiciones controladas en la cámara de cultivo, eran 

llevadas al invernadero y trasplantadas cuando habían desarrollado 7-8 hojas verdaderas. 

Después del trasplante, las plantas necesitaban un periodo de aclimatación a las nuevas 

condiciones de cultivo que solía durar entre 10 y 15 días, tras el cual se iniciaba el 

tratamiento salino. Dicho tratamiento era adicionado gradualmente para minimizar el 

choque osmótico. El nivel salino utilizado para los experimentos en invernadero era de 

100 mM de NaCl. 

  



III. Material y métodos 

 

77 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Aspecto general del sistema de riego y del invernadero donde se han realizado los 
experimento a largo plazo. 

5.3. Condiciones de cultivo de las plantas para los ensayos de estrés hídrico 

Todos los ensayos de estrés hídrico se realizaban en las cámaras de cultivo de condiciones 

controladas, con las condiciones medioambientales descritas en el apartado 5.1. 

 En la cámara de cultivo, cuando las plantas habían desarrollado las 2 primeras hojas 

en el semillero, se trasplantaban a macetas de plástico de 15 cm de diámetro, que 

contenían turba y perlita como sustrato (8:3). En la misma maceta se colocaba una planta 

WT y una planta mutante con el fin de asegurarnos que ambas plantas se sometían a las 

mismas condiciones de estrés hídrico. Se utilizaban 8 parejas mutante-WT para el 

tratamiento de estrés hídrico y otras 8 para el tratamiento control. Las plantas se regaban 

con disolución nutritiva de Hoagland diluida al 50%, antes de iniciar el estrés hídrico, 

durante el periodo de rehidratación y las plantas utilizadas como control. El estrés hídrico 

consistía en dejar de regar las plantas y se comenzaba a aplicar cuando las plantas tenían 

7-8 hojas completamente desarrolladas. En cada ensayo se aplicaban dos ciclos de 

deshidratación/rehidratación donde el periodo de privación de riego era de 10 días, 

después del cual se reiniciaba el riego durante tres días antes de comenzar el siguiente 

ciclo.  

5.4. Generación de plantas injertadas 

Con el fin de dilucidar cuál era el principal órgano responsable de la sensibilidad a la sal 

mostrada por los mutantes, o bien si contribuían ambos órganos, se realizó un 

experimento comparando la respuesta a sal de los injertos recíproco entre WT y dos líneas 

mutantes. Todo el proceso de germinación de las semillas de WT y de los mutantes, la 
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realización de los injertos y su posterior cultivo hasta que estaban preparadas para el 

trasplante fue realizado en las instalaciones de Viveros La Sala (Crta. Lo Romero. Km. 5, 

San Pedro del Pinatar, Murcia). Los injertos se realizaban cuando las plantas tenían 2 

hojas en desarrollo, el corte se realizaba por debajo de los cotiledones en el portainjerto 

y por encima de los cotiledones en la parte aérea de forma oblicua para que las dos partes 

tuvieran una mayor superficie de contacto a la hora de regenerar los tejidos. Los injertos 

se realizaban inmediatamente después de cortar las plantas y la unión del injerto se 

realizaba por medio de una pinza para injertos. Puesto que hay un desfase en el desarrollo 

entre las plantas no injertadas e injertadas, ya que tiene que producirse la unión de los 

haces vasculares para volver a reanudar el desarrollo, los injertos recíprocos se 

comparaban con los autoinjertos (Figura 14).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Esquema de diseño del injerto. 

Después de realizar el injerto, las plántulas se cubrían con una tapa de plástico 

transparente para mantener un alto nivel de humedad y facilitar la formación del injerto, 

y se mantenían con baja iluminación durante 24 horas. El plástico se abría un poco todos 
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los días para permitir una reducción de la humedad, hasta devolver a las plantas a sus 

condiciones normales de humedad. Según Fernandez-Garcia et al. (2004) la formación 

del xilema y del floema en injertos de tomate ocurre después de 8 días de la realización 

del injerto. Transcurrido este periodo, y una vez que la unión del injerto era completa, las 

plantas eran trasplantadas a cultivo hidropónico y regadas con solución Hoagland diluida 

al 50% hasta que se les aplicaba el tratamiento salino con 150 mM de NaCl con un 

desarrollo de 10-11 hojas completamente desarrolladas. 

6. Determinaciones para la caracterización fisiológica de las plantas 

6.1. Desarrollo de la planta 

A medida que avanzaban los diferentes ensayos, se realizaba el seguimiento del desarrollo 

de las plantas, tanto en condiciones no estresantes como bajo algún tipo de estrés, ya sea 

estrés hídrico o salino. Para ello se observaba la evolución del peso fresco de la planta 

completa, así como el peso por separado de la parte aérea y de la raíz. También se medía 

la altura de las plantas, la longitud de las raíces y el número de hojas. 

También se estimó el crecimiento vegetativo de las plantas en base al incremento 

en longitud en el tiempo tanto para plántulas como plantas adultas, así como para raíces 

y hojas: 

���������� 
� ����
��
 = (�1 − �2)
(�1 − �2)  

Donde D1 y D2 son la longitud a evaluar en el tiempo 1 y 2, respectivamente, y 

donde t1 y t2 corresponden al tiempo en el que se llevó a cabo el primer y último muestreo 

respectivamente. 

6.2. Determinación del peso fresco y peso seco de las plantas 

Durante los muestreos de material vegetal, la planta se separaba en hojas, tallos y raíces, 

y se pesaban en peso fresco (PF) con una balanza de precisión. A continuación se 

introducían en una estufa a 70ºC durante 48-72 horas y una vez habían perdido todo el 

contenido en agua, se pesaban en peso seco (PS) y se molían en un molinillo de aspas 

hasta la obtención de un polvo homogéneo. Las muestras se almacenaban en envases de 
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plástico guardados en desecadores con el fin de impedir la rehidratación de las mismas, 

hasta la realización de análisis posteriores. 

6.3. Contenido de agua (CW) 

El contenido de agua de los diferentes tejidos de las plantas se obtenía mediante la 

siguiente relación: 

������

� 
� ���� (�) (��) = (���� ������ (�) − ���� ���� (�))
���� ���� (�)  

 

6.4. Perdida de agua en hoja escindida 

Para analizar la capacidad de pérdida de agua de los foliolos del mutante se procedía a 

cortar 12 foliolos de la 1ª hoja desarrollada pertenecientes a 6 plantas mutantes cultivadas 

en cámara en tratamiento control y otros 12 foliolos similares de plantas WT en las 

mismas condiciones y se seguía la evolución de la pérdida de peso de los foliolos durante 

48 horas. La pérdida de peso se expresaba en porcentaje de pérdida de peso respecto del 

peso inicial del foliolo. 

6.5. Conductancia estomática (gs) y tasa de transpiración foliar (E) 

La conductancia estomática y la transpiración foliar son importantes indicadores del 

estrés de las plantas, siendo un reflejo de la perdida de agua de la hoja a través de los 

estomas y de la cutícula, aportando información sobre el funcionamiento de los estomas. 

Para la medida de estos parámetros fisiológicos se empleaba una técnica no 

destructiva utilizando un sistema portátil de medida de fotosíntesis (CIRAS-2, PP-system, 

Amesbury, MA 01913 U.S.A.) en plantas intactas donde se determinaba en la 1ª hoja 

completamente desarrollada: la conductancia estomática (gs: mmol H2O m-2 s-1), 

parámetro que mide el grado de apertura/cierre estomático por la tasa de entrada de 

CO2/salida de H2O por los estomas, y la tasa de transpiración foliar (E: mmol H2O m-2 s-

1). Las medidas se realizaban siempre a la misma hora cada día, con el fin de eliminar las 

posibles variaciones en estos parámetros debidas al ciclo circadiano de las plantas y no a 

la condición experimental control vs. estrés, y se llevaba a cabo sobre hojas con un grado 
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de desarrollo similar. Las condiciones de trabajo del equipo CIRAS-2 eran las siguientes: 

la superficie foliar de medida fue de 1,7 m2, el nivel de CO2 de referencia fue 480 ppm, 

la temperatura de la hoja en la cámara variaba entre 25,7 a 26,8ºC, la velocidad del flujo 

de gas de la hoja en la cámara de medición era de 195 mL·min-1, se trabajaba a presión 

ambiental (1.010 mb) y la densidad del flujo de fotones (energía de la radiación 

fotosintéticamente activa o PAR) era de 500 μmol m-2 s-1. 

6.6. Determinación del contenido en clorofila  

Las medidas del contenido en clorofila se realizaban en la 1ª hoja completamente 

desarrollada con un medidor SPAD-502 (Minolta®, Japón) que permitía calcular semi-

cuantitativamente el contenido en clorofila mediante la medida de la fluorescencia de la 

clorofila a dos longitudes de onda distintas, una a la que absorbe la clorofila (650 nm, 

longitud de onda fotosintéticamente activa) y a otra longitud a la que no absorbe (940 nm) 

que permite compensar el grosor de la hoja (Ling et al., 2011). El contenido en clorofila 

se expresaba en unidades relativas denominadas SPAD (Soil Plant Analysis 

Development, units) descrito por Hoel y Solhaug (1998) que correlacionan con el 

contenido en clorofila de la planta.  

6.7. Tinción DAB en foliolos 

La tinción DAB se utilizaba para detectar daño oxidativo secundario en los tejidos 

vegetales, ya que tras su aplicación las zonas de la planta con daño oxidativo aparecían 

con una coloración parda. La tinción se realizaba antes de aplicar el estrés (día 0) y 

después de 6 días de tratamiento salino (100 mM de NaCl). La solución de tinción se 

preparaba disolviendo previamente 1,0 g del reactivo DAB (3,3-diaminobenzidine 

tetrahydrochloride) en 1,0 mL de dimetil sulfóxido (DMSO) y posteriormente 

completando hasta un 1,0 L con tampón Tris-Acetato pH= 5,0 50 mM.  

Para realizar la tinción, cortaba un foliolo de la 1ª hoja completamente desarrollada 

de la planta el cual se sumergía en un tubo Falcon con 40 mL de la solución DAB y se 

dejaba en incubación durante 24h en oscuridad a temperatura ambiente sin agitación. Una 

vez teñido se eliminaba la clorofila mediante lavados sucesivos con acetona al 40% (v/v), 

aumentando la concentración progresivamente hasta llegar al 80% y manteniendo la 
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solución en agitación. Una vez desteñidos los foliolos se almacenaban en solución tampón 

Tris-Acetato pH= 5,0 50 mM a temperatura ambiente hasta tomar las fotografías. 

6.8. Obtención de extractos de las plantas para análisis químicos 

Los extractos de las muestras vegetales se obtenían mediante dos técnicas diferentes: 1) 

por digestión con ácido nítrico (HNO3)/ácido perclórico (HClO4) (2:1 v/v) para el análisis 

de cationes y 2) por centrifugación del material fresco para el análisis de todos los solutos 

y potencial osmótico. 

- Digestión de muestras: 

Para analizar la concentración de los distintos iones, se realizaban digestiones de 

material vegetal seco y molido (raíces, tallos y hojas) mediante el siguiente protocolo: En 

un tubo de vidrio se depositaban 100 mg del materia vegetal al que se le añadían 3 mL de 

una disolución HNO3:HClO4 en proporción 2:1 y se introducía en un digestor Block 

Digest (Selecta, España) durante un mínimo de 6 horas a 190ºC. Cuando el material estaba 

totalmente digerido (trasparente) se retiraban las muestras del digestor y, una vez 

enfriadas a temperatura ambiente, se enrasaban los tubos a 25 mL con agua destilada, se 

agitaba la muestra y se transferían a un recipiente limpio donde se almacenaban en 

refrigeración (4ºC) hasta su posterior análisis. 

- Obtención del extracto crudo por centrifugación: 

Para la obtención del extracto crudo del material vegetal fresco (raíz y hoja) se 

llenaba una punta de pipeta de 5 mL con aproximadamente 8-10 gramos de tejido vegetal, 

a la que previamente se había colocado en la punta una pequeña cantidad de fibra de 

vidrio que actuaba como filtro del extracto. Las puntas eran congelan en nitrógeno líquido 

y se almacenaban a -20ºC hasta que se continuaba el proceso de obtención de los 

extractos. 

Cuando se iban a realizar los análisis, las puntas se dejaban descongelar a 

temperatura ambiente durante 15 minutos antes de introducirlas en la centrifuga, este 

proceso de congelación-descongelación permitía la rotura de las células liberando su 

contenido al exterior. A continuación, las puntas se metían en tubos de centrifuga de 50 

mL y se centrifugaban en una centrífuga Heraeus labofuge II (Heraeus, Alemania) durante 
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15 minutos a 1.000 g y 4ºC. El extracto obtenido se cuantificaba y alicuotaba en dos tubos 

de 1,5 mL los cuales se volvían a centrifugar a 14.000 g durante 15 minutos y 4ºC en una 

centrífuga Sigma 2k15 (B. Braun, Alemania), recogiéndose el sobrenadante y quedando 

en el precipitado todas las impurezas, macromoléculas y restos celulares. Este extracto se 

conserva a -20ºC hasta su posterior análisis. 

6.9. Determinación de cationes 

La medida de los cationes sodio (Na+), calcio (Ca2+) y potasio (K+) se realizaba a partir 

del extracto vegetal crudo obtenido por centrifugación o bien a partir del material seco, 

molido y posteriormente digerido con HNO3:HClO4 (2:1 v/v), descrito en el apartado 6.8. 

Las medidas se realizaban en el Servicio de Ionómica del CEBAS-CSIC mediante 

espectrometría de emisión óptica de plasma acoplado inductivamente (ICP-óptico, Iris 

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

6.10. Determinación de azúcares y ácidos orgánicos 

Para la determinación individual de los azúcares y los distintos ácidos orgánicos se siguió 

el protocolo descrito en Sánchez-Bel et al. (2012). La determinación individual de los 

azucares y los ácidos orgánicos se realizaba mediante el equipo de cromatografía liquida 

de alta resolución HPLC modelo LC-10Atvp (Shimadzu, 604-8511 Kyoto, Japón). Una 

dilución del extracto crudo obtenido por centrifugación se filtraba primero con un filtro 

de 0,45 µm (Syringe Filters PTFE, Macherey-Nagel CHROMAFIL® Xtra, Germany) y 

posteriormente con un filtro Spe-ed SPE Octadcyl C18/18% (Mini Spe-ed Cartridge, 

Macherey-Nagel CHROMABOND® C18ec, Germany). Este extracto purificado era 

utilizado para las medidas en el HPLC 10A (Shimadzu, Japón) equipado con una bomba, 

un inyector automático, un horno, un detector de índice de refracción (RID) (modelo RID-

10A de Shimadzu) para el análisis de carbohidratos y un espectrofotómetro UV/visible 

para la detección de ácidos orgánicos (modelo SPD-10Avvp de Shimadzu). Para la 

separación de los distintos elementos se utilizaba una columna de intercambio iónico ICE 

Coregel 87H3 (Transgenomic, EE.UU). Las condiciones de trabajo del HPLC se 

especifican en la tabla 9. El área de los cromatogramas se integró y cuantificó utilizando 

el software de análisis DataAnalysis LC/MSD Trap Version 3.2 (Bruker Daltonik, GmbH, 

Alemania). La identificación y cuantificación de los azúcares y ácidos orgánicos se llevó 
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a cabo mediante curvas de calibración con patrones de 3000, 2400, 1200, 600, 300 y 150 

ppm para cada metabolito analizado. 

Tabla 9. Condiciones de trabajo del HPLC tanto para azucares como para ácidos. 

Fase móvil (H2SO4) 0,1 N 

Flujo  0,4 mL·min-1 

Presión de la bomba  0,745 psi 

Temperatura de la columna 37ºC 

Volumen de inyección  20 µL 

Tiempo de cromatograma  30 min 

6.11. Potencial hídrico 

El potencial hídrico (Ψw) de las plantas se estimaba mediante una cámara de presión tipo 

Scholander modelo 3000 (PMS Instrument Company, Corvallis, OR). El método estaba 

basado en la medida de la salida de la savia del xilema de una hoja o tallo cuando la 

presión aplicada es suficiente para forzar la salida del agua de las células vasculares 

(Scholander et al., 1964).  

En esta técnica, se escinde el órgano a medir (generalmente se usa para hojas o 

pequeños brotes) y se sella en una cámara de presión. Antes de la escisión, la columna de 

agua en el xilema está bajo tensión. Cuando la columna de agua se rompe por la escisión 

del órgano (es decir, su tensión se alivia permitiendo que su presión hidrostática, que es 

negativa, se eleve a cero), el agua sale rápidamente del xilema hacia las células vivas que 

rodean el xilema, por ósmosis. La superficie de corte, en consecuencia se torna más opaca 

y seca. Para realizar una medición, el investigador presuriza la cámara con gas 

comprimido hasta que la distribución de agua entre las células vivas y los conductos del 

xilema retorna a su estado inicial, antes de la escisión. La presión necesaria para llevar el 

agua de nuevo a su distribución inicial se llama la presión de equilibrio y se detecta 

fácilmente por el cambio en el aspecto de la superficie de corte, que deviene húmedo y 

brillante cuando se alcanza esta presión (Taiz y Zeiger, 2007). Para el cálculo del 

potencial hídrico de cada planta se realizaban tres medidas en foliolos de la tercera o 

cuarta hojas completamente desarrolladas. Las medidas siempre se realizan en el mismo 

periodo de tiempo, tres horas a partir del inicio de la fase luminosa. Los resultados 

obtenidos vienen expresados en bares y se transforman a MPa (1 bar=0,1MPa). 
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6.12. Potencial osmótico 

El potencial osmótico se determinó por el método crioscópico de depresión del punto de 

congelación, utilizando un osmómetro Osmometer Automatic (Roebling, Alemania) a 

partir de extracto crudo fresco (muestras obtenidas por centrifugación). El osmómetro 

crioscópico determina el potencial osmótico de una solución mediante la medición de su 

punto de congelación. Las soluciones tienen propiedades coligativas que colectivamente 

dependen del número de partículas disueltas y no de la naturaleza del soluto. Una de las 

propiedades coligativas de las soluciones es la disminución en el punto de congelación a 

medida que la concentración de soluto aumenta. Así, una solución que contiene 1 mol de 

solutos por kilogramo de agua tiene un punto de congelación de -1,86ºC, en comparación 

con el agua pura, cuyo punto de congelación es 0ºC (Taiz y Zeiger, 2007). 

Las medidas se realizaron a partir de extractos crudos individuales de foliolos (pool 

de foliolos de la misma hoja) y extractos de raíz (formando un pool) obtenidos por 

centrifugación y previamente congelados en nitrógeno líquido. Se realizan 3 medidas por 

individuo. El equipo se calibra en dos puntos: 1) agua destilada (que marca el valor 0) y 

2) solución de NaCl de 300 mOsmol. Las medidas se realizan en 100 μL de extracto. La 

transformación desde unidades mOsmol (mmol de soluto osmóticamente activo · Kg-1) 

que proporciona el equipo a MPa se realiza por la equivalencia tal y como se describe en 

las especificaciones del fabricante: 

Ψπ (MPa) = !(−2 " ���� #�$%)
1000 ' "������ 
� 

���
ó� 

6.13. Potencial de turgor 

Se calculó en base a la modificación de la ecuación que rige el potencial hídrico para el 

transporte del agua a nivel celular (Taiz y Zeiger, 2007). Se omite el componente 

gravitacional debido a que es despreciable en comparación con el potencial osmótico y el 

potencial hídrico. El potencial de turgor (ΨP) se calculaba como la diferencia entre el 

hídrico (Ψw) y el potencial osmótico (Ψπ). Todos los parámetros se expresaron en 

unidades de presión MPa. 

Ψp = Ψw – Ψπ 
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7. Determinación de la densidad y apertura estomática por microscopía 

El número de estomas así como el grado de apertura de los mismos se determinaba sobre 

una sección de tejido epidérmico despojado de la superficie adaxial de la 1ª hoja 

completamente desarrollada de la planta, como es descrito por Driscoll et al. (2006). Las 

secciones epidérmicas eran sumergidas en tampón fosfato citrato (citrato de sodio 0,1 M, 

fosfato de sodio 0,1 M, pH 6,5), montadas sobre un portaobjetos con tapa de vidrio y 

examinadas bajo un microscopio óptico Leica DMR. La densidad y apertura de los 

estomas se calculaban a partir de 15 imágenes digitalizadas seleccionadas al azar de las 

secciones de la epidermis tomadas en cada caso, utilizando el software de análisis 

fotográfico Sigma ScanPro, versión 5 (Sigma Chemical Co, St Louis, MO, EE.UU.). 

8. Técnicas de biología molecular 

8.1. Extracción de ADN genómico 

Para realizar la extracción de ADN genómico se usaba una modificación del protocolo de 

extracción descrito por (Rogers y Bendich, 1985). Para ello 100 mg de material vegetal 

congelado con N2 líquido se trituraba en un tubo de 1,5 mL mediante un pistilo estéril y 

en tampón de extracción (0,2% β-mercaptoetanol, 100 mM Tris-HCL pH 8, 50 mM 

EDTA, 500 mM NaCl, 1% SDS). El macerado se incubaba a 65ºC durante 5 minutos, tras 

los cuales se añadían 150 mL acetato potásico 5 M, se agitaba, se dejaba incubar en hielo 

durante 15 minutos y se centrifuga a 14.000 rpm durante 10 minutos a 4ºC. El ADN 

situado en el sobrenadante era recuperado precipitandolo con isopropanol a -20ºC y 

centrifugando durante 10 minutos a 14.000 rpm, 4ºC. El precipitado se lavaba varias veces 

con etanol al 70% a -20ºC. Por último el precipitado de ADN se resuspendía en agua 

destilada estéril y se almacenaba a -20ºC hasta su análisis. 

8.2. Extracción de ARN 

Para la extracción del ARN total se utilizaba material vegetal congelado en nitrógeno 

líquido y conservado a -80ºC hasta el momento de la extracción. El material vegetal se 

trituraba con nitrógeno líquido en un mortero previamente enfriado con nitrógeno líquido 

hasta la obtención de un fino polvo homogéneo. La extracción de ARN se llevaba a cabo 

con el kit comercial RNeasy Plant Mini (Qiagen) siguiendo el protocolo recomendado 

por el fabricante. Para ello a 100 mg de material vegetal homogeneizado y congelado se 
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añadía 450 μL de tampón de lisis RLT que contenía tiocianato de guanidina, cuya 

principal función era la de provocar la lisis celular pero también la desnaturalización de 

proteínas y por tanto la inhibición de ARNasas y ADNasas del extracto. El buffer RLT 

se acondicionaba previamente con β–mercaptoetanol (10 μL β-ME por 1 mL tampón 

RLT) para inactivar eficazmente las ARNasas del lisado. El lisado se transfería 

posteriormente a una columna QIAshredder y se centrifugaba a 14.000 rpm durante 2 min 

para eliminar el material insoluble y homogenizar el extracto. Al sobrenadante resultante 

se añadía 0,5 volúmenes de etanol para clarificar y crear unas condiciones óptimas que 

promovieran la unión selectiva del ARN a la membrana de sílice de la segunda columna 

del Kit RNeasy. Una vez que el ARN se unía a la membrana de sílice de esta columna se 

realizaba un primer lavado con 350 μL del tampón RW1, que contenía sales de guanidina 

y etanol, las cuales se utilizan para eliminar eficientemente biomoléculas contaminantes 

como carbohidratos, proteínas, ácidos grasos etc., que no se unen específicamente a la 

membrana de sílice. Tras este primer lavado, y antes de continuar con el resto de lavados, 

se procedía al tratamiento de la membrana con ADNase (RNase-Free DNase Set, Qiagen), 

con el objetivo de degradar el ADN genómico que pudiera haberse unido a la membrana. 

Posteriormente, la membrana se lavaba primero con 350 μL de tampón RWI y 

posteriormente con dos lavados sucesivos con 500 μL de tampón RPE. El tampón RPE 

contiene etanol y tenía como principal función eliminar cualquier traza de sal de la 

membrana proveniente de los tampones utilizados. Una vez purificado el ARN, se 

procedía a la elución del mismo con 30 μL de agua pura libre de ARNasa y ADNasa 

(Qiagen), conservando la elución a -80ºC hasta su posterior análisis. Para cada muestra 

se realizaban tres extracciones independientes de ARN (réplicas biológicas). La cantidad 

y calidad del ARN extraído se estimó por espectrofotometría (Nanodrop® 

Spectrophotometer - Nanodrop Technologies) a una longitud de onda de 260 nm y se 

comprobó su calidad por electroforesis en gel de agarosa siguiendo los protocolos 

descritos en los apartados 8.3 y 8.4. 

8.3. Cuantificación y pureza del ADN y ARN extraído 

La concentración y la pureza del ADN y ARN extraído se analizaban por 

espectrofotometría utilizando un espectrofotómetro NanoDrop ND-2000 (NanoDrop 

Technologies, EE.UU.) tomando los valores de absorbancia (Abs) a las longitudes de 

onda de 280 nm y 260 nm. Las relaciones Abs260/Abs280 y Abs260/Abs230 se usaban para 
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estimar la contaminación del extracto de ARN por proteínas y fenoles (Abs260/Abs280) y 

por polisacáridos (Abs260/Abs230). Generalmente, se consideraba que una extracción de 

ARN era de alta pureza cuando el valor del ratio Abs260/Abs280 se encontraba próximo a 

2,0 pero no inferior a 1,8 y el del ratio Abs260/Abs230 se encontraba entre 2,0-2,2. 

8.4. Determinación del estado de integridad y pureza del ARN por electroforesis en 

gel de agarosa 

La ausencia de degradación y de contaminación por ADN genómico se comprobaba 

mediante electroforesis en gel horizontal de agarosa al 0,8% (p/v) en tampón SB 1x (10 

mM NaOH, 48 mM H3BO3, pH 8,2). Para ello en el gel se cargaban 500 ng de ARN que 

se preparaba en tampón de carga (6X DNA Loading Dye, Thermo Scientific) y la 

separación electroforética se realizaba en tampón SB 1x a 100V durante 45 minutos. Para 

marcar los ácidos nucleicos el gel era sumergido durante 15 min en un baño de bromuro 

de etidio (43 μM) en tampón TAE 1x (40 mM Tris, 20 mM acetato, 1 mM EDTA, pH 

8,5). Finalmente las bandas de ARN del gel se visualizaba a luz ultravioleta (UV) en un 

analizador de geles y fluorescencia G:BOX (Syngene, USA). 

8.5. Síntesis de ADNc  

La síntesis de ADNc se realizaba a partir del ARN extraído, utilizando el Kit comercial 

iScriptTM Reverse Transcription Super Mix para RT-qPCR (BioRad) el cual contiene en 

un solo mix todos los componentes necesarios, excepto el ARN, para la síntesis de la 

primera hebra de ADNc: transcriptasa inversa del virus de la leucemia murina Moloney 

(Moloney Murine Leukemia Virus Retro Transcriptase; M-MLV-RT), inhibidor de 

ARNasa, dNTps, oligo (dT), cebadores randomizados, tampón, MgCl2 y estabilizadores. 

La reacción se llevaba a cabo siguiendo las indicaciones del fabricante. La mezcla de 

reacción final para una reacción simple de síntesis de ADNc es el descrito en la tabla 10. 

Tabla 10. Mezcla de reacción final para una reacción simple de síntesis de ADNc. 

Componentes Volumen de reacción (μL) 

5x iScript Supermix 4 

ARN (200ng/ μL) 5 (1 μg de ARN) 

Agua libre de ARN-ADNasa 11 

Volumen total 20 
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La mezcla de reacción se incubaba en un termociclador (Corbett Research PCR 

Palm Cycler; Qiagen, Sydney (Australia)) utilizando el programa descrito en la tabla 11. 

Tabla 11. Programa utilizado en el termociclador para la síntesis de ADNc. 

Pasos Temperatura Tiempo 

Hibridación de cebadores 25ºC 5 min 

Transcripción inversa 42ºC 30 min 

Inactivación de la RT 85ºC 5 min 

Mantenimiento 4ºC ∞ 

El ADNc sintetizado se conservaba a 4ºC hasta su posterior análisis. 

8.6. PCR comprobativa 

La presencia o ausencia de los genes marcadores (nptII) y delator (uidA) se identificaba 

mediante PCR comprobativa (reacción en cadena de la polimerasa) de ADN genómico. 

Para la amplificación de los distintos genes se utilizaba el esquema de reacción descrito 

en la tabla 12. La mezcla de reacción se incubaba en un termociclador (Corbett Research 

PCR Palm Cycler; Qiagen, Sydney (Australia)) utilizando el programa descrito en la tabla 

13. 

Tabla 12. Mezcla de reacción final para una PCR comprobativa. 

Componentes Volumen de reacción (μL) Concentración 

Agua destilada-esterilizada 15  

Tampon 10x (con Mg2+) 2 1X 

dNTP (10 mM) 0,8 400 µM 

Cebador A (20 µM) 0,5 0,5 µM 

Cebador B (20 µM) 0,5 0,5 µM 

Taq polimerasa (5U µL-1)  0,2 1U 

Muestra ADN 1 < 100 ng/reacción 

Volumen total 20  
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Tabla 13. Programa utilizado en el termociclador para la reacción de PCR comprobativa. 

Pasos Temperatura Tiempo 

Iniciación 95ºC 6 min 

Síntesis de ADN 

(35X) 

Desnaturalización 95ºC 30 seg 

Alineamiento 55ºC/60ºC* 30 seg 

Extensión  72ºC 2 min 

Elongación final 72ºC 5 min 

Conservación  4ºC  

* La temperatura de apareamiento para nptII es 60ºC y para uidA es 55ºC. 

Entre paréntesis (35X) el número de ciclos. 

Después de la amplificación en el termociclador el producto de PCR se corre en un 

gel para ver si ha amplificado y por tanto hay presencia de inserto. Para separar los 

fragmentos de ADN se han utilizado geles horizontales de agarosa al 0,8% (p/v) 

preparados en tampón SB 1x (12 mM NaOH, 38 mM H3BO3, pH 8,2). Para ello el gel se 

cargaba con <100 ng de ADN (10μL) que se preparaba en tampón de carga (sacarosa 

8,33% (p/v) Azul de bromofenol 0,04%, EDTA 0,017 M) y la separación electroforética 

se realizaba en tampón SB1x a 100V durante 40 minutos. Para marcar los ácidos nucleicos 

el gel era sumergido durante 15 min en un baño de bromuro de etidio (43 μM) en tampón 

TAE 1x (40 mM Tris, 20 mM acetato, 1 mM EDTA, pH 8,5). Finalmente las bandas de 

ADN del gel se visualizaba a luz UV en un analizador de geles y fluorescencia G:BOX 

(Syngene, USA). El tamaño de los fragmentos de interés se estimaba por comparación 

con un marcador comercial (GeneRulerTM 100pb ADN lader, Thermo Scientific). 

Para cada gen se diseñaron cebadores específicos representados en la figura 15. En 

nuestro caso para el gen uidA se usaron los cebadores pD991-F y pD991-G, y para el gen 

nptII se usaron los cebadores pD991-I y pD991-J (Tabla 14). 
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Tabla 14. Cebadores utilizados para la amplificación de los genes marcador (nptII) y delator (uidA). 

Gen Cebadores Secuencia Amplicón  

uidA 

pD991-F 
Sentido: 5´-GATCGCGAAAACTGTGGAAT- 3´ 

1103 pb 
Antisentido: 5-́TTTTTGTCACGCGCTATCAG- 3 ́

pD991-G 
Sentido: 5´-GATCGCGAAAACTGTGGAAT- 3´ 

838 pb 
Antisentido: 5-́TTTTTGTCACGCGCTATCAG- 3´ 

nptII 

pD991-I 
Sentido: 5´-GTCGGGTCACTACGCATCAT- 3´ 

986 pb 
Antisentido: 5´-TGCTCCTGCCGAGAAAGTAT- 3´ 

pD991-J 
Sentido: 5´-GCTCTTCGTCCAGATCATCC- 3´ 

892 pb 
Antisentido: 5´-TTCAAATCAGTGCGCAAGAC- 3´ 

 

 
Figura 15. Cebadores diseñados para el vector pD991.  

8.7. PCR cuantitativa a tiempo real 

El nivel de expresión relativa de los genes de interés (Tabla 17) se analizaba mediante 

PCR cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR). En esta técnica, los procesos de amplificación 

y detección se producen de manera simultánea en el mismo vial cerrado sin necesidad del 

procesamiento post PCR de los productos amplificados, lo que incrementa el rendimiento 

y reduce la posibilidad de contaminación (Bustin y Nolan, 2004). El análisis por PCR a 

tiempo real está basado en la detección y cuantificación de ADN utilizando una sonda 

fluorescente. Mediante la detección de fluorescencia se puede medir, durante la 
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amplificación, la cantidad de ADN sintetizado en cada momento, ya que la emisión de 

fluorescencia producida en la reacción es proporcional a la cantidad de ADN formado, lo 

que permite conocer y registrar en todo momento la cinética de la reacción de 

amplificación (Costa, 2004). Las sondas fluorescentes utilizadas pueden ser agentes 

intercalantes o sondas especificas marcadas con fluorocromos (Bustin y Nolan, 2004). El 

fluoróforo específico de ADN bicatenario más usado en la RT-qPCR es el SYBR Green 

PCR (Qiagen, Holanda), y es el que hemos utilizado en esta tesis.  

La PCR a tiempo real se realizaba en un RotorGen 3000 (Qiagen, Holanda). La 

mezcla de reacción final, descrita en la tabla 15, se llevaba a cabo en un volumen final de 

25 μL. 

Tabla 15. Mezcla de reacción final para una PCR comprobativa.  

Componentes Volumen de reacción (μL) Concentración 

MasterMix 2x * 11,5 1X 

Cebador A (20 µM)  2 0,47 μM 

Cebador B (20 µM)  2 0,47 μM 

Muestra ADNc 1 (1μg/μL) 

Agua libre de ARN-ADNasa 8,5  

Volumen total 25  

* Rotor-Gene SYBR Green Mix (Qiagen) 

La expresión relativa del gen se calculó mediante el método del ΔΔCt (Livak y 

Schmittgen, 2001), en el que se comparan directamente los Cts del gen a analizar su 

expresión y del gen endógeno usado en la normalización (ΔCt = Ct gen interés – Ct gen 

normalizador) en cada muestra, y posteriormente se comparan los ΔCt de la muestras 

problemas con respecto a la muestra de referencia (ΔΔCt = ΔCt problema - ΔCt 

referencia) a través de la siguiente fórmula: 

Expresión relativa génica = 2-ΔΔCt 

Siendo Ct el ciclo umbral en el que la fluorescencia de la muestra excede un valor 

umbral elegido, es decir, el ciclo en el cual el sistema comienza a detectar el incremento 

de la señal asociada con un aumento exponencial del producto de PCR durante la fase 
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lineal logarítmica, y cuyo valor será inversamente proporcional a la cantidad de ADNc 

inicial. Los resultados se expresaron en unidades arbitrarias por comparación con la 

muestra de referencia de WT en cada caso (generalmente raíz WT en ausencia de sal) a 

cuyo nivel de expresión se le daba el valor de 1. Todas las reacciones se realizaron por 

triplicado y para cada ensayo de PCR se obtuvieron las curvas de Melting de los productos 

amplificados con el fin de identificar las posibles amplificaciones inespecíficas. 

El protocolo de amplificación utilizado es el que se describe en la tabla 16:  

Tabla 16. Programa utilizado en el termociclador para la reacción de PCR comprobativa. 

Ciclos Pasos Temperatura Tiempo 

1 (1X) Activación polimerasa 95ºC 5 min 

2 (35X) 

Desnaturalización 95ºC 30 seg 

Hibridación 55ºC 45 seg 

Extensión 72ºC 45 seg 

3 (1X) 

Melting 

95ºC 1 min 

4 (1X) 70ºC 1 min 

5 (60X) 70ºC 10 seg 

Como gen normalizador se utilizaba el factor de elongación 1 alfa (SlEF1a, 

Elongation Factor 1α accesión de GenBank AB061263), cuya expresión era constitutiva 

en el tomate y no se veía modificada por los tratamientos de estrés aplicados a las plantas. 

De cada ADNc, se utilizaron tres repeticiones analíticas, de esta forma, cada muestra 

venia representada por nueve repeticiones en total. Los cebadores se diseñaban a partir 

de las secuencias de unigenes disponibles para tomate en Sol Genomics Network 

(http://solgenomisc.net/). Las secuencias de los cebadores utilizados se recogen en la 

tabla 17. 
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Tabla 17: Parejas de cebadores utilizados en los ensayos de PCR a tiempo real para cuantificar los 
niveles de expresión y tamaño del fragmento amplificado. Todos los cebadores utilizados fueron 
sintetizados y purificados por filtración en gel por la compañía Life Technologies (Reino Unido). 

 

8.8. Genotipado 

El grupo de Biología Molecular dirigido por el profesor Rafael Lozano (Universidad de 

Almería) realizaba en primer lugar un análisis Southern blot para determinar el número 

de insertos T-DNA que presentaba cada línea mutante, y seguidamente identificaba por 

Anchor PCR el lugar de inserción del T-DNA y la clonación de las regiones del genoma 

de tomate flanqueantes al T-DNA (Giménez et al., 2010).  

Una vez se conocían por anchor PCR las secuencias del genoma del tomate 

flanqueantes al T-DNA era posible detectar mediante PCR si la inserción de T-DNA se 

encontraba en homocigosis o en heterocigosis en el genoma de la planta. De esta manera, 

se podía además, correlacionar la presencia/ausencia de un T-DNA con el fenotipo 

mutante. Para ello, se diseñaban cebadores que permitían amplificar una parte del genoma 

Gen Cebadores Amplicón Eficiencia 

SlCBL10 
Sentido: 5´-CCATTATTGCACTCATTGAAGC-3´ 

Antisentido: 5´-AGCAAGGTCCGTGTATTCGT-3´ 
104 pb 100% 

SlCAX1 
Sentido: 5´-GACTTGCACCTCTTGCTGAA-3´ 

112 pb 105% 
Antisentido: 5´-ATCTCAGTTGCATTCCCACA-3´ 

SlSOS1 
Sentido: 5´-TCGAGTGATGATTCTGGTGG-3´ 

129 pb 107% 
Antisentido: 5´-ATCACAGTGTGGAAAGGCTC-3´ 

SlSOS2 
Sentido: 5´-CTGCTTAGGACAAGGACTCG-3´ 

112 pb 109% 
Antisentido: 5´-GCAGTTACACACACTATACC-3´ 

LeNHX1 
Sentido: 5´-GACAGTCCTGGAAAATCT-3´ 

291 pb 99,8% 
Antisentido: 5´-GGTTATCAGCCCAAACACC-3´ 

LeNHX3 
Sentido: 5´-CTCAAGAGTCACCACCAAGCA-3´ 

153 pb 93,3% 
Antisentido: 5´-CCAACCAAAACAAGACCCAACA-3´ 

SlHKT1;1 
Sentido: 5´-TCTAGCCCAAGAAACTCAAAT-3´ 

178 pb 98,5% 
Antisentido: 5´-CTAATGTTACAACTCCAAGGAATT-3´ 

SlHKT1;2 
Sentido: 5´-TGAGCTAGGGAATGTAATAAACG-3´ 

188 pb 106,8% 
Antisentido: 5´-AGAGAGAAACTAACGATGAACC-3´ 

SlEF1a 
Sentido: 5´-GACAGGCGTTCAGGTAAGGA-3´ 

119 pb 99,8% 
Antisentido: 5´-GGGTATTCAGCAAAGGTCTC-3´ 
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de la planta y un fragmento del T-DNA, y otros cebadores que amplificaban solamente 

genoma de la planta cuando no está presente el T-DNA. De esta forma se podía detectar 

la presencia del T-DNA en acigosis, heterocigosis u homocigosis. Esta técnica era 

realizada por el grupo de Biología Molecular dirigido por el profesor Rafael Lozano 

(Universidad de Almería). 

9. Tratamiento estadístico 

El análisis estadístico se llevó a cabo aplicando los métodos estandarizados que ofrece el 

programa SPSS 19.0. Los resultados se expresaron como media + error estándar (ES) y 

se sometieron a un análisis de la varianza (ANOVA) para comprobar si había diferencias 

entre medias. Para estudiar si había diferencias significativas entre pares de medias se 

aplicó el test estadístico de t de Student considerando un nivel de confianza de p<0,05. 

Para el análisis genético de las poblaciones segregantes, con el fin de comprobar si la 

mutación responsable del fenotipo es monogénica y dominante o recesiva, se aplicó el 

test χ2. Se realizaron un mínimo de 6 medidas por línea y tratamiento y siempre en las 

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

IDENTIFICACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE MUTANTES 

RESULTADOS 

1. Identificación y caracterización de mutantes de la especie silvestre S. pennellii.  

Solanum pennellii es una especie de tomate silvestre endémica de las regiones andinas de 

América del Sur, donde ha evolucionado para prosperar en hábitats áridos. Debido a su 

tolerancia al estrés extremo y morfología inusual, es un donante importante de 

germoplasma para el tomate cultivado (Koenig et al., 2013; Bolger et al., 2014). La 

colección de líneas T-DNA se generó a partir de una accesión (PE47) con mecanismos 

de tolerancia a la salinidad que difieren de los que normalmente presenta el tomate 

cultivado (Bolarin et al., 1991; Alarcon et al., 1993; Cano et al., 1996; Santa-Cruz et al., 

1999). La caracterización fenotípica de líneas T‐DNA procedentes de la transformación 

genética de S. pennellii en la primera generación (TG1) permitió identificar en nuestro 

laboratorio algunos mutantes dominantes afectados en el desarrollo vegetativo y en el 

grado de tolerancia a salinidad (Moyano Solera, 2014).  

Tras obtener una línea T-DNA, fue necesario conseguir réplicas clonales TG1 con 

el fin de poder mantener un número mínimo de copias en la colección in vitro y llevar 

plantas a invernadero, así como disponer de suficientes réplicas para identificar 

mutaciones dominantes mediante el cultivo en medio salino. Por consiguiente, al menos 

4-5 plantas de cada línea se trasplantaron al invernadero para obtener semillas de la 

segunda generación (TG2) y así poder identificar mutaciones recesivas (Ver esquema de 

trabajo: figura 16). En el presente trabajo, se han evaluado alrededor de 100 líneas de S. 

pennellii en la población TG1, para identificar mutaciones dominantes, y en la población 

segregante TG2, para identificar mutaciones recesivas. Uno de los mutantes identificados 

en la población TG2 estaba afectado en el desarrollo vegetativo (4607-ETSP), y otros tres 

mutantes estaban afectados en la tolerancia a la salinidad, uno de ellos fue identificado en 

la población TG1 (4706-ETSP) y otros dos identificados en la población segregante TG2 

(4762-ETSP y 4656-ETSP). El protocolo de identificación de mutantes consistió en 

cultivar plantas de la población segregante TG2 tanto en condiciones control como en 

medio salino (200 mM de NaCl), aplicado cuando las plantas habían desarrollado 2 hojas 
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verdaderas. De esta manera se pudo llegar a identificar simultáneamente mutantes de 

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

desarrollo y estrés. 

  

 

 

  

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Figura 16: Esquema de trabajo 
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1.1. Identificación del mutante 4607-ETSP de S. pennellii afectado en el desarrollo 

vegetativo 

Un ensayo con 87 plantas TG2 de la línea 4607-ETSP permitió observar que la línea 

segregaba para dos fenotipos mutantes. El denominado fenotipo mutante 1 mostraba una 

muy alta brotación lateral (40 plantas con este fenotipo) mientras que el fenotipo mutante 

2 estaba asociado al crecimiento determinado (15 plantas con este fenotipo), ya que el 

ápice se atrofiaba después del desarrollo de la 2ª – 3ª hoja y por ultimo plantas que 

mostraban un fenotipo silvestre o Wild Type (WT) (30 plantas de la línea mutante con 

fenotipo WT) (Figura 17).  

 
Figura 17. Fenotipos mutantes identificados en la población segregante TG2 de la línea 4607 ETSP. 
Plantas de la línea 4607 ETSP con fenotipo WT (F-WT), plantas con fenotipo mutante 1 (F-M1), plantas 
con fenotipo mutante 2 (F-M2) y plantas sin transformar (WT). 
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Con el fin de identificar el número de insertos T-DNA que podrían provocar los 

fenotipos mutantes observados se llevó a cabo la técnica de Southern blot. Para ello, se 

tomó material vegetal por separado de las plantas con fenotipo WT (F-WT), plantas con 

fenotipo mutante 1 (F-M1) y plantas con fenotipo mutante 2 (F-M2) que se congeló y 

envió al departamento de Biología Molecular dirigido por el profesor Rafael Lozano 

(Universidad de Almería) donde se realizó el Southern blot. El análisis por Southern blot 

indicó la presencia de dos insertos T-DNA en tándem y actualmente este mutante está 

siendo estudiado por los grupos especialistas en desarrollo. El hecho de que aparezcan 2 

mutaciones en una misma línea no es puntual, ya que en otros laboratorios también se han 

identificado líneas con más de una mutación de desarrollo vegetativo y/o reproductivo. 

En relación con los mutantes afectados en tolerancia a salinidad, este trabajo se ha 

centrado en primer lugar en llevar a cabo la caracterización de un mutante dominante 

(seleccionado en la primera generación TG1) denominado sl-1 (succulent leaves-1 

mutant) por presentar hojas muy suculentas y de color verde oscuro, aspectos fenotípicos 

que pueden ser interesantes al enfrentarse al estrés salino (Atarés et al., 2011). También 

se han identificado dos mutantes recesivos en la segunda generación (TG2) que están 

afectados en la tolerancia a la salinidad, lo que es de gran interés ya que dada la tolerancia 

de esta especie es previsible que haya tenido lugar la disrupción de un gen clave en la 

tolerancia a salinidad.  

1.2. Caracterización del mutante sl-1 (succulent leaves-1)  

1.2.1.  Caracterización fenotípica y fisiológica en condiciones control 

El interés de llevar a cabo la caracterización del mutante sl-1 se debió a que las 

alteraciones observadas en el desarrollo vegetativo del mismo podrían modificar los 

mecanismos de tolerancia a la salinidad, es decir, que furera un mutante de desarrollo y 

de estrés. El fenotípo mutante se caracterizó inicialmente in vitro. Las 6 réplicas clónales 

cultivadas en medio MS fueron de menor tamaño que las plantas sin transformar (WT), 

presentaron un porte compacto y hojas de color verde oscuro (Figura 18a).  

Tras la identificación del fenotipo mutante in vitro, se procedió a llevar a cabo la 

caracterización fenotípica y fisiológica del mutante in vivo. Para ello, réplicas clonales de 

plantas sin transformar (WT) y plantas mutantes sl-1 se cultivaron a medio plazo en 
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condiciones controladas (30 días después de la aclimatación de in vitro) y se trasplantaron 

al invernadero para completar el ciclo de cultivo y obtener semillas (Figura 18b y c). Las 

plantas mutantes presentaron un fenotipo compacto en comparación a las plantas sin 

transformar, con entrenudos más cortos y hojas crasas, siendo por tanto el fenotipo in vivo 

similar al observado previamente in vitro. En el detalle del ápice del mutante se observa 

el grosor de las hojas y los foliolos como aserrados debido a su compacidad. 

 
Figura 18: Fenotipo in vitro e in vivo del mutante sl-1 (succulent leaves-1). a) Seis réplicas clonales de 
plantas sin transformar (WT) y plantas mutantes sl-1 eran desarrolladas en medio MS durante 30 días. A la 
derecha, ampliación de la zona marcada. b) Detalle de la hoja y ápice donde se observa el alto grado de 
compacidad y las hojas crasas o suculentas de las plantas mutante desarrolladas en cámara de condiciones 
controladas durante 30 días (desde la aclimatación). c) Fenotipo representativo de plantas WT y mutantes 
después de 30 días de su trasplante al invernadero.  
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De acuerdo con el aspecto craso de las hojas, este mutante podría ser capaz de 

evitar, al menos parcialmente, la deshidratación ante una situación de estrés osmótico, 

provocado tanto por estrés hídrico como salino. Para comprobar la velocidad de 

deshidratación de los foliolos, se determinó el porcentaje de pérdida de peso durante 48 

horas de foliolos escindidos de plantas WT y mutante desarrolladas sin estrés (Figura 

19). Se comprobó que los foliolos de las plantas de la línea mutante perdían agua mucho 

más lentamente que los foliolos de las plantas WT. Estas diferencias se observaron desde 

30 minutos después de cortarse los foliolos, aumentando progresivamente a lo largo del 

tiempo. Durante las primeras 7 horas los foliolos del mutante solo redujeron su peso un 

8%, mientras que los foliolos del WT perdieron un 24% de su peso, llegando a una 

diferencia del 35% a las 48 horas. Estos resultados sugieren que podríamos estar ante un 

mutante con mayor capacidad para evitar la deshidratación ante una situación de estrés. 

 

 

 

 

 

 

Genotipo 
Conductancia estomática  

(mmol H2O m-2 s-1) 
Contenido en agua 

(g g-1 PS) 
Contenido en Clorofila 

(SPAD) 

WT 86,30 + 5,40 6,33 + 0,26  35,15 + 1,04  

sl-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 condiciones control. a) Evolución 
del porcentaje de pérdida de agua durante 48 horas en hojas escindidas de plantas WT y mutante 
desarrolladas en condiciones control. Los valores son expresados como porcentaje de pérdida de agua 
relativa a cada tiempo respecto al peso fresco inicial al tiempo 0. b) Valores medios de conductancia 
estomática, contenido de agua y contenido de clorofila de hojas WT y mutante (6 réplicas clonales) de las 
mismas plantas. (n = 6, valores medios + ES). * Diferencias entre medias (LSD5%). 

También se midió la conductancia estomática (gs) y el contenido de agua en las 

hojas de estas plantas con el objetivo de comprobar si la mayor capacidad del mutante 
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para evitar la deshidratación estaba asociada con cambios en gs y se reflejaba en un mayor 

contenido de agua de la hoja (Figura 19b). Efectivamente, gs fué un 38% menor en las 

hojas del mutante sl-1 que en las del WT. Si se tiene en cuenta que la medida de 

conductancia engloba la estomática y la cuticular, el menor valor de conductancia en el 

mutante se pudo deber a una alteración en la densidad estomática y/o apertura estomática 

o bien puede deberse a una menor pérdida de agua por la cutícula, e incluso a ambas. Por 

otro lado, el mutante además presentó mayor contenido de agua en las hojas en 

comparación con WT lo que concuerda con los datos fisiológicos obtenidos de 

conductancia y porcentaje de pérdida de agua. Finalmente, el mayor contenido de 

clorofila del mutante reflejó el color verde intenso de sus hojas en comparación con las 

hojas WT (Figura 19b). 

1.2.2. Caracterización fenotípica y fisiológica en condiciones de salinidad 

La respuesta del mutante al estrés salino se estudió en plantas adultas, en cultivo de verano 

en invernadero, donde se alcanzaron temperaturas superiores a 35ºC y la tasa de 

transpiración fué muy alta, y se aplicó un alto nivel de estrés durante 30 días (200 mM de 

NaCl). Durante los primeros 14 días de tratamiento salino (14 DTS) ya se empezaron a 

observar diferencias entre las plantas WT y mutantes, observándose como las plantas WT 

mostraban mayor clorosis que el mutante y síntomas de engrosamiento de las hojas 

provocado por la toxicidad de iones salinos. A partir de los 20 DTS las plantas WT 

empezaron a mostrar zonas necróticas en los foliolos, y este síntoma fué mucho más 

severo al final del ensayo (30 DTS), mientras que la extensión de las zonas con pérdida 

de clorofila y necróticas en las hojas del mutante fué mucho menor (Figura 20a). La 

evolución del contenido de clorofila en hojas se midió hasta los 20 DTS, puesto que 

posteriormente las hojas del WT estaban muy afectadas por la salinidad. Se observó que 

las diferencias que muestran las hojas WT y mutante en condiciones control (día 0) se 

mantienen a lo largo del periodo de estrés (Figura 20b), lo que podría ser uno de los 

motivos por los que el mutante presenta menos clorosis con respecto a WT. Estos 

resultados sugieren que la alteración en el desarrollo mostrada en la planta mutante sl-1 

podría contribuir a mejorar su tolerancia a la salinidad.  
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Figura 20. Respuesta del mutante sl-1 a la salinidad. a) Fenotipo de las plantas WT y mutante sl-1 
después de 30 días de tratamiento salino (200 mM de NaCl) en invernadero. b) Evolución del contenido en 
clorofila durante los primeros 20 días de tratamiento salino. c) Concentraciones de Na+ y K+, y relación 
Na+/K+ en hoja después de 30 DTS (valores medios + ES). * Diferencia entre medias (LSD 5%). 
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En cuanto al contenido de agua en hoja, aunque fué significativamente superior en 

las plantas mutantes con respecto al WT en ausencia de estrés (Figura 19b), después de 

20 DTS estas diferencias desaparecieron (9,0 + 0,3 y 8,3 + 0,4 g g-1 PS en WT y mutante, 

respectivamente). Antes de aplicar el tratamiento salino (día 0) y al final del experimento 

(30 DTS), se tomaron foliolos de la 2ª-3ª hoja completamente desarrollada de plantas WT 

y mutante (6 plantas por línea), y se analizaron las concentraciones de Na+ y K+ (Figura 

20c). Mientras que no se observaron diferencias significativas en las concentraciones de 

Na+ de WT y mutante, los niveles de K+ fueron mucho más elevados en las hojas de las 

plantas mutante que en las WT. Es interesante señalar que ya antes de aplicar el estrés 

salino (día 0) la concentración de K+ fué más del doble en el mutante que en WT, y estas 

diferencias se mantuvieron, aunque en menor medida durante todo el tratamiento salino, 

al igual que ocurrió con el contenido en clorofila. El mayor contenido de K+ en hoja fué 

el responsable de que la relación Na+/K+ fuera menor en las plantas mutantes que en WT 

durante el tratamiento salino. Concretamente, la relación Na+/K+ en hojas de las plantas 

desarrolladas en sal fué más del doble en WT que en el mutante (Figura 20c). Estos 

resultados sugieren que la mayor capacidad del mutante para mantener valores menores 

de la relación Na+/K+ podría ser otro de los factores por los cuales el mutante toleró mejor 

el estrés salino en condiciones de alta transpiración (cultivo primavera-verano). 

Sin embargo, la concentración de Ca2+ fue mucho más elevada en las hojas de 

plantas WT que en el mutante sl-1 en condiciones control (Figura 20c). La menor 

concentración de Ca2+ en hoja podría estar relacionado con la menor conductancia 

estomática que se observó en el mutante en control, ya que algunos autores han sugerido 

que el Ca2+ es un factor clave en la regulación de los movimientos de los estomas (Conn 

y Gilliham, 2010; Conn et al., 2011). A los 30 DTS, la reducción en la concentración de 

Ca2+ fué importante en ambos genotipos, aunque superior en WT (el Ca2+ desciende un 

55% y un 38% en plantas WT y mutante, respectivamente).  

El conjunto de resultados obtenidos en la caracterización del mutante sl-1 muestra 

que las características diferenciales del mutante en condiciones control, tales como mayor 

contenido en agua, clorofila y K+ en hoja, así como una menor conductancia, podrían 

predisponer al mutante para tolerar mejor el estrés salino, a pesar de que la respuesta 

fisiológica a la salinidad fue similar a la observada en WT. En este sentido a pesar de que 

el mutante también perdió clorofila durante el tratamiento salino, la mayor concentración 
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en la misma pudo impedir la aparición de clorosis en las hojas durante el tratamiento 

salino. Del mismo modo, la mayor concentración de K+ en hoja en el mutante pudo ser el 

responsable de que, a pesar de que el aumento de Na+ en hoja fue similar en ambos 

genotipos, y que tanto mutante como WT perdieron K+ durante el tratamiento salino, la 

relación Na+/K+ fuera mucho menor en el mutante. La mayor concentración de K+ en el 

mutante pudo estar relacionado con un mejor mantenimiento de sus funciones 

metabólicas en condiciones de salinidad. Algunos estudios han sugerido que la mayor 

tolerancia a la salinidad de S. pennellii no se correlaciona únicamente con una elevada 

relación Na+/K+ sino con un uso más eficiente del K+ (Tahal et al., 2000; Rengel y Damon, 

2008). 

El problema para avanzar con este mutante es que las plantas TG1 no producen 

polen y, por tanto, no se ha podido obtener semillas de la siguiente generación (TG2), a 

pesar de los grandes esfuerzos realizados para conseguir o bien TG2 o bien cruces con 

tomate (modificación de épocas de cultivo, tipo de poda, polinización manual, etc).  

1.3. Identificación y caracterización del mutante ss-3 (salt sensitive-3)  

El mutante 4762-ETSP se denominó ss-3 (salt-sensitive-3) siguiendo la nomenclatura 

propuesta por Atarés et al. (2011) para los mutantes de S. pennellii afectados en la 

tolerancia a salinidad. Se realizaron dos ensayos en cámara de cultivo utilizando 12 

plantas (TG2) de la línea mutante ss-3 y 5 plantas sin transformar (WT). En ausencia de 

estrés salino, se observó una segregación recesiva 3:1 para desarrollo de esta línea, 

mostrando 3 plantas un desarrollo muy inferior a WT y 9 plantas TG2 un desarrollo mayor 

aunque sin llegar al estado de desarrollo de las plantas WT. Es de resaltar que, en ausencia 

de estrés salino, todas las plantas TG2 de esta línea presentaban un fenotipo mas compacto 

que el WT (Figura 21a).  

El tratamiento salino (200 mM de NaCl durante 15 días) se aplicó cuando las plantas 

tenían 5-6 hojas verdaderas. Las plantas WT no mostraron síntomas de sensibilidad tras 

el tratamiento salino aplicado, y todas ellas tenían flores completamente desarrolladas, 

mientras que 9 de las 12 plantas de la población TG2 mostraron síntomas de mayor 

sensibilidad al estrés salino, con clorosis generalizada en toda la planta, quemaduras en 

los foliolos, sobre todo en los de las hojas jóvenes, y necrosis en los botones florales 

(Figura 21b y c). De estos resultados se deduce que la línea presentaba una segregación 
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dominante (1:3) para la sensibilidad al estrés salino. Por otro lado, de las 3 plantas 

mutantes identificadas con un menor tamaño en condiciones control, solo 1 de ellas 

mostró fenotipo sensible a la salinidad, lo que parece apuntar que en el mutante no hubo 

correlación entre el fenotipo de desarrollo y la sensibilidad a la sal.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Identificación del mutante ss-3 (salt-sensitive-3). a) Fenotipo de las plantas TG2 de la línea 
4762-ETSP desarrolladas en ausencia de sal, en comparación con el fenotipo del WT (Izquierda). b) Planta 
WT y mutante  tras 15 días de tratamiento salino (DTS) a 200 mM de NaCl.  Además de la clorosis inducida 
por la salinidad en las hojas, el rasgo fenotípico más evidente en el mutante fue el retraso en la floración y 
la necrosis de los botones florales (c).  

WT Población TG2 del mutante ss-3 

WT ss-3 

WT ss-3 

a) 

b) 

c) 



IV. Capítulo I. Resultados  

 

110 
 

En un tercer ensayo realizado con esta línea, en el que se utilizaron 113 plantas TG2 

y 55 plantas sin transformar (WT), se confirmaron los resultados anteriores sobre el 

retraso de la floración en esta línea y la necrosis inducida por la salinidad en los botones 

florales. Actualmente se está avanzando en la caracterización de esta línea para 

determinar si es un mutante insercional, es decir, si todas las plantas mutantes que 

presentan sensibilidad al estrés salino contienen en su genoma el inserto T-DNA.  

1.4. Identificación y caracterización del mutante shp-1 (salt hypersensitive pennellii-

1)  

1.4.1.  Caracterización fenotípica, genética y molecular 

Este mutante se identificó en la segunda generación (TG2) al observarse una segregación 

para tolerancia a salinidad. El fenotipo de sensibilidad y la segregación fenotipo WT – 

fenotipo mutante se comprobó en 4 ensayos en cámara de cultivo de condiciones 

controladas, en los que se ha utilizó un nivel salino de 200 mM de NaCl. Uno de los 

aspectos más destacables de este mutante y que no se había observado en ninguno de los 

mutantes de la especie silvestre S. pennellii fué la rapidez con la que aparecía la clorosis 

foliar tras la imposición del estrés salino. Así, en el primer ensayo realizado con 38 plantas 

TG2, se observó desde los primeros días de tratamiento salino que algunas de las plantas 

empezaron a mostrar clorosis (Figura 22). Esta clorosis fué más acentuada a medida que 

avanzaban los días de tratamiento salino, mientras que entre las plantas sin transformar 

(WT) y las plantas TG2 con fenotipo WT (F-WT) no se observaron diferencias fenotípicas 

a lo largo de todo el ensayo (Figura 22). Las medidas de clorofila confirmaron los 

cambios fenotípicos observados en el mutante durante el periodo de tratamiento salino 

(Figura 23a). 

Es interesante señalar que durante la etapa de recuperación (ausencia de sal) se 

redujo en un periodo relativamente corto de tiempo la clorosis foliar en las hojas nuevas 

en desarrollo, como se observa en la figura 23b que muestra una de las plantas mutantes 

después de 12 días sin sal. Estos resultados reflejan la importancia de la mutación en la 

tolerancia/sensibilidad a sal, ya que el efecto de la salinidad es aparente en un corto plazo 

tanto en un sentido como en el otro.  
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Figura 22. Hipersensibilidad a la sal del mutante recesivo shp-1 (salt hypersensitive pennellii-1). En la 
población TG2 se observó desde los primeros días de tratamiento salino (200 mM NaCl) el fenotipo mutante 
caracterizado por clorosis en todas las hojas de la planta. a) Segregación para clorosis en la población TG2 
y detalle de las hojas con fenotipo WT y mutante después de 9 días de estrés salino. b) El grado de clorosis 
incrementaba con el periodo de tratamiento (15 días), mientras que aún no eran evidentes los síntomas de 
sensibilidad en WT.  
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Figura 23. El fenotipo clorótico mostrado por el mutante shp-1 en medio salino (200 mM NaCl 
durante 15 días) revierte durante la etapa de recuperación (12 días regadas con disolución nutritiva 
control). a) Contenido de clorofila en plantas WT, plantas TG2 con fenotipo WT (F-WT) y mutante (shp-
1). Los datos representan los valores medios + ES). * Diferencia entre medias (LSD5%). b) Disminución del 
grado de clorosis durante la etapa de recuperación (12 días sin sal).  

El ajuste de segregación se elaboró en los 4 ensayos realizados con plantas TG2: el 

primero con 38 plantas, el segundo con 52 plantas, el tercero con 35 plantas y el cuarto 

con 199 plantas. La distribución de plantas con fenotipo WT – fenotipo mutante, su grado 

de ajuste a 3:1, así como las correspondientes χ2 de homogeneidad se muestran en la tabla 

18. 
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Tabla 18. Análisis de segregación de plantas con fenotipo WT (F-WT) y fenotipo mutante (M) en los 
4 ensayos diferentes llevados a cabo con plantas TG2 y en la suma de ellos. Ajuste a los modelos de 
segregación. 

Segregación 
3:1 

Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Ensayo 4 SUMA 

M (3:1) F-WT  M  F-WT  M  F-WT  M  F-WT  M  F-WT  M  

O 27 11 39 13 25 10 155 44 246 78 
E (3:1) 28,5 9,5 39 13 26,25 8,75 149,25 49,75 243 81 
χ2 1 gl 0,32 0,00 0,24 0,89 0,15 

χ2 H 3 gl 1,29 

 χ2 1 gl (5 %) 3,84  χ2 3 gl (5 %) 7,82 

 χ2 1 gl (1 %) 6,64  χ2 3 gl (1 %) 11,35 

En principio, la hipótesis más sencilla era que el fenotipo de hipersensibilidad 

estuviera causado por una copia en homocigosis, en cuyo caso la segregación debería 

ajustarse a 3 fenotipo WT : 1 mutante. Para esta hipótesis (3:1), el análisis de 

homogeneidad indicó que no hay motivo para dudar de que las muestras fueran 

homogéneas (χ2 de homogeneidad = 1,29). El análisis de datos acumulados reveló que 

tampoco había motivos para dudar de la hipótesis de partida, ya que el valor de la χ2 (0,15) 

fue muy inferior al del nivel de significación (χ2 1 g.l. (5 %) = 3,84), es decir una segregación 

fenotípica acorde con una distribución 3 WT : 1 mutante.  

 Una vez confirmada la segregación 3:1 se procedió a averiguar si la mutación que 

originaba el fenotipo de sensibilidad estaba ocasionada por el inserto de T-DNA, en cuyo 

caso estaríamos ante un mutante insercional. Para ello todas las plantas con fenotipo 

mutante deberían contener el inserto T-DNA en su genoma. Sin embargo, en caso de que 

alguna de las plantas con fenotipo mutante no contenga el inserto de T-DNA estaríamos 

ante un mutante no insercional y sería más complicado identificar la parte del genoma 

alterada. 

El número de insertos T-DNA del mutante shp-1 fue analizado en el departamento 

de Biología Molecular dirigido por el profesor Rafael Lozano de la UAL mediante 

análisis Southern blot. Para realizar este análisis la progenie TG2 se separó en 2 lotes 

diferentes: las plantas con fenotipo WT y las plantas con fenotipo mutante (shp-1), usando 

como sonda un fragmento del gen nptII presente en el T-DNA. El Southern indicó la 

presencia de un único inserto T-DNA en el mutante shp-1 (Figura 24). 
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Figura 24. Análisis Southern blot realizado en dos lotes de plantas de la población TG2 de la línea 
mutante shp-1. WT: Plantas sin transformar, shp-1: Plantas TG2 con fenotipo mutante y F-WT: Plantas 
TG2 con fenotipo WT. E: EcoRI, H: HindIII. El análisis se ha realizado en el Laboratorio de Biología 
Molecular de la UAL. 

A raíz de estos resultados, se decidió realizar la clonación de las secuencias 

flanqueantes aguas arriba del T-DNA utilizando la estrategia denominada Anchor PCR. 

Esta estrategia ha sido utilizada con éxito por el grupo de la UAL dirigido por el Profesor 

Rafael Lozano para clonar regiones adyacentes a secuencias repetidas o de copia única 

(Giménez et al., 2010). Con esta estrategia, el T-DNA se localizó en el cromosoma 3, 

aproximadamente a 450 pb del gen Solyc03g118460.1.1 que tiene función desconocida 

hasta ahora. Tras la clonación del gen, se comprobó si existía correlación genotipo-

fenotipo realizando un genotipado mediante PCR. En treinta y cuatro plantas TG2 

sometidas a tratamiento salino (200 mM de NaCl) durante 15 días, se identificaron 25 

plantas con fenotipo WT y 9 plantas con fenotipo mutante. Sin embargo, en el estudio de 

co-segregación mediante PCR, de las 34 plantas genotipadas había 7 acigotas, 21 

hemicigotas y 6 homocigotas para el fragmento clonado, presentando co-segregación 

entre la región clonada del cromosoma 3 y el nptII, pero el fenotipo mutante de 

hipersensibilidad a la sal no co-segregó con el inserto T-DNA (Tabla 19).  
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Tabla 19: Correlación fenotipo-genotipo en la población segregante TG2. Presencia del gen marcador 
nptII y genotipado para la secuencia clonada. 

Planta Fenotipo Genotipado 
Alelo 
WT 

Alelo 
mutante nptII 

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 Homocigota - + + 
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 inserción T-DNA no era la responsable de la 

mutacion. Actualmente, se continúa con este trabajo para llegar a identificar la secuencia 

del genoma responsable del fenotipo mutante tanto por clonaje posicional como por 

secuenciación masiva o la combinación de ambas. 
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1.4.2. Caracterización fisiológica en condiciones de salinidad 

El contenido de agua en hoja se analizó en la población segregante TG2 de 3 experimentos 

diferentes realizados en cámara de cultivo de condiciones controladas, determinando el 

contenido de agua individual de cada planta. En condiciones control, no se observaron 

diferencias significativas en el contenido de agua de las plantas WT, las plantas TG2 de 

fenotipo WT y las de fenotipo mutante (11,54 + 0,87, 11,32 + 0,29 y 10,68 + 0,87 g g-1 

PS, respectivamente). En medio salino (200 mM NaCl), el contenido de agua en hoja de 

las plantas WT y de las plantas TG2 de fenotipo WT (F-WT) fué muy similar, mientras 

que fué significativamente superior en las hojas de las plantas con fenotipo mutante (shp-

1), como se observa en la figura 25a. Cuando se comparó el valor medio del contenido de 

agua de las hojas de las plantas WT, plantas TG2 de fenotipo WT y plantas mutantes 

(Figura 25a, derecha) se observó que el mutante presentaba alrededor de un 60% más 

de contenido de agua en hoja que el WT.  

Las concentraciones de Na+ y K+ también fueron analizadas en los diferentes 

ensayos llevados a cabo en TG2. Respecto al contenido de Na+, todas las plantas de 

fenotipo mutante presentaron una concentración de Na+ mucho mayor que las plantas 

TG2 de fenotipo WT y que las plantas WT. En la figura 25b se muestran los valores 

individuales de la concentración de Na+ en hoja de las plantas tratadas con 200 mM NaCl 

durante 15 días, donde se observa que las plantas mutantes no solo acumularon más agua 

en sus hojas sino también el ion salino Na+, lo que sugiere que este mutante podría estar 

afectado en el transporte de agua y solutos a la parte aérea. Así, mientras que la media de 

las concentraciones de Na+ fueron similares en las plantas WT y las TG2 de fenotipo WT, 

la media de concentración de Na+ en las hojas de las plantas mutantes fué más del doble 

con respecto a estas (Figura 25b, derecha), lo que explicaría los claros síntomas de 

clorosis observados en el mutante durante el tratamiento salino. La mayor acumulación 

de Na+ en el mutante no supuso sin embargo, una mayor pérdida de K+ en hoja, cuya 

concentración fue similar a la de las plantas WT y plantas TG2 con fenotipo WT, 

reflejando la elevada relación Na+/K+ la mayor acumulación de Na+ (Figura 25c).  
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Figura 25. El mutante shp-1 incrementa el contenido de agua y la concentración de Na+ en las hojas 
de las plantas desarrolladas en medio salino (200 mM NaCl durante 15 días). Se presentan los valores 
individuales de cada planta en la población segregante TG2 (Izquierda) y los valores medios + ES (Derecha) 
del contenido de agua (a) y concentración de Na+ (b) en hoja de plantas sin transformar (WT), plantas TG2 
de fenotipo WT (F-WT) y plantas mutantes (shp-1). c) Valores medios + ES de la concentración de K+ y la 
relación Na+/K+. * Diferencias entre medias (LSD5%). 
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El paralelismo observado entre la acumulación de agua y Na+ en hojas del mutante 

podría estar relacionado con una mayor pérdida de agua de las hojas por transpiración 

(cuticular o estomática). En primer lugar, se tomó una muestra representativa de la 

población TG2 para medir la pérdida de agua de hojas escindidas antes de aplicar el 

tratamiento salino. Si bien, en este ensayo se englobaron las hojas de plantas TG2 con 

fenotipo WT y fenotipo mutante (aproximadamente en una relación 3:1), ya que antes de 

aplicar el estrés no había diferencias fenotípicas entre ellas. A pesar de ello, se pudo 

observar que la pérdida de agua de las hojas fue mayor en la población TG2 de la línea 

mutante que en las plantas WT (Figura 26a). Seguidamente, a estas plantas se aplicó un 

tratamiento salino durante 15 días (200 mM NaCl) y tras identificar las plantas de fenotipo 

WT y mutante se midió la densidad estomática, ya que la mayor pérdida de agua de la 

hoja puede deberse a un mayor número de estomas que esté provocando una mayor 

pérdida de agua por transpiración estomática. Sin embargo, el número de estomas no solo 

no incrementaba en el mutante sino que incluso había una tendencia a reducirse en el 

mutante (Figura 26b), lo que indicó que la pérdida de agua no está relacionada con la 

densidad estomática. 

En este ensayo se midió de nuevo el contenido de agua en hoja y los resultados 

fueron similares a los obtenidos anteriormente, ya que el contenido en agua de la hoja fue 

significativamente superior en las plantas mutantes que en el resto de plantas al final del 

tratamiento (Figura 26b). También se analizó el estado hídrico mediante las medidas de 

potencial hídrico (Ψw), potencial osmótico (Ψπ) y potencial de turgor (Ψp). Estas medidas 

se realizaron en 7 plantas WT, 7 plantas TG2 de fenotipo WT y otras 7 plantas de fenotipo 

mutante (Figura 26c). Los valores de Ψw y Ψπ mostraron un comportamiento muy 

similar, ya que las plantas WT y de fenotipo WT presentaron valores similares, mientras 

que las plantas mutantes redujeron significativamente ambos potenciales (Ψw y Ψπ). La 

significativa reducción en el Ψπ podría estar relacionada con mayor acumulación de Na+ 

en las hojas del mutante, ya que los iones salinos son los que contribuyen principalmente 

a la reducción de Ψπ en medio salino (Muñoz‐Mayor et al., 2008). De acuerdo con la 

mayor reducción del Ψπ, el potencial de turgor en el mutante también fue mayor, lo que 

sugiere que el mutante fué capaz de mantener el turgor de manera más eficaz que el WT 

en condiciones salinas. 
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Figura 26. Las hojas del mutante hipersensible shp-1 son capaces de mantener el turgor y mejorar el 
estado hídrico en condiciones salinas. a) Evolución del porcentaje de pérdida de agua durante 8 horas en 
hojas escindidas de plantas desarrolladas en condiciones control del WT y una muestra representativa de la 
población TG2 (incluyendo las plantas de fenotipo WT y mutante). Los valores son expresados como 
porcentaje de pérdida de agua relativa a cada tiempo respecto al peso fresco inicial al tiempo 0. b) Valores 
medios del número de estomas, contenido de agua y c) potenciales hídrico, osmótico y de turgor en hojas 
de plantas WT, de plantas TG2 con fenotipo WT (F-WT) y mutante (shp-1) en un segundo experimento 
realizado en medio salino (15 días a 200 mM de NaCl). Valores medios + ES. * Diferencias entre medias 
(LSD5%). 
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Finalmente se analizó la concentración de sacarosa en las plantas TG2, observando 

que en condiciones salinas los niveles de sacarosa en las hoja de las plantas de fenotipo 

mutante eran nulos (Figura 27), mientras que en las plantas WT y TG2 con fenotipo WT 

sí se detectó sacarosa sin diferencias significativas entre ellos. En el primer experimento 

se observó que no aparecía el pico correspondiente a sacarosa en las hojas de las 6 plantas 

analizadas de fenotipo mutante, mientras que se detectaban perfectamente en 5 plantas 

WT y en 7 plantas TG2 de fenotipo WT. Esta alteración metabólica se corroboró en el 

siguiente experimento, donde nuevamente los valores medios de las 10 plantas WT y 21 

de fenotipo WT eran similares y nuevamente las hojas de las plantas mutantes no 

contenían sacarosa. La sacarosa es el vehículo que las plantas tienen para transportar los 

carbohidratos producidos en las hojas fuente hacia los sumideros (semillas, raíces, 

tubérculos) a través del floema, vía simplasto/apoplasto (Koch, 2004; Chen y Kim, 2006). 

La falta de sacarosa en el mutante shp-1 podría ser un síntoma de la elevada sensibilidad 

mostrada al tratamiento salino, ya que al tener dañado el aparato fotosintético (debido a 

la reducción del contenido en clorofila bajo tratamiento salino, figura 25a) las plantas 

mutantes no podrían realizar correctamente la fotosíntesis, y por tanto se reduciría la 

síntesis de carbohidratos. En principio, se descarta que la mutación afecte a algún gen 

implicado en la biosíntesis de sacarosa, ya que el contenido de sacarosa en las plantas 

mutantes es similar al de las plantas WT y las TG2 de fenotipo WT en ausencia de sal 

(datos no mostrados). 
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Figura 27. La concentración de sacarosa se anula en las hojas del mutante shp-1 en medio salino (200 
mM NaCl durante 15 días). Se presentan los valores individuales de cada planta en la población 
segregante TG2 (Izquierda) y los valores medios (Derecha) de los resultados obtenidos en dos 
experimentos. Se incluyen los valores de plantas WT (gris), plantas TG2 de fenotipo WT (verde oscuro) y 
las flechas rojas señalan los valores 0 obtenidos para todas las plantas mutantes (valores medios + ES).         
* Diferencias entre medias (LSD5%). 

2. Caracterización del mutante de tomate she-1 (salt hypersensitive esculentum-1)  

Dentro del programa de mutagénesis insercional de tomate, se han generado más de 3000 

líneas T-DNA a partir del cultivar de tomate Moneymaker, donde la mayoría de la líneas 

han sido ya fenotipadas por los grupos del IBMCP y del CEBAS. Uno de los mutantes 

identificados in vitro por el grupo del IBMCP fue el mutante she-1 con alta sensibilidad 

a la salinidad. En la progenie segregante TG2 cultivada in vitro en medio salino, este 

grupo observó que algunas de las plántulas eran hipersensibles a la sal, con una 

segregación aproximada 3:1. Una vez que el grupo del IBMCP obtuvo las semillas TG2, 

se llevaron a cabo evaluaciones tanto in vitro como in vivo de la población segregante en 

condiciones salinas. A partir de las plantas TG2 con fenotipo mutante se obtuvieron 

semillas (TG3) para identificar líneas homocigotas para la mutación, identificando el 
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grupo del IBMCP finalmente 3 líneas homocigotas para el fenotipo de hipersensibilidad. 

La etapa siguiente realizada por el grupo de Valencia fue analizar la segregación de 

resistencia a kanamicina (Kan) en estas líneas TG3 homocigotas para fenotipo, con el fin 

de comprobar si había co-segregación entre el fenotipo de sensibilidad a sal y el inserto 

T-DNA. Los resultados mostraron la ausencia de correlación entre el inserto y el fenotipo 

de hipersensibilidad a sal, ya que las 3 líneas homocigotas para fenotipo si segregaban 

para kanamicina. Debido a que el T-DNA no era el responsable de la mutación, el grupo 

del IBMCP obtuvo una línea homocigota para el fenotipo de sensibilidad a la sal y acigota 

para la presencia del T-DNA (no hay presencia del T-DNA en su genoma), y esta fué la 

línea TG4 que se utilizó en todos los ensayos de caracterización fisiológica presentados 

en este trabajo. Debido a su alta sensibilidad a la sal, este mutante se ha denominado she-

1 (salt hypersensitive esculentum-1). 

2.1. Caracterización fisiológica en condiciones de salinidad 

Para la caracterización fisiológica del mutante she-1, se realizaron tres ensayos 

independientes en las mismas condiciones de cultivo en la cámara de condiciones 

controladas. Las plantas WT y mutantes se pasaron a cultivo hidropónico al estado de 2 

hojas verdaderas (con disolución nutritiva control), y cuando las plantas tenían entre 4-6 

hojas completamente desarrolladas se aplicó el tratamiento salino. El nivel de estrés fue 

100 mM de NaCl y se aplicó durante 6 días, ya que las plantas morían rápidamente 

después de este tiempo debido probablemente a que el desarrollo de la raíz es mayor en 

cultivo hidropónico y, por consiguiente, también es mayor la absorción y transporte de 

iones salinos a la parte aérea. El fenotipo mutante se caracterizó por clorosis en las hojas, 

especialmente en las zonas internerviales, así como enrollamiento y engrosamiento de los 

foliolos (Figura 28a). A los 2 días de tratamiento ya se observaba claramente la clorosis 

foliar, lo que se correlacionó con la reducción significativa de clorofila a este tiempo en 

el mutante con respecto WT, reducción que continuó incrementando durante el 

tratamiento (Figura 28b).  
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Figura 28. Hipersensibilidad a la sal del mutante she-1 después de 6 días de tratamiento salino (100 
mM de NaCl). a) El fenotipo mutante se caracteriza por clorosis en sus hojas, especialmente en las zonas 
internerviales, enrollamiento y engrosamiento de los foliolos (ver imagen ampliada de los foliolos). b) 
Contenido de clorofila en hoja de las plantas WT y mutante tras 0, 2, 4 y 6 días de tratamiento salino 
(valores medios + ES). * Diferencias entre medias (LSD5%). 

En el primer experimento, se analizó el contenido de agua y las concentraciones de 

iones en hoja desarrollada y raíz al final del tratamiento salino (6 días a 100 mM NaCl), 

mientras que en los dos experimentos sucesivos se analizó la evolución tanto espacial 
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como temporal de estos parámetro, durante el periodo del tratamiento salino como se 

detalla en la figura 29, correspondiendo los resultados a los valores medios obtenidos en 

ambos experimentos. Tanto el ápice como las hojas jóvenes y adultas del mutante 

presentaron un contenido de agua significativamente mayor que el WT desde los 2 días 

de tratamiento, y estas diferencias fueron incrementando con el tiempo de tratamiento 

salino. Es interesante resaltar que la mayor diferencia en el contenido de agua al final del 

tratamiento salino (6 días) se observó en las hojas jóvenes, donde el contenido en agua 

incrementó el doble durante el tratamiento (desde 7,9 g g-1 PS inicial a 15,9 g g-1 PS final), 

mientras que en WT se mantuvo constante en torno a 7,9. Un comportamiento similar se 

observó en ápice y hoja adulta. En tallo (joven y adulto), el contenido de agua fue 

significativamente mayor en el mutante que en WT solo tras 6 días de tratamiento, cuando 

las hojas tienen ya un elevado estado de hidratación. En raíz, no se observaron diferencias 

significativas entre WT y mutante a lo largo del periodo de tratamiento salino, 

incrementando de manera similar el contenido de agua a medida que avanzó el periodo 

de tratamiento. 

Respecto a la distribución de Na+ en la planta, se observó que el incremento de la 

concentración de Na+ en la parte aérea del mutante fue significativamente superior con 

respecto al WT desde los 2 días de la aplicación del estrés (Figura 30). Aunque la 

acumulación de Na+ aumenta en el mutante desde ápice a la hoja adulta, los incrementos 

respecto al WT son similares en ápice, hoja joven y hoja, siendo la acumulación más de 

4 veces mayor en el mutante que en el WT. Estas diferencias en la acumulación de Na+ 

se observaron también en el tallo (tanto joven como basal), siendo el incremento de Na+ 

dos veces mayor en el mutante que en WT durante el tratamiento salino. Es interesante 

señalar que la distribución de Na+ en las plantas WT reflejó el mecanismo típico de tomate 

frente al estrés salino, acumulando mayor cantidad de Na+ en raíz y tallo (donde se 

alcanzan los mismos niveles después de 6 días de tratamiento) seguido de hoja adulta, 

con el fin de proteger los tejidos jóvenes en desarrollo de la llegada masiva de Na+; así, 

la concentración de Na+ que se alcanzó en hoja joven después de 6 días de tratamiento 

fué 1059 mmol kg-1 PS, frente a 2211 mmol kg-1 PS en el tallo joven. Sin embargo, las 

concentraciones en hoja y tallo joven del mutante eran similares (4613 y 4784 mmol kg-

1 PS, respectivamente), lo que explica la rapidez en alcanzar niveles tóxicos en las hojas 

jóvenes del mutante tras la aplicación del estrés y, finalmente, la muerte celular, como se 

observó en el mutante que no fue capaz de soportar más de una semana la salinidad.  
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Figura 29. El mutante she-1 incrementa el contenido de agua de la parte aérea con la salinidad (100 
mM NaCl). Las plantas se desarrollaron en cultivo hidropónico y el tratamiento se aplicó en el mismo 
cuando las plantas habían desarrollado 5 hojas verdaderas. Valores medios + ES. * Diferencias entre medias 
(LSD5%). 
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Figura 30. La hipersensibilidad del mutante she-1 a la salinidad está relacionada con un alto 
transporte de Na+ a la parte aérea. Las plantas se desarrollaron en cultivo hidropónico y el tratamiento 
salino (100 mM NaCl) se aplicó cuando las plantas habían desarrollado 5 hojas verdaderas. Valores medios 
+ ES. * Diferencias entre medias (LSD5%). 
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En cuanto al contenido en K+, en condiciones control (día 0) el mutante mostró una 

ligera menor concentración de K+ en todos los tejidos analizados de la parte aérea con 

respecto al WT, aunque sin diferencias significativas (Tabla 20). Sin embargo, tras 6 días 

de tratamiento salino (100 mM) la reducción de la concentración de K+ en el mutante, 

respecto a WT, fue significativamente superior en todos los órganos analizados, desde la 

raíz hasta el ápice, que en WT, lo que puede estar relacionado con el antagonismo 

existente entre los iones Na+ y K+, de modo que una alta concentración de Na+ reduce el 

transporte de K+ a la parte aérea (Chen et al., 2005; Hu et al., 2005; Tavakkoli et al., 

2011).  

Tabla 20. Concentración de K+ en diferentes tejidos de plantas WT y mutante en condiciones control 
(día 0) y después de 6 días de tratamiento salino (100 mM de NaCl) (valores medios + ES). * Valores 
medios de WT y mutante significativamente diferentes para el mismo tiempo y parte de la planta analizada 
(* Diferencias entre medias, LSD5%). 

Concentración de K+ (mmol Kg-1 PS) 

Tejido Genotipo Control Sal 

Ápice 
WT 1.253,7 + 100,1 1.027,8 + 49,3 * 

she-1 1.052,1 + 50,7 810,3 + 30,0 

Hoja joven 
WT 840,6 + 50,9 528,1 + 47,7 * 

she-1 743,6 + 48,4 386,0 + 12,1 

Hoja adulta 
WT 913,2 + 97,9 375,7 + 25,5 * 

she-1 783,0 + 49,3 248,8 + 17,6 

Tallo joven 
WT 1.442,3 + 224,2 1.336,0 + 78,6 * 

she-1 1.216,7 + 120,8 1.104,1 + 53,3 

Tallo adulto 
WT 1.388,3 + 219,5 1.049,8 + 41,8 * 

she-1 1.117,5 + 91,0 662,8 + 88,4 

Raíz 
WT 1.421,2 + 89,6 1.279,1 + 89,5 * 

she-1 1.491,8 + 167,1 989,5 + 60,9 

La evolución de la relación Na+/K+ en todos los tejidos de la parte aérea de las 

plantas mostró una tendencia bastante similar a la observada en la concentración de Na+, 

con un aumento desde el primer muestreo (2 días de salinidad) hasta el fin del tratamiento 

(6 días) en el mutante respecto al WT (Figura 31). Destaca el importante aumento de la 

relación Na+/K+ en las hojas jóvenes y adultas, alcanzando en las primeras un valor de 

11,5 respecto a 2,2 en WT y en las segundas un valor de 25,4 respecto a 4,1 en WT, lo 

que nuevamente demuestra la incapacidad del mutante para evitar la citotoxicidad en las 

órganos en desarrollo. 
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Figura 31. La hipersensibilidad del mutante she-1 a la salinidad está relacionada con valores muy 
elevados en la relación Na+/K + en hojas jóvenes y adultas. Las plantas se desarrollaron en cultivo 
hidropónico y el tratamiento salino (100 mM NaCl se aplicó cuando las plantas habían desarrollado 5 hojas 
verdaderas. Valores medios + ES. * Diferencias entre medias, LSD5%). 
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Finalmente, el grado de daño oxidativo se analizó en la primera hoja desarrollada 

mediante tinción DAB (3,3 diaminobenzidina) antes de aplicar el estrés (día 0) y después 

de 6 días de tratamiento salino (100 mM de NaCl). Las hojas control de WT y mutante 

no mostraron áreas de color marrón, indicativas de la acumulación de H2O2, mientras que 

si aparecieron en condiciones de salinidad, siendo el área de las manchas detectadas en 

las hojas del mutante significativamente mayor que el de las plantas WT (Figura 32). 

Este resultado sugiere que el estrés salino induce un mayor estrés oxidativo en el mutante, 

debido probablemente al deterioro del aparato fotosintético como consecuencia del efecto 

tóxico provocado por la alta acumulación de Na+ en estos tejidos (Chen y Murata, 2011; 

Saleem et al., 2012; Shaheen et al., 2012). 

 

 

 

 

Figura 32. El grado de estrés oxidativo inducido por la salinidad es mayor en el mutante she-1 como 
refleja la tinción de DAB. Los círculos rojos indican el grado de daño oxidativo detectado en foliolos de 
plantas WT (Derecha) y mutante (Izquierda) el día 0 (a) y después de 6 días de tratamiento salino con 100 
mM de NaCl (b). 

Para completar la caracterización fisiológica del mutante, se realizó un último 

ensayo en las mismas condiciones de cultivo y tratamiento salino (100 mM NaCl), con el 

objetivo de corroborar la alta velocidad de transporte de Na+ a las hojas jóvenes del 

mutante y comprobar si la acumulación de Na+ estaba o no asociada con un mayor flujo 

de evapotranspiración. Al analizar la concentración de Na+ en hoja joven a los 0, 1, 2 y 4 

días de tratamiento salino (Figura 33a), se observó que el mutante duplicaba la 

concentración de Na+ respecto al WT tan solo después de un día de tratamiento, y 

continuó incrementando la acumulación de manera similar a los resultados obtenidos en 

el experimento anterior (Figura 30). 
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Figura 33. Concentración de Na+ (a) y medidas de conductancia estomática y tasa de transpiración 
(b) en hoja joven de plantas WT y mutante she-1 desarrolladas a 100 mM de NaCl (valores medios + 
ES). * Diferencias entre medias (LSD5%). 

Tras analizar la conductancia estomática (gs) y la tasa de transpiración (E) en las 

mismas hojas jóvenes a los 0, 1, 2 y 3 días de tratamiento (Figura 33), se observó que la 

mayor acumulación de agua junto con la de Na+ en las hojas del mutante podría ser como 

consecuencia de un mayor flujo de evapotranspiración. Así, los valores medios de gs y 

transpiración fueron similares en WT y mutante en control (día 0). La salinidad provocó 
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un marcado descenso de gs y transpiración en ambos genotipos, debido probablemente al 

cierre estomático, sin embargo tras dos días de tratamiento esta disminución fue 

significativamente menor en el mutante que en WT. Estos resultados ponen de manifiesto 

que el mutante podría estar perdiendo más agua en hoja por mayor transpiración, lo que 

induciría un mayor transporte de agua conjuntamente con Na+ y, por tanto, un rápido 

estrés iónico. 

2.2. Expresión de genes implicados en el transporte de Na+ 

El alto transporte de Na+ a la parte aérea del mutante también podría ser una consecuencia 

de la alteración en los niveles de expresión de los genes implicados en el transporte a 

larga distancia de Na+, es decir desde la raíz a la parte aérea. Para ello se analizó en raíz 

y en la 1ª hoja completamente desarrollada de plantas WT y mutante la expresión de los 

principales genes implicados en el transporte a larga distancia de Na+, como son SlSOS1 

y SlHKT1s (Figura 34). En este último caso se determinó la expresión de las dos 

isoformas identificadas en tomate: SlHKT1;1 y SlHKT1;2. La expresión relativa de los 

genes se calculó utilizando como referencia la expresión génica obtenida en las plantas 

WT (hoja o raíz en cada caso) a 0 horas del tratamiento salino (condiciones control), a la 

que se otorgó un valor de 1. En raíz los cambios más significativos se observaron en la 

expresión de SlHKT1s, ya que la expresión de las dos isoformas, principalmente 

SlHKT1;1, estaba inhibida en la raíz del mutante respecto al WT, tanto en control como 

después de 24 horas de sal (100 mM NaCl). La expresión SlHKT1;1 no se vio muy 

afectada por la salinidad, sin embargo la salinidad indujo una disminución en la expresión 

de la isoforma SlHKT1;2, tanto en raíz del WT como del mutante, aunque en el mutante 

los niveles de expresión eran significativamente menores que los de WT. En el caso de 

SlSOS1 en raíz, aunque se observó una ligera tendencia a que el mutante presentara mayor 

expresión en ausencia de estrés (control), las diferencias entre WT y mutante no fueron 

significativas ni en control ni en sal. 
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Figura 34. Niveles de expresión de los genes SlHKT1;1, SlHKT1;2 y SlSOS1 en raíz y hoja de plantas 
WT y mutante she-1 en control (día 0) y después de 1 día de tratamiento salino (100 mM de NaCl) 
(valores medios + ES). * Diferencias entre medias (LSD5%).  

En hoja el papel de estos genes se ha relacionado también con la capacidad para 

evitar la citotoxicidad del Na+ en el citoplasma celular (Almeida et al., 2013; Hamamoto 

et al., 2015). Al igual que en la raíz, en hoja los cambios más significativos se observaron 

en la expresión de los SlHKT1s (Figura 34). En WT, la salinidad indujo un 
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comportamiento opuesto en la expresión de estas isoformas, mientras que aumentaba con 

la sal la expresión de SlHKT1;1, la expresión de SlHKT1;2 se reducía hasta 0,3, lo que 

sugiere que ambos genes pueden estar implicadas en diferentes mecanismos de respuesta 

a la salinidad de la hoja, como ya ha sido sugerido por otros autores (Asins et al., 2013). 

En el mutante, sin embargo, la expresión de ambas isoformas SlHKT1;1, y SlHKT1;2 

estaba fuertemente inhibida por la salinidad. En cuanto a la expresión de SlSOS1 en hoja 

no se observaron diferencias significativas entre WT y mutante sin y con estrés, 

aumentando la expresión de SlSOS1 tras 24 horas de tratamiento salino en ambos 

genotipos por igual. Estos resultados sugieren que la alta acumulación de Na+ en la parte 

aérea del mutante she-1 hipersensible a la sal podría estar relacionada con la alteración 

en el patrón de expresión de los genes SlHKT1s. 

2.3. Importancia de la raíz y parte aérea en la sensibilidad a la sal del mutante she-

1  

Para completar la caracterización del mutante she-1 se realizó un experimento 

intercambiando la raíz y parte aérea de WT y mutante mediante injertos, y comparando 

la respuesta frente a la salinidad de los injertos recíprocos WT como esqueje y she-1 como 

portainjerto (WT/she-1) y el recíproco (she-1/WT) con la respuesta de las plantas 

autoinjertadas de WT y mutante (WT/WT y she-1/she-1). Los injertos recíprocos se 

compararon con las plantas autoinjertadas debido a que hay un desfase en el desarrollo 

entre las plantas no injertadas e injertadas, ya que tiene que producirse la unión de los 

haces vasculares para volver a reanudar el desarrollo (Fernández García, 2003).  

Antes de aplicar el tratamiento salino (día 0), el desarrollo de las plantas 

autoinjertadas y de los injertos recíprocos entre WT y mutante fué similar (Figura 35a). 

Sin embargo, a los 2 días de tratamiento salino (150 mM NaCl) las plantas autoinjertadas 

del mutante she-1 (she-1/she-1) y la combinación WT/she-1 mostraron clorosis en sus 

hojas, mientras que las otras dos combinaciones (WT/WT y she-1/WT) no mostraron 

ningún síntoma de estrés por salinidad (Figura 35b). Estas diferencias frente a la 

salinidad se hicieron más evidentes tras 5 días de tratamiento, donde la hipersensibilidad 

a la sal de la combinación WT/she-1 siguió siendo similar a la observada en las plantas 

autoinjertadas del mutante (she-1/she-1), con hojas basales secas, quemaduras en las 

hojas completamente desarrolladas y alto grado de clorosis, sobre todo en las hojas 
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jóvenes (Figura 35c). Los valores medios de peso fresco de parte aérea y raíz fueron 

significativamente más bajos en los injertos WT/she-1 y she-1/she-1 que en las otras dos 

combinaciones, lo que demostró que estas plantas redujeron significativamente su 

desarrollo general tras 5 días de tratamiento. Las plantas autoinjertadas de WT y de la 

combinación 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 raíz es el principal órgano responsable de la sensibilidad a la sal del mutante she-1. a) 
El desarrollo de las plantas autoinjertadas de WT y mutante (WT/WT y she-1/she-1) y los injertos 
recíprocos entre WT y mutante (she-1/WT y WT/she-1) era similar justo antes de aplicar el tratamiento 
salino (día 0). b) A los 2 días de tratamiento salino (150 mM NaCl) solo las plantas autoinjertadas del 
mutante she-1 y la combinación WT/she-1 mostraban ya síntomas de clorosis en sus hojas. c) Después de 
5 días de tratamiento, la hipersensibilidad a la sal del mutante y de WT/she-1 es muy evidente, con hojas 
secas y alto grado de clorosis.  
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Figura 36. Cuando el mutante she-1 actúa como portainjerto (WT/she-1 y she-1/she-1) se reduce el 
peso de la raíz y parte aérea de los injertos al final del tratamiento salino. Peso de la raíz y parte aérea 
de las plantas autoinjertadas de WT y mutante (WT/WT y she-1/she-1) y los injertos recíprocos entre WT 
y mutante (she-1/WT y WT/she-1) el día 0 y después de 5 días de tratamiento salino (valores medios + ES). 
Letras diferentes para el mismo día de tratamiento indica diferencias significativas. (Diferencias entre 
medias, LSD5%). 

Las concentraciones de los iones Na+, K+ y la relación Na+/K+ se analizaron en raíz 

y hoja antes de aplicar el tratamiento salino (día 0) y tras 2 y 5 días de tratamiento salino 

(150 mM NaCl). Con este análisis se constató que cuando el portainjerto era el mutante 

y la parte aérea WT (WT/she-1), la homeostasis iónica 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 

distribución de iones durante el tratamiento salino fue similar a la mostrada por las plantas 

WT, tanto autoinjertadas como no injertadas (Figura 37). Así, mientras que en raíz solo 

se observó una tendencia a aumentar la concentración de Na+ en las dos combinaciones 

sensibles a sal a los 5 días de tratamiento, en hoja la concentración de Na+ se duplicó en 

WT/she-1 y she-1/she-1 a los 2 días de tratamiento (datos no mostrados), respecto a las 

otras combinaciones, y continuó incrementando tras 5 días tratamiento salino (Figura 

37a). La concentración de K+ también tendió a reducirse en las hojas de ambas 

combinaciones a los 5 días de tratamiento, aunque sin diferencias significativas (Figura 

37b), lo que indujo valores de la relación Na+/K+ en hoja mucho más elevados en WT/she-

1 y she-1/she-1 que en las plantas autoinjertadas de WT y la combinación she-1/WT 

(Figura 37c). Así, los valores de la relación Na+/K+ fueron próximos a 14 en los injertos 

que tenía el mutante en la raíz y 4 en los otras dos. Considerados en conjunto, estos 

resultados muestran la importancia de la raíz en la sensibilidad a la sal del mutante. 
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Figura 37. La elevada acumulación de Na+ y relación Na+/K + en hojas de las plantas autoinjertadas 
del mutante she-1 y en las plantas injertadas WT/she-1 están relacionadas con la hipersensibilidad a 
la sal. Concentraciones de Na+ 

(a), K+ (b) y relación Na+/K+ (c) en raíz y hoja de plantas antes de aplicar el 
tratamiento salino (día 0) y a los 5 días de tratamiento salino (150 mM NaCl; valores medios + ES). Letras 
diferentes para el mismo día de tratamiento indica diferencias significativas (Diferencias entre medias, 
LSD5%). 
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IV. CAPITULO I 

 DISCUSIÓN 

1. Interés de utilizar la especie silvestre S. pennellii para identificar mutantes 

implicados en tolerancia a salinidad  

Para mantener el desarrollo en condiciones de estrés salino, las plantas deben recuperar 

la homeostasis iónica y osmótica (Munns y Tester, 2008). Desde un punto de vista 

agronómico, la primera cuestión que nos planteamos es como llegar a identificar genes y 

mecanismos que tengan un papel realmente importante en la respuesta al estrés salino a 

largo plazo (Hirayama y Shinozaki, 2010). Recientemente, Shavrukov (2013) cuestionaba 

los genes que se identifican como respuesta a un choque salino y que se inducen durante 

los primeros minutos o primeras horas de exposición. Así, al comparar los que se inducen 

por choque salino con los genes que se inducen a más largo plazo, observó que los 

patrones de expresión de genes eran muy diferentes. Además, Blum (2011) sugería que 

entre los cientos de genes de respuesta a estrés hídrico que se identifican a corto plazo, 

solo una pequeña proporción de ellos pueden ser realmente importantes desde el punto de 

vista de la productividad. Por ello, la estrategia utilizada en este trabajo para avanzar en 

el conocimiento de los mecanismos de tolerancia a salinidad en tomate cultivado y 

silvestre ha sido el fenotipado a medio y largo plazo de mutantes en condiciones de 

salinidad.  

En este contexto, el análisis detallado de un mutante representa uno de los caminos 

más exitosos para determinar la función de un gen (Kuromori et al., 2009; Giménez et 

al., 2010; Atkinson y Urwin, 2012). El empleo de esta aproximación tiene dos ventajas: 

en primer lugar, la detección de un mutante revela que el gen alterado tiene un efecto 

clave sobre el carácter, ya que su alteración es capaz de provocar un cambio cualitativo; 

y, en segundo lugar, el fenotipo del mutante permite inferir la función del gen. Sin 

embargo, no todos los mutantes identificados son mutantes insercionales, ya que algunas 

de las líneas que exhiben alteraciones fenotípicas pueden ser variantes epigenéticas 

debido, entre otras causas, a una alteración en el proceso de metilación del DNA (Mohan 

Jain, 2001). Algunos de los mutantes que hemos identificado también pueden ser de tipo 

somaclonal, como consecuencia de la activación de elementos transponibles, y por tanto 

no insercional. La activación de elementos transponibles in vitro tiene los mismos efectos 
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que una mutación insercional (anulación de función o alteración de expresión de un gen 

endógeno), pero la diferencia estriba en que el gen endógeno no queda etiquetado por el 

T-DNA, sino por el transposón.  

La mutagénesis insercional con T-DNA representa en la actualidad una de las 

alternativas más prometedoras para la identificación y caracterización funcional de los 

genes que regulan tanto el desarrollo como la tolerancia o sensibilidad a diferentes 

estreses abióticos. Esta herramienta se ha utilizado sobre todo en Arabidopsis para la 

identificación de genes involucrados en diferentes procesos biológicos (O’Malley y 

Ecker, 2010; Ghedira et al., 2013; Wilson-Sanchez et al., 2014). El análisis de mutantes 

de inserción se ha desarrollado también en otras especies de interés agronómico, como 

arroz, maíz, soja, etc. (Jeon et al., 2000; Mathieu et al., 2009; Yi et al., 2009). En tomate, 

la mayoría de las colecciones de mutantes existentes se han obtenido por mutagénesis 

química con EMS y se han generado principalmente a partir del cultivar Micro-Tom 

(Carvalho et al., 2011; Okabe et al., 2011; Saito et al., 2011). Hasta la fecha, no tenemos 

conocimiento de que se haya generado ninguna colección de mutantes de inserción a 

partir de un cultivar de tomate comercial ni a partir de especies silvestres de tomate con 

alto nivel de tolerancia a estreses abióticos, como las que se están obteniendo entre los 

tres grupos de investigación que venimos colaborando desde hace unos años (Atarés et 

al., 2011; Pineda B., 2012). Esto justifica el interés de llevar a cabo el análisis fenotípico 

de la colección de líneas T-DNA generadas en tomate cultivado y silvestre. 

En este trabajo, el primer objetivo era la identificación de mutantes afectados tanto 

en el desarrollo como en la tolerancia a la salinidad en la colección generada a partir de 

una accesión tolerante a la sal de S. pennellii (Bolarin et al., 1991; Alarcon et al., 1993; 

Santa-Cruz et al., 1999). El interés de identificar mutantes de desarrollo es doble, primero 

por avanzar en el conocimiento de los genes implicados en el desarrollo, pero en nuestro 

caso por la relación existente entre desarrollo y respuesta a estrés. Así, algunas 

alteraciones en el desarrollo pueden favorecer la respuesta a estrés, aunque la inducción 

de ciertos mecanismos de defensa frente al estrés también puede suponer un coste 

energético importante y viceversa (Claeys y Inzé, 2013; Cui et al., 2014), tal como hemos 

observado recientemente en el mutante de desarrollo res (restored cell structure by 

salinity); este mutante no solo muestra un mayor desarrollo en medio salino sino que 

todas las alteraciones morfológicas desaparecen y se reorganiza la estructura celular 

(Garcia-Abellan et al., 2015). La tolerancia a la sal de S. pennellii se ha atribuido a 
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adaptaciones evolutivas que conducen a recuperar rápidamente la homeostasis iónica y 

osmótica (Bolarín et al., 1995; Santa-Cruz et al., 1999; Alfocea et al., 2000), así como a 

una mejor protección frente a las especies reactivas de oxígeno (Frary et al., 2010), 

aunque la base genética para esas adaptaciones sigue siendo desconocida. El empleo de 

una especie filogenéticamente relacionada con tomate y que presenta altos niveles de 

tolerancia a distintos estreses abióticos puede ser la mejor elección si queremos encontrar 

genes relacionados con estos caracteres y que puedan aportar cierta mejora a la especie 

cultivada (Bolger et al., 2014).  

2. Algunas alteraciones en el desarrollo vegetativo de las plantas están relacionadas 

con una mayor tolerancia al estrés salino  

La especie silvestre S. pennellii, al estar adaptada a condiciones climáticas extremas, 

muestra características morfológicas que contribuyen a la mejor adaptación a estreses 

abióticos, en comparación con el tomate cultivado. En este sentido, no es descartable que 

mutantes clasificados a priori como de desarrollo puedan tener un gran interés para la 

mejora de la tolerancia a los estreses abióticos. Al comparar tomate cultivado y silvestre, 

es indudable que las diferencias fenotípicas son notables (Moyle, 2008; Chitwood et al., 

2013; Koenig et al., 2013), y esos cambios en sus órganos vegetativos como hojas, que 

exhiben diferencias en el tamaño, complejidad y morfología, han permitido a la especie 

silvestre adaptarse a su entorno desfavorable (Chitwood et al., 2013). Sin embargo, los 

estudios sobre las características de las hojas de S. pennellii son escasos (Kimura et al., 

2008; Tian et al., 2011). Recientemente, Chitwood et al. (2013) indicaban que la 

morfología foliar es altamente heredable, siendo S. pennellii un recurso valioso para 

estudiar la variación natural en las hojas. Del mismo modo que el ángulo de las hojas ha 

sido responsable de la mayoría de los aumentos de rendimiento de maíz en el siglo pasado 

(Duvick, 2005; Tian et al., 2011), la morfología de las hojas puede ser determinante, en 

gran parte, de la tolerancia a estreses abióticos, y hasta ahora sólo una pequeña fracción 

de los genes que regulan la enorme variación de morfología de las hojas han sido 

identificados (Chitwood et al., 2013). En este sentido, se ha sugerido que la forma y el 

tamaño de las hojas juegan un papel importantes en la eficiencia del uso del agua 

(Parkhurst y Loucks, 1972; Givnish y Vermeij, 1976; Poorter et al., 2010; Nicotra et al., 

2011; Chitwood et al., 2012). 
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El mutante sl-1 (succulent leaves-1), de la especie silvestre S. pennellii, es un 

mutante de desarrollo identificado en la población TG1 (dominante), y que muestra un 

fenotipo compacto. El mayor interés del mutante, desde el punto de vista de la tolerancia 

a estrés abiótico, es la morfología de sus hojas, de color verde muy intenso, mayor grosor 

y muy suculentas (Figura 18), características que le permite al mutante mantener un 

mayor nivel de hidratación en sus hojas (Figura 19b). Estos cambios morfológicos y 

fisiológicos observados en el mutante en ausencia de estrés permiten a este responder 

mejor al estrés iónico inducido por la salinidad (Figura 20). Así, el mutante sl-1 presenta 

mayor acumulación de K+ y menor relación Na+/K+, mecanismo opuesto al encontrado 

normalmente en la especie silvestre, y llega incluso a mostrar menores síntomas de estrés, 

como clorosis, que la accesión sin transformar de la especie silvestre. Estos resultados 

ponen de manifiesto que la morfología de las hojas es una característica muy importante 

en la tolerancia al estrés salino. 

3. El análisis de mutantes de S. pennellii demuestra la importancia de regular la 

pérdida de agua como mecanismo de tolerancia a la salinidad  

Frente al estrés osmótico inducido por salinidad y sequía, las plantas utilizan diferentes 

estrategias que permiten mantener el turgor, bien mediante ajuste osmótico por 

acumulación de solutos inorgánicos y orgánicos o mediante la regulación de la pérdida 

de agua a través de las hojas (Verslues y Juenger, 2011; Fang y Xiong, 2015). Aunque el 

efecto osmótico se ha asociado generalmente a las primeras fases de estrés, en tomate se 

ha comprobado que puede ser tan importante como el efecto iónico a largo plazo, debido 

al importante coste energético que supone la utilización de solutos orgánicos para realizar 

el ajuste osmótico (Muñoz‐Mayor et al., 2008; Munoz-Mayor et al., 2012). Precisamente, 

uno de los mutantes identificados en tomate que tiene anulada la expresión del gen 

SlWAK1 (WALL-ASSOCIATED KINASE 1), es tolerante al estrés iónico, ya que reduce la 

acumulación de Na+ en hoja y especialmente en las hojas superiores, pero sensible al 

estrés osmótico debido a su menor capacidad de ajuste osmótico (Meco Martínez, 2015), 

y esto se refleja en una reducción del rendimiento en fruto del mutante wak1 en 

condiciones salinas.  

En los últimos años, se está dando gran importancia al control de la pérdida de agua 

de la hoja por transpiración en condiciones de estrés, especialmente después del estudio 

comparativo entre la especie silvestre y cultivada publicado por Koenig et al. (2013), y 
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con la información obtenida tras la secuenciación del genoma de la especie silvestre S. 

pennellii (Bolger et al., 2014). Sin embargo, pese a su enorme relevancia es muy poco lo 

que sabemos en torno a los mecanismos y genes implicados en el control de la pérdida de 

agua por transpiración y, además, hay discrepancias en la bibliografía a la hora de definir 

la mejor estrategia para mejorar la eficiencia del uso del agua por la planta (Tanaka et al., 

2013; Lawson y Blatt, 2014). Así, una estrategia propuesta es aumentar la conductancia 

estomática para incrementar la tasa fotosintética, mientras que la estrategia opuesta parece 

ser más eficaz en las especies tolerantes (Shabala, 2013). Pero en condiciones salinas, la 

mayor transpiración de la hoja puede incrementar el efecto tóxico, como hemos 

comprobado recientemente en el mutante de inserción ars1 (altered response to salt stress 

1), que tiene anulada la expresión de un factor de transcripción de tipo R1-MYB (Campos 

Serrano, 2015).  

La caracterización fisiológica de los mutantes succulent leaves-1 (sl-1) y salt 

hypersensitive pennellii (shp-1) demuestra la importancia que tiene la capacidad de la 

hoja para regular la pérdida de agua frente a la tolerancia/sensibilidad al estrés salino. En 

este sentido, el mecanismo predominante en el mutante sl-1 es evitar la pérdida de agua, 

bien por modificaciones en la densidad o morfología de los estomas, o bien por cambios 

en la composición o disposición de las ceras cuticulares de la hoja, ya que, como hemos 

visto anteriormente, el mutante sl-1 presenta hojas con foliolos crasos que provoca una 

mayor tolerancia al estrés salino que WT. Por el contrario, el mutante shp-1 presenta 

mayor pérdida de agua por las hojas, provocando una mayor transpiración y transporte de 

agua y, a su vez, un mayor transporte del ion tóxico Na+ hasta las hojas en medio salino 

(Figura 26a y 25b). Esta alteración fisiológica del mutante shp-1 induce elevada clorosis 

e hipersensibilidad a la salinidad desde los primeros días de aplicar el estrés. El análisis 

de ambos mutantes demuestra que el control de la pérdida de agua tiene un papel muy 

importante en la tolerancia de la especie silvestre frente a la salinidad y sequía. Esto ha 

sido confirmado recientemente al comparar la respuesta del tomate cultivado y silvestre 

y observar que la mayor tolerancia de S. pennellii estaba relacionada con mayor 

temperatura de la hoja durante el estrés salino, medida por termografía infrarroja, y, por 

consiguiente, con menor pérdida de agua, lo que le permitía diluir los iones salinos que 

llegan hasta las hojas (Albaladejo et al., 2015a). 

Otra estrategia que puede suponer un importante mecanismo para optimizar la 

productividad del agua bajo condiciones salinas es la reducción en la densidad estomática, 
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tal como se ha observado en diferentes halófitas e incluso en algunas glicófitas tolerantes 

a salinidad (Shabala, 2013), y esta estrategia parece también ser utilizada por S. pennellii 

(Albaladejo et al., 2015b). La razón es que la transpiración cuticular está normalmente 

concentrada en el área que circunda a los estomas, donde hay más y mayores poros 

cuticulares, por lo que tener menor número de estomas completamente abiertos puede ser 

una estrategia más eficaz para evitar la pérdida de agua que tener muchos estomas 

parcialmente abiertos (Shabala, 2013). Sin embargo, la mayor pérdida de agua en el 

mutante hipersensible a sal shp-1 no estaba relacionada con una mayor densidad 

estomática, ya que el número de estomas no solo no incrementaba sino que incluso había 

una tendencia a reducirse en el mutante (Figura 26b), lo que sugiere que la pérdida de 

agua en el mutante puede ser a través de la cutícula.  

Cuando se habla de pérdida de agua a través de la hoja generalmente se considera 

el agua perdida por transpiración estomática, pero recientemente se ha empezado a 

considerar el agua perdida por la cutícula (Wu et al., 2012; Fanourakis et al., 2014). Así, 

el mayor contenido de ceras en la composición de la cutícula de la especie silvestre S. 

pennellii (hasta un 20% del peso seco de las hojas, respecto a un 0,9% en las hojas de S. 

lycopersicum) puede ser un mecanismo clave para limitar la pérdida de agua (Fobes et 

al., 1985). Tan marcado aumento en la acumulación de ceras epicuticulares se relaciona 

con diferencias significativas en la expresión de genes ortólogos asociados con la 

deposición de las ceras entre S. lycopersicum y S. pennellii (Koenig et al., 2013). Por 

ejemplo, la expresión de dos genes que codifican para enzimas que intervienen en la 

producción de precursores de componentes de cera salifáticas, ECERIFERUM6 (CER6) 

y ECERIFERUM10 (CER10) (Millar et al., 1999; Fiebig et al., 2000) es 

significativamente superior en S. pennellii en comparación con S. lycopersicum. 

Recientemente, hemos realizado un análisis de microarray en hojas procedentes de 

plantas de tomate cultivado y de la especie silvestre S. pennellii en condiciones de sequía 

y hemos observado diferencias entre ambas especies en el patrón de expresión de genes 

involucrados en la eficiencia del uso del agua, incluido un gen implicado en la biosíntesis 

de ceras que incrementa su expresión en S. pennellii (Albaladejo et al., 2015a, b). 

Considerados en conjunto, se puede concluir que el control de la pérdida de agua por la 

hoja tiene un papel muy importante en la tolerancia del tomate frente a la salinidad y 

sequía. 
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4. Relación entre tolerancia a la salinidad y homeostasis de K+ 

Numerosos estudios han sugerido una relación positiva entre el contenido de K+ en la 

planta y la tolerancia a la salinidad (Chen et al., 2005; Garthwaite et al., 2005; Chen et 

al., 2007; Smethurst et al., 2008; Cuin et al., 2011). Para identificar los mecanismos 

determinantes de la tolerancia a la salinidad en las especies silvestres, sería de gran interés 

avanzar en el conocimiento de los mecanismos que operan en las halófitas para ser 

capaces de discriminar entre K+ y Na+ y mantener la homeostasis de K+ en ambientes 

salinos. Interesantemente, el mutante sl-1 de S. pennellii mejora la homeostasis de K+. 

Como hemos visto anteriormente, este mutante mostraba una mayor tolerancia al estrés 

salino que WT y a su vez presentaba un mayor contenido de K+ tanto en control como en 

estrés salino (Figura 20c), lo que indica que la mutación induce una mayor acumulación 

de K+ que puede estar relacionada con la mayor tolerancia del mutante al estrés salino, 

(Tahal et al., 2000; Rengel y Damon, 2008). Por el contrario, el K+ disminuye con la 

salinidad en el mutante she-1 (Tabla 20) y, como consecuencia de esta disminución, junto 

con la elevada acumulación de Na+, la relación Na+/K+ es mucho mayor en la parte aérea 

de las plantas del mutante hipersensible a sal she-1. La relación Na+/K+ es probablemente 

el mejor carácter que refleja la homeostasis iónica, de modo que un menor valor de esta 

relación Na+/K+ se puede correlacionar con una mayor tolerancia a la salinidad (Estañ et 

al., 2005).  

5.  La regulación del transporte de Na+ a la parte aérea es un mecanismo de 

tolerancia común en la especie cultivada y silvestre 

El efecto específico inducido por la salinidad es la toxicidad iónica provocada por la 

acumulación de iones salinos, especialmente Na+ (Hasegawa, 2013; Maathuis, 2014). En 

tomate, se ha demostrado que la tolerancia a la salinidad está asociada con la capacidad 

de regulación del transporte de Na+ desde la raíz a la parte aérea a medio-largo plazo, así 

como la distribución de Na+ entre hojas adultas y jóvenes (Estañ et al., 2005; Olias et al., 

2009; Cuartero et al., 2010). Las plantas halófitas han desarrollado una serie de 

adaptaciones para tolerar concentraciones muy altas de sales, tales como 

compartimentación de iones en las vacuolas celulares, glándulas secretoras de sales y la 

regulación de la absorción y transporte de iones (Flowers et al., 1986; Colmer et al., 2006; 

Flowers y Colmer, 2008; Shabala y Mackay, 2011). La capacidad de las plantas halófilas 

de utilizar Na+ como un agente osmótico para mantener la turgencia celular, menos 
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costoso que los solutos orgánicos, implica que el Na+ llegue con rapidez a la parte aérea 

de las plantas a través de la corriente de transpiración después de imponer el estrés 

(Shabala y Mackay, 2011), mostrando una estrategia que se ha denominado ‘incluidora’, 

típica de la especies tolerantes a la salinidad (Bolarín et al., 1993; Bolarín et al., 1995; 

Estañ et al., 2005). Pero la regulación del transporte de Na+ a lo largo del periodo de 

exposición al estrés es un mecanismo que debe operar tanto en la especie cultivada como 

en la especie silvestre, como se demuestra en el mutante hipersensible a sal shp-1 de S. 

pennellii (Figura 22 y 25b). 

Una respuesta fisiológica similar a la mostrada por el mutante shp-1 de S. pennellii 

es la que presenta el mutante de tomate hipersensible a sal she-1, con elevada clorosis 

foliar durante el tratamiento salino (figura 28a), la cual parece estar también causada por 

el alto transporte de Na+ hasta las hojas (figura 29). En ambos mutantes, shp-1 y she-1, 

parece no existir ninguna barrera para transportar Na+ a la parte aérea, acumulándose en 

gran cantidad en las hojas y tallo de las plantas mutantes, pero no en raíz donde la cantidad 

de Na+ es similar a WT. También la estrategia de ambos mutantes para intentar reducir el 

efecto toxico del Na+ es incrementar el contenido de agua en las hojas, de este modo no 

eliminan per se el contenido de Na+, pero sí diluyen su concentración a nivel celular 

(Hasegawa, 2013).  

Aunque se ha avanzado en la identificación de genes implicados en la absorción y 

transporte de Na+, sin embargo aún hay un gran desconocimiento sobre la percepción, 

señalización y regulación del flujo de Na+ en la planta (Hasegawa, 2013; Maathuis, 2014). 

Además, hay evidencias de que los genes implicados pueden ser diferentes en cada 

especie. Así, los mecanismos de respuesta a estrés en Arabidopsis y arroz son distintos 

(Nagata et al., 2008), los ortólogos de SOS1 no cumplen la misma función en Arabidopsis 

y tomate (Olías et al., 2009) y hay una amplia variedad de transportadores de K+ (Gomez-

Porras et al., 2012). Por lo que respecta a los genes HKTs, hay uno en Arabidopsis, dos 

en tomate (Asins et al., 2013) y nueve en arroz, siete funcionales y dos pseudogenes 

(Garciadeblás et al., 2003). Teniendo en cuenta la diversidad de genes HKTs, no es de 

extrañar que los ortólogos de esta familia cumplan papeles diferentes (Huang et al., 2008; 

Jabnoune et al., 2009; Waters et al., 2013). Con relación al tomate, se ha demostrado que 

la ruta SOS no solo ejerce un papel en la salida de Na+ por la raíz, sino que también 

interviene en la redistribución dentro de la planta (Olias et al., 2009; Huertas et al., 2012). 

Respecto al papel de HKT1 en la tolerancia a la salinidad del tomate, recientes resultados 
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sugieren que ambas isoformas están involucradas en la reducción del transporte de Na+ a 

la parte aérea (Asins et al., 2013; García‐Abellan et al., 2014).  

Es interesante señalar que en el mutante hipersensible al estrés iónico she-1, la 

toxicidad de Na+ en hoja está relacionada con una alteración en los niveles de expresión 

de los genes SlHKTs (Figura 34). Así, en la raíz del mutante se encuentra silenciada la 

isoforma SlHKT1;1, tanto en condiciones control como a las 24 horas de estrés salino 

(Figura 34a). Una mutación disfuncional en el gen AtHKT1;1 en A. thaliana confiere a 

la planta mutante (athk1-3) una hipersensibilidad en hoja en condiciones de estrés salino, 

reflejado fenotípicamente en una severa clorosis foliar (Mäser et al., 2002; Berthomieu et 

al., 2003; Sunarpi et al., 2005), de manera similar a la respuesta observada en el mutante 

she-1. Moller et al. (2009) mostraron que la sobreexpresión de AtHKT1;1 en raíz de 

Arabidopsis provocó una disminución de Na+ en la parte aérea de la planta del 37-64%. 

En cuanto a la isoforma SlHKT1;2, se ha sugerido que juega un papel importante en la 

recuperación de Na+ de xilema evitando que se acumule en las hojas, ya que una mayor 

expresión de SlHKT1;2 en S. lycopersicum se ha correlacionado con una menor 

acumulación de Na+ en las hojas (Almeida et al., 2014; Garcia-Abellan et al., 2015). En 

el mutante she-1, la expresión de SlHKT1;2 se encuentra muy reducida en condiciones 

control y prácticamente inhibida tras 24 horas de tratamiento salino. A nivel de hoja, se 

detecta una inhibición en la expresión de ambas isoformas de HKT1 en condiciones de 

estrés salino, lo que podría ser una consecuencia de la mayor llegada de Na+ a las células 

de la hoja. Así, el mutante she-1 trataría de evitar o reducir la entrada masiva de Na+ a las 

células de las hojas mediante la inhibición de los genes HKT1s. En resumen, la región 

alterada del genoma en el mutante she-1 altera, de manera directa o indirecta, la expresión 

de los genes HKT1 y, por tanto, la homeostasis de Na+. 

Mediante injertos recíprocos entre WT y mutante se ha comprobado que la raíz es 

el órgano responsable de la sensibilidad a la sal del mutante she-1 (Figura 35). A los 5 

días de tratamiento salino (150 mM NaCl), las plantas autoinjertadas del mutante she-1 y 

las plantas con el mutante she-1 como portainjerto (WT/she-1) mostraban hojas basales 

secas, quemaduras en las hojas completamente desarrolladas y alto grado de clorosis en 

todas las hojas y, especialmente, en las hojas jóvenes. Además, la homeostasis iónica de 

Na+ y K+ en las plantas WT/she-1 era muy similar a la mostrada por el mutante, mientras 

que cuando el mutante se utilizaba como esqueje, la distribución de iones durante el 
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tratamiento salino era similar a la mostrada por las plantas WT (Figura 37). Estos 

resultados sugieren que la mutación podría estar alterando de forma directa o indirecta 

algún mecanismo de respuesta a salinidad en la raíz y esta alteración hace que la planta 

transporte de forma masiva Na+ a la parte aérea. La no observación de fenotipo de 

sensibilidad en el injerto que tiene como esqueje el mutante sugiere que la sensibilidad 

del mutante no parece ser debida por un mayor flujo de transpiración por mayor pérdida 

de agua en la hoja como se ha apuntado anteriormente. Es decir, no es que la mayor 

transpiración en el mutante aumente el transporte de agua y con ella se arrastre Na+ a la 

parte aérea, sino que más bien parece que la mayor acumulación de agua observada en el 

mutante podría ser un efecto indirecto, como un intento de la planta por diluir la mayor 

llegada de Na+ a las hojas.   

 Flowers y Colmer (2008) sugerían que la toxicidad del Na+ en el metabolismo de 

las plantas no difiere en gran medida entre halófitas y glicófitas, lo que está de acuerdo 

con los resultados obtenidos en los mutantes de tomate silvestre y cultivado (shp-1 y she-

1). El Na+ que es absorbido por la planta desde el medio salino debe ser secuestrado de 

manera eficiente en las vacuolas para evitar su acumulación en el citosol (Shabala y 

Mackay, 2011). Pero como la capacidad de almacenaje vacuolar tiene un límite, tanto la 

especie “incluidora” (S. pennellii) como “excluidora” (S. lycopersicum) deben ser capaces 

de regular el transporte de Na+ hasta las hojas, aunque ello ocurra a diferentes niveles de 

estrés o diferentes periodos de tratamiento. Así, a pesar de ser de especies diferentes, los 

síntomas de sensibilidad a la sal en los mutantes shp-1 y she-1 son muy similares, y en 

ambos casos están causados por una desregulación del transporte de Na+ hasta las hojas, 

aunque este transporte pueda estar provocado por diferentes alteraciones. Estos resultados 

reflejan la importancia de ambos mutantes en la tolerancia/sensibilidad al estrés salino. 

Debido a que ambos mutantes no son insercionales, en la actualidad se están utilizando 

diferentes estrategias para llegar a la clonación del gen alterado en cada mutante. 

Debido a la gran complejidad de los mecanismos que emplean el tomate cultivado 

y, especialmente, las especies silvestres para hacer frente a la salinidad, la identificación 

y caracterización de estos mutantes puede proporcionar avances importantes en el 

conocimiento sobre los mecanismos involucrados en la adaptación a las condiciones 

desfavorables. Dada la alta capacidad de adaptación de la especie silvestre S. pennellii, la 

identificación de mutantes alterados en la pérdida de agua por transpiración y en la 

homeostasis de Na+ y K+ es la base para llegar a identificar genes clave en la tolerancia a 



IV. Capítulo I. Discusión 

 

149 

 

la salinidad de esta especie y que pueden ser muy valiosos para la mejora del tomate 

cultivado.  
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V. CAPÍTULO II.  

CARACTERIZACIÓN DEL MUTANTE DE TOMATE QUE TIENE ANU LADA 

LA EXPRESIÓN DEL GEN SlCBL10 

RESULTADOS 

En la colección de mutantes T-DNA de tomate generada a partir del cultivar Moneymaker 

(WT), el grupo del IBMCP identificó un mutante recesivo de tomate (916 ETMM) que 

era hipersensible al estrés salino tanto en cultivo in vitro como in vivo. El análisis 

molecular y genético de este mutante fue realizado conjuntamente por el grupo del 

IBMCP y el grupo de la UAL. El análisis de las secuencias flanqueantes del T-DNA 

mostró que había dos copias del T-DNA insertadas en tándem, con el borde izquierdo del 

T-DNA1 frente al borde derecho del T-DNA2 en el centro del tándem. El tándem de dos 

copias de T-DNA se localizó en el cromosoma 08, en el gen SlCBL10 (SGN locus 

Solyc08g065330.2). Este gen codifica para una proteína que actúa como sensor de calcio 

en el citoplasma de las células (proteínas similares a la Calcineurina-B, del inglés 

CALCINEURIN B-LIKE PROTEIN 10). El fragmento insertado causó una deleción de 

1836 pares de bases (pb) entre la base 1634 aguas arriba y la base 202 aguas abajo del 

codón de inicio de la traducción ATG del gen SlCBL10 (Figura 38). Finalmente, se 

comprobó que había co-segregacion genotipo-fenotipo, ya que las plantas hipersensibles 

al estrés salino portaban el alelo mutante en homocigosis. 

Una vez finalizada la caracterización molecular del mutante, el grupo del IBMCP 

seleccionó una línea homocigota para la mutación, que se ha denominado cbl10, y con 

esta línea se han realizado todos los experimentos de caracterización fisiológica y 

funcional del mutante llevados a cabo en el CEBAS. 
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Figura 38. Organización genómica del gen SlCBL10 y del tándem de dos copias de T-DNA en el 
mutante de tomate cbl10 realizado por el grupo de la UAL. El tándem de inserción de T-DNA dio lugar 
a una deleción de 1836 pb entre la 1634 y 202 pb en el gen SlCBL10. El número 1 indica el lugar de la 
traducción de partida, y 8766 indica el último nucleótido de la región codificante. Los exones se representan 
como cajas negras y las líneas entre cajas negras son intrones. Las líneas de puntos indican la posición 
donde se encuentra la inserción. Las flechas grises indican los cebadores utilizados para el genotipado de 
la población TG3. Los cebadores genómicos específicos directo (G-F) e inverso (G-R) para amplificar el 
alelo silvestre (sin inserción de T-DNA). El cebador genómico específico directo (G-F) y el cebador 
específico para el T-DNA (T2-R) para amplificar el alelo mutante (lleva la inserción T-DNA)  

1. Patrón de expresión espacial del gen SlCBL10 en tomate  

El análisis del patrón de expresión espacial del gen SlCBL10 por RT-qPCR se realizó en 

tejidos vegetativos y reproductivos de plantas adultas (con 23-24 hojas completamente 

desarrolladas) de WT y mutante cultivados en condiciones control (Figura 39). El 

mutante de tomate cbl10 es un mutante nulo, ya que no se detectó expresión del gen 

SlCBL10 en ninguno de los órganos analizados. En los órganos vegetativos de las plantas 

WT, el nivel de expresión más alto de SlCBL10 se detectó en la parte superior de la planta, 

incluyendo hojas apicales, hojas superiores (3ª-4ª hoja completamente desarrollada), 

hojas medias (9ª-10ª hoja completamente desarrollada) y tallo superior (al nivel de 

inserción de las hojas superiores), con niveles de expresión similares. El nivel de 

expresión fue disminuyendo conforme bajamos en la planta, tallo medio y hojas basales 

(17ª y 18º completamente desarrolladas) y finalmente tallo basal y raíz fueron los que 

mostraron los valores de expresión más bajos en WT.  

Los niveles de expresión también se analizaron en flor en 3 fases del desarrollo: 

pre-antesis, antesis y post-antesis (Figura 39). Es interesante destacar los altos niveles de 
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expresión encontrados en las flores, significativamente mayores que la expresión 

detectada en los diferentes tejidos vegetativos analizados, y cómo los niveles de expresión 

del gen SlCBL10 tienden a disminuir a medida que avanza la fase de desarrollo. Además, 

la expresión de SlCBL10 se analizó en frutos pequeños (diámetro entre 1 a 3 cm) y fruto 

desarrollado verde (diámetro entre 5 a 6 cm), encontrándose expresión de SlCBL10 solo 

en frutos en desarrollo, la cual fue similar a los niveles de expresión detectados en las 

hojas superiores y medias de la planta (Figura 39). Se puede concluir que en los órganos 

vegetativos la mayor expresión del gen SlCBL10 se muestra en la mitad superior de la 

planta, y en los órganos reproductivos hay un alto nivel de expresión en flores, pero no 

en frutos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 39. Patrón de expresión del gen SlCBL10 en plantas adultas (23-24 hojas completamente 
desarrolladas) de WT cultivadas en ausencia de estrés salino (control). Los resultados muestran los 
valores de expresión del gen cuantificados por PCR a tiempo real relativos al valor de expresión de la raíz, 
al cual se asignó valor 1. Como gen normalizador se utilizó el factor de elongación SlEf-1α. Los valores 
son la media + ES de tres réplicas biológicas (n=3). Valores con letras diferentes son significativamente 
diferentes. Diferencias entre medias (LSD5%).  
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2. La expresión del gen SlCBL10 se induce por estrés salino en tomate  

Al estado de desarrollo de 6 hojas verdaderas, las plantas fueron expuestas a estrés salino 

en cultivo hidropónico, primero con 100 mM de NaCl durante 24 horas y luego con 200 

mM de NaCl durante los siguientes 5 días de tratamiento. En primer lugar se analizó el 

patrón de expresión temporal del gen SlCBL10 en hoja superior (1ª-2ª hoja 

completamente desarrollada) de plantas WT. Para ello, el nivel de transcripción del gen 

SlCBL10 se analizó en ausencia de sal (tiempo 0) y después de 12, 24, 30, 48, 60 horas y 

6 días de tratamiento salino (Figura 40a).  

La expresión del gen SlCBL10 se indujo significativamente por la sal después de 

12 horas y alcanzó el nivel de expresión máximo tras 24 horas de tratamiento salino con 

100 mM de NaCl. El posterior aumento de la concentración de sal a 200 mM no produjo 

un nuevo aumento de la expresión del gen SlCBL10, que se mantuvo constante durante 

24 horas adicionales, y disminuyó a partir de entonces alcanzando niveles basales después 

de 60 horas de tratamiento salino. Sin embargo, al final del experimento (6 días) se 

registró un segundo incremento de la expresión génica de SlCBL10. Es interesante señalar 

que la inducción de expresión con la salinidad después de varios días de estrés no se había 

descrito hasta ahora para los homólogos de este gen en otras especies. La segunda 

inducción tardía por salinidad de la expresión del gen SlCBL10 podría indicar un doble 

papel de este gen en el mecanismo de respuesta al estrés salino en tomate, uno a corto 

plazo (horas) probablemente relacionado con la señalización del estrés, y otra a más largo 

plazo, implicado quizás en los procesos de recuperación y adaptación al estrés.  

Una vez conocido el patrón de expresión temporal durante el tratamiento salino, se 

determinó si la inducción de la expresión del gen SlCBL10 por salinidad se daba al mismo 

nivel en todos los tejidos (Figura 3b). Para ello se analizó la expresión a tiempo 0 

(ausencia de estrés) y después de 2 días de tratamiento salino (24 horas 100 mM y 24 

horas 200 mM de NaCl). La expresión del gen SlCBL10 se analizó en raíz, hoja basal (5ª 

hoja completamente desarrollada), hoja superior (1ª y 2ª hoja completamente 

desarrollada), tallo superior (en la zona de intersección de la 1ª y 2ª hoja completamente 

desarrollada), hoja en desarrollo y hoja apical (hojas primordiales y meristemo apical). 

Mientras que la expresión del gen SlCBL10 no se indujo por salinidad en tallo, la cantidad 

de transcrito incrementó significativamente con la salinidad en raíz y en todas las hojas 

analizadas (Figura 40b). Es interesante señalar que, a pesar de su bajo nivel de expresión 
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Figura 40. La expresión del gen SlCBL10 se induce por estrés salino en tomate. a) Expresión temporal 
del gen SlCBL10 en la primera hoja completamente desarrollada de plantas WT a las 0, 12, 24, 30, 48, 60 
horas y 6 días de tratamiento salino. Los niveles de expresión se normalizaron con el factor de elongación 
SlEf-1α. Se ha utilizado como referencia para los valores de expresión génica el obtenido en la hoja superior 
(1ª/2ª hoja completamente desarrollada) cultivada en ausencia de estrés salino (tiempo 0 horas), al que se 
le dio un valor 1. Los valores son la media + ES de tres réplicas (n=3). b) Expresión del gen SlCBL10 
inducida por la salinidad en diferentes tejidos de la planta WT tras 2 días de tratamiento salino (1 día con 
100 mM de NaCl y 1 día con 200 mM NaCl). Como valor de referencia se utilizó el valor de expresión 
detectado en raíz en ausencia de estrés salino (0 mM), al que se le dio un valor 1. Los valores son la media 
+ ES de dos ensayos independientes con un tamaño de muestra n=5 cada uno. Valores con letras diferentes 
son significativamente diferentes. * Indica diferencias significativas entre medias (LSD5%). 
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en condiciones control, fue en raíz donde se observó el mayor incremento de expresión 

del gen SlCBL10 con la salinidad (3,6 veces). En las hojas, la mayor inducción de la 

expresión de SlCBL10 tuvo lugar en las hojas superiores completamente desarrolladas 

(2,7 veces), seguido por las hojas en desarrollo y apicales (2 veces), y el menor aumento 

se registró en la hoja basal (1,3 veces). Estos resultados sugieren que el gen SlCBL10 

podría desempeñar un papel fundamental no sólo a nivel de parte aérea, 

fundamentalmente en hojas superiores completamente desarrolladas, sino también a nivel 

de la raíz. 

3. La elevada sensibilidad a la sal del mutante cbl10 está relacionada con una 

alteración de la distribución de Na+ en la planta 

Para realizar la caracterización fenotípica y fisiológica del mutante cbl10 se realizaron 

tres ensayos independientes en cultivo hidropónico, donde la tasa de absorción y el 

transporte de los iones salinos a la parte aérea es mucho mayor que cuando las plantas se 

cultivan en suelo o sustrato inerte. Para ello, plantas WT y mutante en estado de desarrollo 

de 5-6 hojas completamente desarrolladas se sometieron a estrés salino durante 6 días (24 

horas con 100 mM de NaCl y 5 días adicionales con 200 mM de NaCl). Antes de aplicar 

el estrés salino, las plantas WT y mutante presentaban un fenotipo similar, con igual 

desarrollo de parte aérea y raíz (Figura 41a y e).  

La sensibilidad a la sal del mutante se observó después de tan solo 2 días de 

tratamiento, con un mayor enrollamiento de las hojas y una mayor reducción significativa 

del peso de la parte aérea con respecto a WT (Figura 41b y e). Después de 6 días de 

tratamiento, las plantas WT aún no mostraban síntomas visibles de daños por salinidad, 

mientras que la parte aérea joven de las plantas del mutante, incluyendo el ápice, las hojas 

en desarrollo y el tallo joven, mostraban marchitamiento y quemaduras y, finalmente, 

estas plantas morían por colapso apical (Figura 41c y d). Sin embargo, la parte aérea 

inferior del mutante, incluyendo las hojas basales y el tallo basal, así como la raíz no 

mostraron síntomas evidentes de sensibilidad a la sal, siendo su aspecto similar al de las 

plantas WT (Figura 41c y d). A pesar de la mayor sensibilidad a la sal de las plantas 

mutantes, estas no presentaron síntomas evidentes de clorosis, síntoma característico que 

se observa en las plantas sensibles al estrés iónico inducido por salinidad. De hecho, no 

se detectaron diferencias significativas en el contenido en clorofila entre el mutante y WT 

a lo largo del tratamiento salino (datos no mostrados). En resumen, el fenotipo del 
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mutante muestra que las mayores lesiones inducidas por la salinidad tienen lugar en la 

parte aérea superior del mutante, y de forma más acusada en el ápice (hojas primordiales 

y meristemo) que queda colapsado y hojas en desarrollo, no siendo estos tejidos donde se 

observó el mayor aumento de expresión del gen SlCBL10 en las plantas WT por salinidad 

(Figura 40b). Este resultado sugiere que el papel del gen SlCBL10, tanto en raíz como 

en parte aérea, tiene un papel crítico en la protección frente a la salinidad.  

En este experimento se analizaron las concentraciones de Na+ y K+ en raíz, hoja 

completamente desarrollada (1ª y 2ª hoja), tallo (en la zona de inserción entre la 1ª y 2ª 

hoja completamente desarrollada) y en las hojas en desarrollo incluyendo hojas apicales. 

En lo que respecta al contenido de Na+ (Figura 42a), las plantas WT mostraron el patrón 

de distribución de Na+ esperado para tomate cultivado en condiciones de salinidad. Así, 

la acumulación de Na+ fué mayor en raíz que en parte aérea, y dentro de la parte aérea la 

mayor acumulación de Na+ tenía lugar en tallo y hojas completamente desarrolladas, 

mientras que en las hojas en desarrollo el contenido de Na+ es mucho menor que en el 

resto de tejidos, con el fin de evitar alcanzar niveles tóxicos de Na+ en citoplasma y 

proteger los órganos en crecimiento. Este patrón de distribución de Na+ se encontró 

alterado en el mutante ya desde los 2 días de tratamiento, y de forma más marcada a los 

6 días, donde los niveles de Na+ fueron similares en todos los órganos analizados, desde 

raíz hasta las hojas en desarrollo, lo que indica que el mutante tenía alterada la capacidad 

de retención de Na+ en raíz y la distribución de Na+ entre hojas desarrolladas y hojas en 

desarrollo. Así, el mutante presentó menores concentraciones de Na+ que WT en todos 

los órganos analizados excepto en las hojas en desarrollo, donde el nivel de Na+ fué 

significativamente mayor en el mutante que en WT (1.260 vs. 756 mmol/Kg PS, 

respectivamente) al final del ensayo.  

El patrón de distribución de K+ también se vio alterado en el mutante en condiciones 

de estrés salino, observando como la concentración de K+ en raíz fue significativamente 

mayor en el mutante que en WT después de 2 días y, especialmente, después de 6 días de 

tratamiento salino (Figura 42). Así, mientras que la concentración de K+ en las raíces de 

las plantas WT disminuye a lo largo del tratamiento salino, la concentración de K+ en la 

raíz de las plantas mutantes aumenta a lo largo del tratamiento salino. En el resto de 

tejidos analizados, fundamentalmente tallo y hojas desarrolladas superiores, la 

concentración de K+ también fue superior tras 6 días de tratamiento salino, aunque de 

manera menos evidente que lo observado en raíz. 
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Figura 41. Fenotipo de plantas WT y del mutante cbl10 desarrolladas en cultivo hidropónico bajo 
estrés salino (100 mM de NaCl durante 1 día y 200 mM de NaCl durante 5 días restantes). Fotografías 
representativas de plantas WT y mutante antes de aplicar el estrés (a) y después de 2 (b) y 6 días (c) de 
tratamiento salino. d) Ampliación de la parte superior de las plantas después de 6 días de estrés. e) 
Evolución del peso de la parte aérea y raíz durante los 6 días de tratamiento salino. Los valores son la media 
+ ES. * Indica diferencias significativas entre medias (LSD5%). 
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Figura 42. La alta sensibilidad del mutante cbl10 está relacionada con una alteración en el patrón de 
distribución de Na+ en la planta. Concentraciones de Na+ (a) y K+ (b) en raíz, tallo (entre 1ª y 2ª hoja), 
hojas superiores (1ª-2ª hoja completamente desarrolladas) y hojas en desarrollo de plantas WT y mutante 
desarrolladas en cultivo hidropónico bajo estrés salino (100 mM de NaCl durante 1 día y 200 mM de NaCl 
durante 5 días restantes) a los 2 y 6 días de tratamiento. Los valores son la media + ES. * Indica diferencias 
significativas entre medias (LSD5%). 
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Estas alteraciones en la homeostasis de Na+ y K+ indujeron cambios en la relación 

Na+/K+ (Tabla 21), siendo los valores menores en el mutante que en WT en los diferentes 

órganos analizados excepto en las hojas en desarrollo donde ocurrió lo contrario, la 

relación Na+/K+ era mayor en el mutante debido a la mayor acumulación de Na+ en este 

órgano. 

Tabla 21. Relación Na+/K+ 
en raíz, tallo (entre 1ª y 2ª hoja), hojas superiores (1ª-2ª hoja 

completamente desarrolladas) y hojas en desarrollo de plantas WT y mutante cbl10 desarrolladas en 
cultivo hidropónico bajo estrés salino (100 mM de NaCl durante 24 h y 200 mM de NaCl durante 5 
días restantes) a los 2 y 6 días de tratamiento. Los valores son la media + ES. * Indica diferencias 
significativas entre medias (LSD5%). 

Tejido Genotipo 2 días 6 días 

Hojas en 
desarrollo 

WT     0,30 + 0,01     0,79 + 0,02 

cbl10     0,53 + 0,05*     1,40 + 0,03* 

Hojas 
superiores 

WT     1,17 + 0,02     1,95 + 0,05 

cbl10     0,81 + 0,01*     1,30 + 0,03* 

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

cbl10     0,57 + 0,01     0,77 + 0,01* 

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

cbl10     0,75 +  0,01*     0,70 + 0,05* 

En resumen, la interrupción del gen SlCBL10 provoca una menor absorción de Na+ 

en la planta, de hecho el contenido global de Na+ fue menor en el mutante que en WT, 

mientras que mantiene mayores niveles de K+ con la salinidad. Sin embargo, la 

distribución de Na+ a lo largo de la planta se ve alterada en el mutante en condiciones de 

salinidad, ya que el Na+ se acumula en menor cantidad en raíz y hojas completamente 

desarrolladas, llegando por tanto en mayor cantidad hasta las hojas jóvenes en desarrollo, 

lo que provoca un rápido efecto negativo en el desarrollo de la planta. 

4. La anulación del gen SlCBL10 altera el patrón de expresión de genes implicados 

en la homeostasis de Na+ 

Debido a la alteración en el patrón de distribución de Na+ observada en el mutante, se 

analizó por RT-qPCR los niveles de expresión del gen SlSOS1 y de las dos isoformas del 

gen SlHKT1, SlHKT1;1 y SlHKT1;2, ya que estos están descritos hasta la fecha como los 
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principales genes implicados en la absorción y transporte a larga distancia de Na+ en 

tomate (Olías et al., 2009; Asins et al., 2013). Los niveles de expresión de los genes 

fueron analizados en raíz, tallo (en la zona de inserción entre la 1ª y 2ª hoja completamente 

desarrolladas) y hojas superiores (1ª y 2ª hoja completamente desarrollada) de plantas 

WT y mutante antes de aplicar el estrés salino y después de 2 días de tratamiento (el 

primer día a 100 mM de NaCl y el 2º día a 200 mM de NaCl).  

La anulación del gen SlCBL10 alteró el patrón de expresión de los genes SlSOS1 y 

SlHKT1 en condiciones de salinidad, mientras que en control no hubo diferencias 

significativas (Figura 43). En raíz, el aumento de expresión de los genes SlSOS1 y 

SlHKT1;1 fue significativamente mayor en el mutante que en WT, lo que sugiere que el 

mutante intenta reducir la absorción de Na+ por la raíz (papel asignado a SlSOS1) así 

como reducir la carga de Na+ en el xilema (papel que parece tener SlHKT1;1). En cuanto 

a la isoforma SlHKT1;2, los cambios de expresión no eran significativos en raíces de WT 

y mutante condiciones salinidad, lo que sugiere que esta isoforma no parece tener un 

papel clave en raíz. En el tallo del mutante se observó un fuerte incremento (90 veces) de 

la expresión de SlHKT1;1 y, por el contrario, la expresión de SlHKT1;2 estaba 

prácticamente anulada (0,3), lo que indica que ambas isoformas deben desempeñar 

funciones diferentes frente a la salinidad en tallo, como podría ser por un lado la entrada 

de Na+ desde el xilema al interior celular y por otro lado la carga de Na+ hacia el floema 

para su posible recirculación a la raíz (Olías et al., 2009; Asins et al., 2013). Finalmente, 

en hoja se observó una mayor reducción de la expresión de las dos isoformas de SlHKT1, 

fundamentalmente de SlHKT1;2, en el mutante con respecto a WT, lo que refleja un 

intento del mutante por reducir la cantidad de Na+ que entra al interior celular en hoja, 

probablemente por una menor capacidad de acomodación del mismo. El hecho de que la 

expresión de ambos genes SlHKT1;1 y SlHKT1;2 esté mucho más inhibida en las hojas 

superiores desarrolladas del mutante que en las del WT podría ser una de las causas por 

las que el Na+ llega a los tejidos en desarrollo en mayor cantidad en el mutante que en 

WT, lo que provoca la alta toxicidad de Na+ en la parte superior del mutante. 
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Figura 43. El mutante cbl10 tiene alterada la expresión de genes implicados en la absorción y 
transporte de Na+ a la parte aérea. Niveles de expresión de los genes SlSOS1 y las dos isoformas 
SlHKT1;1 y SlHKT1;2 en raíz, tallo (en la zona de inserción entre la 1ª y 2ª hoja completamente 
desarrolladas) y hojas superiores (1ª y 2ª hoja completamente desarrollada) de plantas WT y mutante antes 
de aplicar el estrés salino (Control) y después de 2 días de tratamiento (el primer día a 100 mM de NaCl y 
el 2º día a 200 mM de NaCl). Los valores de expresión han sido referenciados al valor obtenido en la raíz 
de WT en control, al cual se otorgó el valor de 1 (valores medios + ES). * Diferencias entre medias (LSD5%). 

Otros genes descritos en la bibliografía por jugar un papel importante en la 

homeostasis de Na+ son los genes LeNHXs y SlSOS2 (Belver et al., 2012; Huertas et al., 

2013). No se observaron cambios significativos en los niveles de expresión de estos genes 

en hojas de WT y mutante, mientras que los niveles de expresión de LeNHX1 y SlSOS2 

en raíz fueron significativamente mayores en el mutante que en WT tras dos días de sal. 
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El mayor aumento de expresión de LeNHX1 en raíz sugiere que el mutante intenta 

almacenar Na+ en la vacuola para evitar que suba a la parte aérea (Figura 44).  

En conjunto todos estos resultados sugieren que el gen SlCBL10 parece estar 

implicado en la distribución de Na+ en el interior celular, probablemente dentro de 

vacuolas; su papel podría ser importante no solo en hojas completamente desarrolladas, 

como se ha descrito en Arabidopsis (Kim et al., 2007; Weinl y Kudla, 2009), sino también 

en raíz, no descrito hasta la fecha, estando involucrado en la retención de Na+ en estos 

tejidos para proteger el ápice y tejidos en desarrollo del estrés salino. Por otro lado, no 

parece que esta función la realice interactuando con las proteínas de la familia NHXs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 44. Niveles de expresión de los genes LeNHX1, LeNHX3 y SlSOS2 en raíz y hojas superiores 
(1ª y 2ª hoja completamente desarrollada) de plantas WT y mutante cbl10 antes de aplicar el estrés 
salino (Control) y después de 2 días de tratamiento (el primer día a 100 mM de NaCl y el 2º día a 200 
mM de NaCl). Se ha utilizado como referencia (valor 1) el obtenido en la raíz de WT en control (valores 
medios + ES). * Diferencias entre medias (LSD5%). 
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5. La anulación del gen SlCBL10 reduce la pérdida de agua vía transpiración en 

condiciones salinas 

La menor absorción y transporte de Na+ a la parte aérea observada en el mutante podría 

estar asociada no sólo a las alteraciones en la expresión de los genes relacionados con la 

homeostasis de Na+, sino también con una ralentización del flujo evapotranspiracional. 

Para comprobar esto, se midió la conductancia estomática (gs) y tasa de transpiración (E) 

en la 1ª hoja completamente desarrollada de plantas WT y mutantes antes de aplicar el 

estrés (día 0) y después de 2 y 6 días de tratamiento (Figura 45a). No se han observado 

diferencias significativas en ambos parámetros entre las plantas WT y mutante el día 0, 

mientras que si hubo diferencias durante el tratamiento salino. Aunque gs y E se reducían 

por la salinidad en WT y mutante, las reducciones fueron significativamente mayores en 

el mutante que en WT, especialmente tras 6 días de tratamiento salino.  

 

 

 

 

 

 

 

 Genotipo 
Número de 

estomas 
Porcentaje de estomas 

cerrados (%) 
Apertura 

estomática (µm)  

0 días 
WT 18,86 + 1,32  6,2 % 12,87 +  0,38 * 

cbl10 16,94 + 0,87  6,9 % 10,37 + 0,47 

2 días 
WT 18,92 + 1,39 35,5 % * 4,86 + 0,29 * 

cbl10 16,31 + 0,86 52,9 % 3,00 + 0,22 

Figura 45. La anulación de SlCBL10 provoca un mayor cierre estomático en condiciones de salinidad. 
a) Conductancia estomática y tasa de transpiración en la primera hoja completamente desarrollada antes de 
aplicar el estrés salino (0) y después de 2 y 6 días de tratamiento (el primer día a 100 mM de NaCl y 5 días 
a 200 mM de NaCl) y b) número de estomas, porcentaje de estomas cerrados y apertura estomática (µm) 
en la primera hoja completamente desarrollada antes de aplicar el estrés salino (0) y después de 2 días de 
tratamiento (el primer día a 100 mM de NaCl y el 2º día a 200 mM de NaCl) de plantas WT y mutante. 
Valores medios + ES. * Diferencias entre medias (LSD5%). 
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Para saber si esta respuesta del mutante podría estar relacionada con una alteración 

en la densidad estomática o en la apertura estomática, se midieron ambos parámetros así 

como el porcentaje de estomas cerrados (Figura 45b) en la 1ª hoja completamente 

desarrollada. Las medidas se realizaron antes del estrés (día 0) y tras 2 días de tratamiento 

salino (24h a 100 mM de NaCl y otras 24h a 200 mM de NaCl). En control, no se 

observaron diferencias significativas entre el número de estomas y porcentaje de estomas 

cerrados de WT y mutante, mientras que la apertura estomática fué significativamente 

menor en el mutante que en WT. Después de 2 días de tratamiento salino, el número de 

estomas se mantiene similar en WT y mutante, pero el porcentaje de estomas cerrados ya 

fué significativamente mayor en el mutante (52,9%) que en WT (35,5%), y la apertura 

estomática menor, con una reducción próxima al 40%. Estos resultados pueden ser de 

gran interés, ya que la falta de funcionalidad del gen CBL10 no se había relacionado hasta 

ahora con cambios en la apertura de los estomas bajo condiciones de estrés salino, y 

sugieren que la funcionalidad de SlCBL10 podría estar de forma indirecta implicada en el 

cierre estomático en condiciones de salinidad.  

6. La anulación del gen SlCBL10 altera la homeostasis de Ca2+ en condiciones de 

estrés salino 

Dada la implicación del Ca2+ en la regulación de la apertura estomática, se decidió 

analizar si la disrupción de SlCBL10 estaba provocando alteraciones en la homeostasis de 

este ion en tomate. Para ello se analizó el contenido de Ca2+ en raíz, hojas basales (5ª hoja 

completamente desarrollada), tallo (en la zona de inserción entre la 1ª y 2ª hoja 

completamente desarrolladas), hojas superiores (1ª y 2ª hojas completamente 

desarrolladas) y hojas en desarrollo (incluyendo ápice) de plantas WT y mutante, en 

ausencia de sal (0 d) y tras 2 y 6 días de tratamiento salino (Figura 46). Los resultados 

muestran diferencias significativas en el contenido de Ca2+ en la parte aérea entre el 

mutante y WT en condiciones de salinidad. Así, el contenido de Ca2+ en las plantas WT 

disminuyó a lo largo del periodo de tratamiento salino en todos los tejidos analizados. 

Como es sabido, la presencia excesiva de iones Na+ dificulta la correcta absorción de Ca2+ 

por la raíces (el Na+ y el Ca2+ son iones antagonistas), lo que provoca que la planta haga 

uso de sus depósitos de Ca2+ (generalmente en las vacuolas de las hojas desarrolladas 

superiores de la planta) para poder hacer frente a los procesos donde este ion es 

imprescindible, como son el desarrollo de meristemos, crecimiento y expansión celular, 
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entre otros (Sanders et al., 2002; White y Broadley, 2003). Sin embargo, la respuesta del 

mutante fue diferente, ya que el contenido de Ca2+ de las hojas basales, el tallo y las hojas 

superiores del mutante se mantuvo prácticamente constante a lo largo del tratamiento 

salino, y solo en las hojas en desarrollo se detectó una disminución del contenido de Ca2+, 

aunque esta disminución fue menor que en WT. La no disminución de Ca2+ junto con la 

alteración morfológica y colapso de los meristemos observados en el mutante en 

condiciones de salinidad podría reflejar la mayor dificultad del mutante para hacer uso de 

sus depósitos vacuolares de Ca2+, ya que el Ca2+ es fundamental para el correcto desarrollo 

de zonas en crecimiento de la planta. 

 

 

 

 

 

 

Figura 46. El mutante cbl10 acumula mayor concentración de Ca2+ en la parte aérea. Las medidas se 
han realizado en raíz, hojas basales, tallo (entre 1ª y 2ª hoja desarrollada), hojas superiores (1ª-2ª hoja 
completamente desarrolladas y hojas en desarrollo de plantas WT y mutante desarrolladas en cultivo 
hidropónico bajo estrés salino (100 mM de NaCl durante 24 h y 200 mM de NaCl durante 5 días restantes). 
Los valores son la media + ES. * Diferencias significativas entre medias (LSD5%). 

Entre los transportadores de Ca2+ identificados, sólo los transportadores localizados 

en el tonoplasto capaces de catalizar la captación de Ca2+ en vacuolas en contra de su 

gradiente electroquímico podrían desempeñar el papel de acumulación preferencial de 

Ca2+ bajo diferentes condiciones fisiológicas (Pottosin y Schönknecht, 2007; McAinsh y 

Pittman, 2009). El primer antiportador H+/Ca2+ identificado fue la isoforma AtCAX1, 

localizada en la membrana vacuolar de Arabidopsis thaliana (Hirschi et al., 1996), cuya 

función es la de introducir Ca2+ al interior de la vacuolas para su almacenamiento y, por 

tanto, crucial en el mantenimiento de la homeostasis de Ca2+ en la planta así como en los 

procesos de señalización de Ca2+ por estrés. El homologo más cercano a AtCAX1 
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identificado en Arabidopsis es AtCAX3 y ha sido propuesto por desempeñar un papel 

similar en la homeostasis de Ca2+ (Zhao et al., 2008). El grupo de Almería realizó un 

análisis filogenético para identificar el gen de tomate más cercano a los genes AtCAX1 y 

AtCAX3 de Arabidopsis, al cual hemos denominado SlCAX1 (Solyc09g005260) (Figura 

47a). 

Para comprobar si la alteración en la homeostasis de Ca2+ detectada en el mutante 

podría deberse a una implicación del gen SlCBL10 en la funcionalidad de los 

transportadores de la familia CAXs, se analizó el nivel de expresión del gen SlCAX1 por 

RT-qPCR en raíz, tallo (entre las zona de inserción de la 1ª y 2ª hoja completamente 

desarrollada) y hoja superior (1ª y 2ª hoja completamente desarrolladas) en condiciones 

control y después de 2 días de tratamiento salino (Figura 47b). En condiciones control 

(ausencia de sal) la expresión de SlCAX1 fue significativamente menor en el mutante que 

en WT en todos los tejidos analizados. Durante el tratamiento salino los niveles de 

transcritos de este gen se redujeron en todos los tejidos tanto del mutante como de WT, 

pero esta disminución fue mucho mayor en el mutante, tanto en tallo como en hoja 

superior, llegando casi a la nulidad después de 2 días de tratamiento (Figura 47b). Señalar 

que estos tejidos se han descrito en la bibliografía como los principales depósitos 

intercambiables de Ca2+ en función de las necesidades fisiológicas de la planta o 

condiciones de estrés (Monge et al., 1995; Conn y Gilliham, 2010).  

Dado que en WT el mayor nivel de expresión del gen SlCAX1 se detectó en hojas 

superiores (1ª y 2ª hoja completamente desarrolladas), unas 600 veces mayor que en raíz 

(datos no mostrados), se decidió analizar en este tejido el patrón de expresión temporal 

del gen durante el tratamiento salino (Figura 47c). En WT, la expresión de SlCAX1 se 

redujo alrededor del 50% desde las 30 h de tratamiento, y se mantuvo en estos niveles a 

lo largo de todo el tratamiento (6 días). En el mutante, la expresión de SlCAX1 se redujo 

antes que en WT (a las 12 h de tratamiento) y en mayor grado, ya que la expresión estaba 

prácticamente anulada en el mutante desde las 30 h hasta el final del tratamiento. Estos 

resultados sugieren una posible implicación del gen SlCBL10 en la regulación del 

transportador SlCAX1 tanto en condiciones de salinidad como en ausencia de la misma, 

ya que su expresión en el mutante se ve alterada ya desde la situación control. 
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Figura 47. El mutante cbl10 tiene alterada la expresión del gen SlCAX1 implicado en la homeostasis 
de Ca2+. a) Análisis filogenético del gen de tomate SlCAX1 cercano a los genes AtCAX1 y AtCAX3 de 
Arabidopsis. b) Expresión de SlCAX1 en raíz, tallo (en la zona de inserción entre la 1ª y 2ª hoja 
completamente desarrolladas) y hojas superiores (1ª y 2ª hoja completamente desarrollada) de plantas WT 
y mutante antes de aplicar el estrés salino (Control) y después de 2 días de tratamiento (el primer día a 100 
mM de NaCl y el 2º día a 200 mM de NaCl). c) Expresión temporal de SlCAX1 medida en la 1ª hoja 
completamente desarrollada de plantas WT y mutante (Valores medios + ES). * Diferencias entre medias 
(LSD5%). 
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7. La anulación del gen SlCBL10 también reduce la pérdida de agua vía 

transpiración en condiciones de deshidratación 

En las especies donde se ha identificado el gen CBL10, como Arabidopsis, no se ha 

relacionado la función de este gen con cambios en la pérdida de agua por transpiración 

en condiciones de estrés abiótico. Los resultados obtenidos demuestran que la anulación 

del gen SlCBL10 en tomate indujo un mayor cierre estomático en condiciones de 

salinidad, lo que se reflejó en menores valores de conductancia estomática (gs) y 

transpiración (E). La cuestión que se planteó tras esta observación fue saber si el gen, 

además de estar implicado en la regulación de la homeostasis iónica frente al estrés salino, 

podría estar implicado también de forma directa o indirecta en la regulación del estrés 

osmótico causado por salinidad a través de la regulación estomática. Con el fin de 

responder a esta pregunta, se realizó un ensayo de estrés hídrico en condiciones 

controladas, el cual comparte la componente osmótica con el estrés salino sin que 

interfiera en este caso la componente iónica. Para ello, las plantas WT y mutante fueron 

sometidas a dos ciclos sucesivos de deshidratación (cese en el riego). En la misma maceta 

se colocó una planta WT y otra mutante con objetivo de que el grado de deshidratación 

del sustrato fuese idéntico para ambas plantas. Cuando las plantas tenían un desarrollo de 

7-8 hojas completamente desarrolladas, se aplicó un primer ciclo de deshidratación de 10 

días de duración seguido por 3 días de rehidratación, y cuando las plantas estuvieron 

totalmente recuperadas del estrés se volvió a aplicar un segundo ciclo de deshidratación 

de la misma duración. 

Durante los 3 primeros días de cese del riego no se observaron síntomas evidentes 

de deshidratación ni en plantas WT ni mutantes. Los primeros síntomas de deshidratación 

empezaron a mostrarse a los 4 días del cese del riego, pero fue a los 5 días cuando se 

observaron diferencias significativas en el estado de deshidratación de las plantas WT y 

mutante (Figura 48a). Así, las plantas WT mostraron síntomas evidentes de pérdida de 

turgencia generalizada en toda la planta, mientras que el mutante mantuvo mayor grado 

de hidratación sobre todo en la parte aérea superior. Estas diferencias en el grado de 

deshidratación de las plantas se mantuvieron a los 8 días de deshidratación, donde el 

porcentaje de pérdida de peso de las macetas ya era del 65%. Este rasgo fenotípico se 

volvió a repetir en el segundo ciclo de deshidratación, lo que sugiere que el mutante cbl10 

tolera mejor la deshidratación que el WT, contrariamente a la respuesta observada en 

condiciones de estrés salino. 
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Figura 48. El menor grado de deshidratación del mutante cbl10 está asociado a mayor reducción de 
la conductancia estomática y tasa de transpiración en condiciones de estrés hídrico. a) Fotografías 
representativas de plantas WT y del mutante cbl10 después de 5 y 8 días de deshidratación, donde se observa 
el menor grado de deshidratación del mutante, especialmente en la parte superior de la parte aérea. b) Tasa 
de transpiración y conductancia estomática en la primera hoja completamente desarrollada de plantas WT 
y mutante durante los 3 primeros días de deshidratación. Valores medios + ES. * Diferencias entre medias 
(LSD5%). 
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En este ensayo se cuantificó la conductancia estomática y la tasa de transpiración 

en la 1ª hoja completamente desarrollada durante los primeros 4 días de deshidratación 

del 2º ciclo (Figura 48b). Durante los dos primeros días de deshidratación no se 

observaron diferencias significativas entre WT y mutante, aunque gs y E ya mostraban 

una tendencia a reducirse más en el mutante después de 2 días de deshidratación que en 

WT. Sin embargo, a los 3 días del cese del riego la reducción de gs y E ya fue 

significativamente mayor en el mutante con respecto a WT, cuando aún los síntomas de 

deshidratación no eran evidentes ni en WT ni mutante. Sin embargo, las diferencias en gs 

y E desaparecen a mayor tiempo de deshidratación (datos no mostrados) debido 

probablemente a los bajos valores que se alcanzaron en ambos parámetros como 

consecuencia del mal estado de las plantas. Considerados en conjunto, estos resultados 

sugieren que el gen SlCBL10 de tomate podría estar implicado, de forma directa o 

indirecta, en el cierre estomático bajo condiciones de estrés osmótico inducido por los 

estreses salino (Figura 45) e hídrico (Figura 48b).  

8. El mutante cbl10 muestra importantes alteraciones morfológicas así como 

síntomas de deficiencia de Ca2+ cuando se cultiva en invernadero  

Dadas las alteraciones en la homeostasis de Ca2+ detectadas en el mutante en los ensayos 

de salinidad a corto plazo en cámara de cultivo de condiciones controladas, y debido a la 

importancia del Ca2+ en el desarrollo de la planta, se quiso observar el fenotipo del 

mutante cbl10 a lo largo de su ciclo de cultivo en condiciones naturales (invernadero), 

tanto en condiciones de estrés salino como en ausencia del mismo. Para ello se realizó un 

ensayo en invernadero en cultivo de primavera-verano, donde la tasa de transpiración es 

muy alta debido a las altas temperaturas que se alcanzan durante ese periodo (con Tª 

máxima próxima a 40ºC). Cuando las plantas tenían 10 hojas completamente 

desarrolladas (40 días de desarrollo en cámara de cultivo de condiciones controladas más 

21 días de aclimatación en invernadero), fueron tratadas con 0 mM (ausencia de salinidad) 

y 100 mM de NaCl durante 50 días adicionales. Sorprendentemente, en estas condiciones 

de cultivo se observaron importantes diferencias fenotípicas en el mutante respecto al WT 

incluso en ausencia de sal (Figura 49a). Así, la morfología de la zona apical de las plantas 

mutantes se mostró completamente alterada, con menor distancia entrenudos, 

engrosamiento del tallo y enrollamiento de las hojas en desarrollo. También se detectaron 

cambios morfológicos en las hojas superiores completamente desarrolladas del mutante,  
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Figura 49. El mutante cbl10 muestra importantes alteraciones morfológicas cuando se cultiva en 
invernadero en condiciones de alta transpiración. Fenotipo de plantas WT y mutante regadas con 
solución no salina (a) y con 100 mM NaCl durante 50 días (b). A la derecha se muestra en detalle la zona 
apical, la 3ª hoja completamente desarrollada de las plantas y los frutos de plantas WT y mutante. 
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tales como foliolos engrosados y con el borde clorótico, engrosamiento del peciolo de las 

hojas y una menor longitud de la hoja. Sin embargo, las hojas basales no mostraban 

grandes diferencias con respecto a las de WT, como se observó en los ensayos a corto 

plazo. El mutante presentó además, una biomasa reproductiva significativamente menor 

que WT, así como una significativa mayor incidencia de blossom end rot (BER) en sus 

frutos en comparación con WT (Figura 50a). En conjunto los rasgos fenotípicos 

observados en el mutante son bastante similares a los síntomas mostrados por la 

deficiencia de Ca2+ descritos en tomate, tales como menor desarrollo vegetativo, necrosis 

apical, quemado de hojas, clorosis marginal y, fundamentalmente, poca biomasas 

reproductiva con alta incidencia de BER en los frutos (White y Broadley, 2003; Uozumi 

et al., 2012; Robertson, 2013). 

En medio salino (100 mM de NaCl), los cambios morfológicos del mutante fueron más 

acentuados, llegando a mostrar quemaduras y necrosis apical, con las hojas y tallos muy 

engrosadas (Figura 49b). El efecto negativo inducido por la salinidad se reflejaba en 

menor biomasa tanto vegetativa como reproductiva y los pocos frutos desarrollados en el 

mutante tenían BER (Figura 50a). Además, mientras que el número de hojas no estuvo 

afectado en el mutante en condiciones no salinas, estas se redujeron significativamente 

en condiciones salinas, mostrando el mutante una altura significativamente inferior que 

WT a partir de los 21 días de tratamiento salino (Figura 50b).  

En este ensayo, se midió gs, E y fotosíntesis neta y contenido de agua en las hojas 

superiores (1ª y 2ª hoja completamente desarrolladas) tanto en condiciones no salinas 

como en las plantas sometidas a estrés salino durante 50 días (Figura 51). Mientras que 

en condiciones no salinas no hubo diferencias significativas entre WT y mutante en estos 

parámetros, las reducciones de gs y E inducidas por la salinidad fueron significativamente 

mayores en el mutante que en WT, un 70 y 54% en el mutante y un 44% y 23%, 

respectivamente, en el WT. Estos resultados coinciden con los obtenidos en los ensayos 

a corto plazo y en condiciones controladas (Figura 45). La menor pérdida de agua vía 

transpiración del mutante en medio salino explicaría el mayor contenido de agua en sus 

hojas (24% mayor que en WT). En cuanto a la fotosíntesis neta, se observó como la 

salinidad dañó en mayor medida el aparato fotosintético del mutante, con una reducción 

del 56% al final del tratamiento frente a una reducción del 19% en el WT. La reiteración 

de la alteración en la conductancia y evapotranspiración en los diferentes ensayos 

llevados a cabo en esta tesis, tanto en condiciones controladas como en condiciones 
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próximas a las naturales en invernadero, indica que el gen SlCBL10 puede estar implicado 

en la regulación, de la apertura y cierre estomático en condiciones de estrés.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 50. El mutante cbl10 muestra alteraciones morfológicas tanto en condiciones no salinas como 
salinas (100 mM NaCl durante 50 días) cuando se cultiva en invernadero en condiciones de alta 
transpiración. a) Biomasa vegetativa y reproductiva de plantas WT y mutante, así como el grado de 
incidencia de Blossom End Rot al final del ensayo. b) Evolución del nº de hojas y altura de las plantas 
desarrolladas en medio salino. Valores medios + ES. * Diferencias entre medias (LSD5%).  

Con el objetivo de asociar los aparentes síntomas de deficiencia de Ca2+ detectados 
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en Ca2+ fue analizado en el mutante y en WT tanto en raíz como en hojas superiores (1ª 

y 2ª hoja completamente desarrolladas) después de 50 días de cultivo en ausencia de estrés 

(0 mM) o en estrés salino (100 mM). El mutante mostró también en este caso una 

homeostasis de Ca2+ alterada (Figura 52a). Así, el contenido de Ca2+ fue 

significativamente mayor en raíz y en las hojas superiores del mutante que en WT, tanto 

en condiciones de estrés salino como en ausencia del mismo, de manera similar a la 

respuesta observada en los ensayos a corto plazo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 51. El mutante cbl10 muestra una menor conductancia estomática, transpiración y fotosíntesis 
neta, así como un mayor contenido de agua en estrés salino cuando se cultiva en invernadero (100 
mM NaCl durante 50 días). Conductancia estomática, tasa de transpiración, fotosíntesis neta y contenido 
de agua en la 1ª-2ª hojas completamente desarrolladas en plantas WT y mutante. Valores medios + ES. * 
Diferencias entre medias (LSD5%).  
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en hoja del mutante. Se podría sugerir por tanto que el fenotipo de deficiencia de Ca2+ 

observado en el mutante tanto en condiciones no salinas como salinas está relacionado 

con la alteración de la expresión del gen SlCAX1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 52. El mutante cbl10 tiene alterada la homeostasis de Ca2+. Concentración de Ca2+ (a) y niveles 
de expresión del gen SlCAX1 (b) en raíz y hojas superiores (1ª-2ª hoja completamente desarrolladas) de 
plantas WT y mutante cultivadas en el invernadero en condiciones no salinas y a 100 mM de NaCl durante 
50 días. Valores medios + ES. * Diferencias entre medias (LSD5%). 
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de la sensibilidad a la sal del mutante cbl10, raíz o parte aérea, o bien si contribuyen 

ambos órganos, se realizó un experimento comparando la respuesta a sal de injertos 

recíprocos entre WT y el mutante cbl10. Puesto que hay un desfase en el desarrollo entre 

las plantas no injertadas e injertadas, ya que tiene que producirse la unión de los haces 

vasculares para volver a reanudar el desarrollo, los injertos recíprocos se compararon con 

los autoinjertos, denominados WT/WT y cbl10/cbl10. 

El primer resultado sorprendente fue que la técnica del injerto provocó una 

alteración morfológica en la parte aérea de las plantas cuando se utilizaba el mutante 

cbl10 como esqueje (Figura 53a y 53b). Así, las plantas autoinjertadas del mutante 

(cbl10/cbl10) y el injerto reciproco cbl10/WT mostraron alteraciones morfológicas en la 

parte aérea similares, hojas más pequeñas y acogolladas con clorosis marginal, mientras 

que la combinación opuesta (WT/cbl10) mostró un fenotipo similar al de las plantas 

autoinjertadas del WT, donde la técnica del injerto no provocó alteraciones morfológicas 

aparentes. Los injertos con el mutante como esqueje tuvieron además un desarrollo más 

lento, siendo los pesos de las plantas WT/cbl10 y WT/WT similares, y mayores que los 

pesos de las plantas cbl10/WT y cbl10/cbl10, en ausencia de estrés (Figura 53c).  

Respecto a la respuesta a la salinidad, las plantas del injerto recíproco cbl10/WT, 

donde el mutante es el esqueje, mostraron un fenotipo de hipersensibilidad a la sal similar 

al mostrado por las plantas autoinjertadas del mutante cbl10 (Figura 54a y 54b). Estos 

injertos mostraron los síntomas característicos del mutante en salinidad, tales como ápices 

quemados y colapsados, clorosis marginal y tallos jóvenes estrechados y necrotizados, así 

como una importante reducción del peso fresco (50%) tras 5 días de tratamiento salino (1 

día a100 mM y 4 días a 150 mM). Sin embargo, cuando el mutante cbl10 se utilizó solo 

como portainjerto y WT como esqueje (WT/cbl10) no se detectaron síntomas de mayor 

sensibilidad, sino que sorprendentemente lo que parecía observarse era una ligera mejora 

de la tolerancia al estrés salino. Así, tras cinco días de tratamiento salino las plantas de 

estos  injertos  presentaron  una  aparente  menor  clorosis  en hojas que el autoinjerto de 

WT/WT (Figura 54a), así como una ligera tendencia a mantener mejor su peso fresco 

total (Figura 54c). Este hecho indica que la función del gen SlCBL10 es diferente e 

independiente en raíz y en parte aérea, siendo la funcionalidad del gen en la parte aérea 

la implicada directamente en los mecanismos de repuesta o tolerancia al estrés salino en 

tomate. 
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Figura 53. El injerto provoca una alteración morfológica en la parte aérea cuando se utiliza el 
mutante cbl10 como esqueje. a) El fenotipo de las plantas autoinjertadas de WT (WT/WT) y del injerto 
recíproco cuando el mutante cbl10 es el portainjerto y WT es el esqueje (WT/cbl10) era similar antes de 
aplicar el estrés, mientras que un menor desarrollo e importantes alteraciones morfológicas eran observadas 
en las plantas autoinjertadas del mutante (cbl10/cbl10) y en el injerto recíproco entre mutante y WT 
(cbl10/WT). b) Detalle de las alteraciones morfológicas en cbl10/WT y cbl10/cbl10. c) Peso de raíz y parte 
aérea de las 4 combinaciones de injertos el día antes de aplicar el estrés (valores medios + ES). Letras 
diferentes para el mismo día de tratamiento indica diferencias significativas (Diferencias entre medias, 
LSD5%). 
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Figura 54. La parte aérea es el principal órgano responsable de la sensibilidad a la sal del mutante 
cbl10. a) A los 5 días de tratamiento salino (1 día a 100 mM NaCl y 4 días a 150 mM NaCl), las plantas 
autoinjertadas de WT (WT/WT) y del injerto recíproco entre el mutante WT y cbl10 (WT/cbl10) no 
muestran síntomas evidentes de clorosis en sus hojas, mientras que las plantas autoinjertadas del mutante  
(cbl10/cbl10) y en el injerto recíproco entre mutante y WT (cbl10/WT) están muy afectadas por la salinidad, 
como se observa en detalle en (b). c) Peso de raíz y parte aérea de las 4 combinaciones de injertos después 
de 5 días de tratamiento salino (valores medios + ES). Letras diferentes para el mismo día de tratamiento 
indica diferencias significativas (Diferencias entre medias, LSD5%). 
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Ampliación figura 54a: Sin embargo, cuando el mutante cbl10 se utilizó solo como portainjerto y WT 
como esqueje (WT/cbl10) no se detectaron síntomas de mayor sensibilidad, sino que sorprendentemente lo 
que parecía observarse una ligera mejora de la tolerancia al estrés salino. Así tras 5 días de tratamiento 
salino las plantas de estos injertos presentaron una aparente menor clorosis en hojas que el autoinjerto de 
WT/WT (flechas rojas en el autoinjerto WT/WT indican una mayor clorosis en esta hoja al final del 
tratamiento salino que el injerto reciproco WT/cbl10). 

En el mutante cbl10 una de las alteraciones fisiológicas observadas fue una 

alteración en la homeostasis del Ca2+ que se mantuvo a lo largo del ciclo de cultivo 

(Figura 46 y 52a). En las 4 combinaciones de injertos, se analizó la concentración de 

Ca2+ en raíz y hoja joven completamente desarrollada, antes de aplicar el estrés (día 0) y 

a los 2 y 5 días de tratamiento salino. Los injertos que tenían el mutante como esqueje, 

autoinjerto cbl10/cbl10 y cbl10/WT, presentaron al final del ensayo una concentración de 

Ca2+ en hoja significativamente mayor que 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 Ca2+ durante el tratamiento salino fue menor que en las hojas de los injertos 

que utilizaban WT como esqueje. Así, durante el tratamiento salino la pérdida de Ca2+ en 

los injertos WT/WT y WT/cbl10 fue de un 49% y 51%, respectivamente, mientras que en 

los injertos cbl10/WT y cbl10/cbl10 la pérdida de Ca2+ fue tan sólo de un 30% y un 9%, 

respectivamente. En la raíz, por el contrario, no se detectaron grandes alteraciones en la 

concentración de Ca2+ para ninguna de las combinaciones de injertos. Este resultado 

sugiere que el gen SlCBL10 está implicado en la regulación de la homeostasis de Ca2+ en 

parte aérea. 
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Otra característica fisiológica detectada en el mutante cbl10 de tomate fue que el 

mutante acumuló menos Na+ que WT al considerar el conjunto de la planta, 

principalmente en raíz y hoja completamente desarrollada (Figura 42a). En las cuatro 

combinaciones de injertos se analizó la concentración de Na+ tanto en hoja joven 

completamente desarrollada como en raíz (Figura 55b). En raíz, se observó que al final 

del tratamiento salino el contenido en Na+ era siempre menor (un 40% menor de media) 

en aquellos injertos que utilizaban como portainjerto el mutante independientemente del 

esqueje utilizado. No hubo sin embargo, menor acumulación de Na+ en la raíz en el injerto 

que tenía el mutante como esqueje y WT como portainjerto (cbl10/WT). Este hecho indica 

por un lado que la función del gen SlCBL10 en la raíz de tomate parece ser crucial para 

la absorción y acumulación de Na+ en condiciones de salinidad. En cuanto a la hoja, todos 

los injertos realizados con una parte del mutante, independientemente de si fué raíz 

(portainjerto) o parte aérea (esqueje), presentaron una menor acumulación de Na+ en hoja 

al final del tratamiento salino, lo que indica en este caso que tanto la función del gen en 

raíz como en hoja, aunque probablemente diferentes, influyen en la menor acumulación 

de Na+ en hoja en condiciones de salinidad. En conjunto los resultados indican que el gen 

SlCBL10 está implicado en la regulación de la homeostasis de Na+ tanto en parte aérea 

como en raíz, pero a través de dos funciones independiente y probablemente diferentes 

en cada uno de estos tejidos.  

El contenido en K+ también fue analizado en las cuatro combinaciones de injertos 

realizadas (Figura 55c) y, similar a lo que ocurría en el mutante cbl10, los principales 

cambios en este ion se detectaron en la raíz, siendo similar el contenido de K+ en hoja en 

todas las combinaciones de injertos durante el tratamiento salino. En raíz, se observa un 

mayor contenido de K+ al final del tratamiento salino en todos aquellos injertos que tenían 

el mutante cbl10 como portainjerto (WT/cbl10, cbl10/cbl10), debido a una menor pérdida 

de K+ en la raíz de estas combinaciones durante el tratamiento salino. Así, las 

combinaciones WT/WT y cbl10/WT perdieron un 60% y 50% de la concentración inicial 

de K+ mientras que en cbl10/cbl10 no se registró ninguna pérdida de K+ en raíz durante 

el tratamiento y en WT/cbl10 las pérdidas fueron más lentas y menores (30%). Esta 

observación indica que el gen SlCBL10 parece regular la homeostasis de K+ en la raíz de 

tomate en condiciones de salinidad, de forma independiente a la función que este gen 

ejerce en parte aérea. La menor pérdida de K+ en raíz podría estar relacionada con la 
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menor asimilación de Na+ en las plantas de los injertos WT/cbl10, así como con la mayor 

tolerancia a la salinidad observada en estos injertos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 55. El similar grado de sensibilidad a la sal del mutante (cbl10/cbl10) y del injerto recíproco 
cbl10/WT  está principalmente asociado a la alteración que provoca el mutante en la homeostasis del 
Ca2+ 

de la parte aérea. Concentración de Ca2+ (a), Na+ (b) y K+ (c) en raíz y hoja completamente 
desarrollada de plantas autoinjertadas de WT (WT/WT) y mutante (cbl10/cbl10) y los injertos recíprocos 
entre WT y mutante (cbl10/WT y WT/cbl10). Las combinaciones de injertos eran desarrolladas en cultivo 
hidropónico bajo estrés salino durante 5 días (1 día a 100 mM de NaCl y 4 días a 150 mM de NaCl). Los 
valores son la media + ES. Letras diferentes para el mismo día de tratamiento indica diferencias 
significativas (Diferencias entre medias, LSD5%). 
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Considerados en conjunto, estos resultados sugieren que la parte aérea es el 

principal órgano responsable de la sensibilidad del mutante al estrés salino, y la función 

del gen SlCBL10 en la parte aérea está implicada en la homeostasis de Ca2+. En raíz, el 

gen no parece participar, al menos directamente, en la respuesta a la sal (no hay mayor 

sensibilidad al estrés cuando solo se usa la raíz del mutante) pareciendo tener en este 

órgano una mayor implicación en la homeostasis de Na+ y K+.  

10. El injerto entre la parte aérea del mutante cbl10 y la raíz del mutante she-1 

revela un efecto sinérgico para la sensibilidad a la sal  

En este punto de la investigación nos encontramos frente a dos mutantes de tomate 

hipersensibles a la salinidad, she-1 y cbl10, cuya mayor sensibilidad al estrés parece estar 

motivada por causas completamente antagónicas. Así, la sensibilidad del mutante she-1 

estaba relacionada con un mayor transporte y acumulación de Na+ en hoja, siendo la 

pérdida de función en la raíz del gen mutado la causa del alto transporte del ion hasta 

concentraciones tóxicas a la parte aérea. Por el contrario, la acumulación de Na+ en el 

mutante cbl10 fue menor que en WT, y es la pérdida de función del gen en la parte aérea 

la que confiere la hipersensibilidad a la sal del mutante. Con el fin de comprobar si las 

funciones de los genes mutados en she-1 y cbl10 podría complementarse revirtiendo el 

fenotipo de sensibilidad, se realizaron injertos recíprocos con ambos mutantes, 

comparando la respuesta a sal (100 mM 24 h más 5 días a 150 mM) de los injertos 

recíproco con los autoinjertos de WT (WT/WT) y de los mutantes she-1 (she-1/she-1) y 

cbl10 (cbl10/cbl10).  

Una vez más, se comprobó que cuando el mutante cbl10 se usa como esqueje el 

injerto provocaba alteraciones morfológicas en la parte aérea, presentando el injerto 

recíproco cbl10/she-1 un fenotipo alterado similar al descrito en el apartado anterior para 

los injertos cbl10/cbl10 y cbl10/WT. Sin embargo, la combinación opuesta (she-1/cbl10) 

mostró un fenotipo normal similar a las plantas autoinjertadas del mutante she-1 (she-

1/she-1) y las autoinjertadas de WT (Figura 56a). 
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Figura 56. El fenotipo de las plantas autoinjertadas de she-1 (she-1/she-1) y del injerto recíproco 
cuando el mutante she-1 es el esqueje y el mutante cbl10 es el portainjerto (she-1/cbl10) era similar 
antes de aplicar el estrés, mientras que las plantas injertadas con el mutante she-1 como portainjerto 
y el mutante cbl10 como parte aérea muestran un menor desarrollo y alteraciones morfológicas 
similares a aquellas observadas en las plantas autoinjertadas del mutante (cbl10/cbl10). a) 
Alteraciones morfológicas en las plantas injertadas donde cbl10 es el esqueje. b) Peso de raíz y parte aérea 
de las 4 combinaciones de injertos el día antes de aplicar el estrés (valores medios + ES). Letras diferentes 
para el mismo día de tratamiento indica diferencias significativas (Diferencias entre medias, LSD5%). 
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En cuanto a la respuesta a la salinidad los resultados obtenidos fueron bastante 

sorprendentes. Así, mientras que la combinación cbl10/she-1 mostró un fenotipo de 

hipersensibilidad a la sal muy superior al mostrado por los autoinjertos de cada mutante, 

las plantas del injerto reciproco inverso she-1/cbl10 no solo no mostraron una mayor 

sensibilidad a la sal, sino que parecían presentar una mayor tolerancia al estrés con 

respecto al autoinjerto de WT (Figura 57a) . A los 2 días de tratamiento salino las plantas 

cbl10/she-1 ya mostraban graves síntomas de sensibilidad al estrés salino, con foliolos 

necróticos y abscisión de hojas, y tras 5 días de tratamiento las plantas estaban 

completamente quemadas y muertas. Sin embargo, cuando la parte aérea del mutante she-

1 se injertaba sobre el mutante cbl10 (she-1/cbl10) se observaba una mayor tolerancia, 

sin síntomas evidentes de clorosis en sus hojas, similar al fenotipo mostrado por las 

plantas autoinjertadas de WT (Figura 57b). Además, a los 5 días de tratamiento salino, 

el peso de la parte aérea de las plantas injertadas cbl10/she-1 se reducía alrededor de un 

70%, mientras que esta reducción apenas llegaba al 30% en she-1/cbl10, mostrando un 

peso similar al autoinjerto WT/WT (Figura 57c). Sin embargo, la reducción del peso de 

la raíz en ambas combinaciones de injertos fue similar durante el tratamiento salino, pues 

cbl10/she-1 muestra un menor peso de la raíz desde el primer día de tratamiento y se 

mantiene después de 5 días de sal. 

En este ensayo también se analizó la concentración de Ca2+ y de Na+ en la raíz y en 

las hojas completamente desarrolladas antes de aplicar el estrés (día 0) y a los 2 días de 

tratamiento salino en las dos combinaciones de injertos recíprocos entre los mutantes 

cbl10 y she-1, así como en los autoinjertos de WT y de ambos mutantes. Respecto a la 

concentración de Ca2+ (Figura 58a), el injerto hipersensible a la salinidad cbl10/she-1 

muestra una concentración de Ca2+ en las hojas desarrolladas de 585 mmol kg-1 PS a los 

2 días de tratamiento salino, siendo esta prácticamente el doble de la concentración 

mostrada por la combinación opuesta she-1/cbl10 (333 mmol kg-1 PS). Estos resultados 

demuestran una vez más que el gen SlCBL10 estaría implicado en la regulación de la 

homeostasis de Ca2+ en la parte aérea del tomate en condiciones de salinidad.  
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Figura 57. La unión del mutante she-1 como portainjerto y del mutante cbl10 como parte aérea 
incrementa el grado de sensibilidad a la sal respecto a las plantas autoinjertadas de ambos mutantes, 
mientras que la respuesta opuesta es observada en la combinación she-1/cbl10. a) La hipersensibilidad 
a la sal de cbl10/she-1 se muestra claramente desde los 2 días de tratamiento salino (1 día a 100 mM NaCl 
y 1 día a 150 mM NaCl). b) A los 5 días de tratamiento (1 día a 100 mM NaCl y 4 días a 150 mM NaCl), 
la combinación she-1/cbl10 muestra un alto nivel de tolerancia mientras que las plantas de la combinación 
inversa estaban muertas. c) Peso de raíz y parte aérea de las 4 combinaciones de injertos después de 2 y 5 
días de tratamiento salino (valores medios + ES). Letras diferentes para el mismo día de tratamiento indica 
diferencias significativas (Diferencias entre medias, LSD5%). 
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Figura 58. Alteraciones en la homeostasis de Ca2+ 
y Na+ cuando se une mediante injerto un mutante 

cuyo órgano responsable de la sensibilidad a sal es la parte aérea (cbl10) y otro que es la raíz (she-1). 
Concentraciones de Ca2+ 

(a) y Na+ (b) en raíz y hoja completamente desarrollada de plantas autoinjertadas 
de WT (WT/WT), del mutante cbl10 (cbl10/cbl10) y del mutante she1 (she-1/she-1), así como los injertos 
recíprocos. Las medidas eran hechas antes de aplicar el estrés y después de 2 días de tratamiento salino (1 
día a 100 mM de NaCl y 1 día a 150 mM de NaCl). Los valores son la media + ES. Letras diferentes para 
el mismo día de tratamiento indica diferencias significativas (Diferencias entre medias, LSD5%). 

Respecto al contenido de Na+, el injerto she-1/cbl10 muestra una concentración de 

Na+ en raíz y parte aérea similar al autoinjerto del mutante cbl10 (cbl10/cbl10), siendo 

esta muy inferior a la concentración de Na+ del injerto reciproco cbl10/she-1 y de los 

autoinjertos de WT y del mutante she-1 (Figura 58b). Estos resultados apoyan la 

hipótesis de que el mutante cbl10 podría absorber menos Na+ por su raíz y de esta manera 

transportar menos Na+ a la parte aérea, ya que como hemos visto anteriormente, tanto el 

injerto reciproco WT/cbl10 (Figura 55b), como los injertos she-1/cbl10 y cbl10/cbl10 

muestran menor contenido de Na+ en la raíz durante el tratamiento salino, que el resto de 

injertos estudiados. Por el contrario, el injerto cbl10/she-1 llega a acumular en hoja 
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superior el doble contenido de Na+ que la combinación opuesta she-1/cbl10 y el 

autoinjerto de WT (WT/WT) a los 2 días de tratamiento salino, y que es similar a los 

niveles de Na+ en hoja de she-1/she-1. Estos resultados indican que la combinación 

cbl10/she-1 absorbe y transporta una elevada cantidad de Na+ a la parte aérea al estar el 

mutante she-1 como portainjerto, que unido a la característica de que la mutación del gen 

SlCBL10 en la parte aérea altera la distribución de Na+ entre hojas jóvenes y adultas hace 

que la salinidad sea letal para estas plantas en pocos días.  
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V. CAPITULO II 

 DISCUSIÓN 

1. El gen SlCBL10 es clave en la tolerancia del tomate a la salinidad 

En el segundo capítulo de esta tesis doctoral se ha presentado la caracterización funcional 

del mutante cbl10, identificado por el grupo del IBMCP a partir de un cribado genético 

realizado in vitro en la colección de líneas T-DNA de tomate generada a partir del cv. 

Moneymaker (Pineda B., 2012). El mutante tiene anulado el gen SlCBL10. Este gen 

codifica para una proteína de unión a Ca2+ de la familia de las Calcineurinas tipo B (CBL: 

Calcineurin B-Like protein), las cuales no poseen dominio enzimático, pero bajo la unión 

al Ca2+ sufren cambios conformacionales que las predisponen a unirse a unas proteínas 

quinasas (CBL interacting protein kinases, CIPKs) formando módulos funcionales los 

cuales según numerosos estudios realizados fundamentalmente en Arabidopsis, 

participan en la mediación de la señalización por Ca2+ suscitada por diversos estímulos 

(Kim, 2013).  

 El gen SlCBL10 fue identificado recientemente en tomate (de la Torre et al., 2013), 

habiéndole otorgado un papel clave en la respuesta al estrés causado por el ataque de 

patógenos, pero su papel en la tolerancia/sensibilidad a estreses abióticos no se ha 

estudiado hasta la fecha en esta especie. Estudios anteriores mostraron que el gen CBL10 

es crítico para la tolerancia a la salinidad en especies como Arabidopsis y Pópulus (Kim 

et al., 2007; Quan et al., 2007; Tang et al., 2014), observando que la alteración de este 

gen causó hipersensibilidad a la sal principalmente en la parte aérea de esas especies. En 

tomate, nuestros resultados también muestran que el gen SlCBL10 juega un papel crucial 

en la tolerancia a la sal de las plantas protegiendo principalmente tejidos jóvenes apicales 

de la parte aérea. De hecho, en condiciones de estrés salino, mientras que las hojas más 

viejas y el tallo basal de las plantas mutantes cbl10 no mostraron síntomas evidentes de 

sensibilidad a la sal, la parte superior de la planta, incluyendo el ápice, hojas en desarrollo 

y las partes jóvenes del tallo, mostró quemaduras y marchitamiento y, finalmente, las 

plantas murieron por el colapso apical (Figura 41). Esta sensibilidad a la sal mayormente 

focalizada en los tejidos jóvenes de la parte aérea del mutante no se había descrito hasta 

ahora, y su detección en tomate ha sido posible porque, al contrario que en Arabidopsis, 

la estructura anatómica de tomate con un tallo largo ha permitido una disección más 
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precisa de los diferentes niveles de daños. Las raíces del mutante cbl10 de tomate también 

se vieron afectados por la salinidad tanto in vitro como en ensayos in vivo, como 

anteriormente también fué observado en el mutante cbl10 de Arabidopsis por Quan et al. 

(2007). Curiosamente, cuando analizamos la inducción de la expresión del gen SlCBL10 

por estrés salino en plantas sin transformar (WT), se detectó que la mayor inducción en 

la expresión del gen sucedía en las primera hojas completamente desarrolladas (hojas 

superiores) y en la raíz, en lugar de en los tejidos en desarrollo que fueron los más 

afectados por los salinidad (Figura 41). Esto sugiere que la función ejercida por el gen 

SlCBL10 en las primeras hojas desarrolladas y en raíz es necesaria para la protección de 

la zona apical de la planta en condiciones de estrés salino.  

El patrón de expresión temporal del gen SlCBL10 durante el tratamiento salino 

(Figura 40a) mostró dos picos de inducción de la expresión, lo que sugiere una posible 

doble función de este gen en respuesta al estrés salino, uno temprano (después de 24 h de 

tratamiento salino), que podría estar implicado en procesos de señalización del estrés, 

seguido de una bajada a niveles basales de la expresión, y otro pico más tardío (después 

de 6 días de tratamiento salino) cuyo papel en este caso podría estar implicado en los 

mecanismo de adaptación a dicho estrés. En estudios previos se había observado que los 

transcritos de CBL10 aumentaban después de pocas horas de aplicación del estrés salino 

(6-12 horas) y posteriormente disminuían después de 24-48 horas de tratamiento (Quan 

et al., 2007; Tang et al., 2014), pero la segunda fase de inducción observada en este 

estudio no se había descrito hasta ahora, probablemente debido a que en los ensayos 

previos se han utilizado tiempos más cortos de aplicación del tratamiento salino. 

2. El gen SlCBL10 está implicado en la homeostasis de Na+ y K+  

Otra característica importante observada en el mutante cbl10 es la alteración en la 

homeostasis de Na+ y K+ durante condiciones de estrés salino. Así, la acumulación total 

de Na+ por la planta era inferior en el mutante cbl10 que en WT (Figura 42a), lo que 

resultaba en una inusual baja relación Na+/K+ para un mutante sensible al estrés salino 

(Cuartero et al., 2010). Estudios previos sobre el efecto de la mutación de este gen en 

Arabidopsis observaron que el mutante Atcbl10 mostraba también una menor 

acumulación de Na+ en condiciones de estrés salino en comparación con las plantas WT 

(Kim et al., 2007), siendo Atcbl10 el primer mutante hipersensible al estrés salino 

identificado con un menor relación Na+/K+ (Kim et al., 2007). En el caso del mutante 
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cbl10 de tomate, las plantas mutantes no solo no perdían K+ en raíz y parte aérea como 

consecuencia del tratamiento salino, sino que la concentración de este ion aumentaba 

considerablemente durante el tratamiento salino (Figura 42b). En relación a esta 

observación, Ren et al. (2013) han demostrado que en Arabidopsis CBL10 modula 

negativamente la actividad de un transportador de K+ de membrana plasmática en raíz, 

AKT1, uniéndose directamente a él sin necesidad de formar módulo funcional con 

ninguna CIPK. Si esta funcionalidad descrita para Arabidopsis se conservara también en 

tomate y SlCBL10 inactivara a AKT1 en raíz, lo cual sería necesario e interesante 

corroborar después de los resultados obtenidos, la falta de funcionalidad del gen SlCBL10 

en el mutante cbl10 podría estar provocando una inactivación defectuosa del 

transportador de K+, permitiendo una mayor entrada de K+ y como consecuencia un 

mayor contenido de K+ en la raíz y en la parte aérea del mutante. 

Por otro lado, en cuanto a la homeostasis de Na+ en las plantas mutantes cbl10, 

nosotros hemos realizado una nueva observación no descrita hasta la fecha para ningún 

mutante de cbl10, y es que aunque las plantas presentaban una menor acumulación de 

Na+ que WT, la distribución del mismo a lo largo de la planta mutante estaba alterada 

(Figura 42a), una de las principales características que determinan la tolerancia a la sal 

en tomate (Cuartero et al., 2010). En este contexto, las plantas WT adoptaron frente a la 

salinidad el mecanismo típico de tolerancia de plantas glicófitas (Craig Plett y Møller, 

2010; Horie et al., 2012), con una mayor acumulación de Na+ en la raíz, evitando el 

transporte de iones Na+ a niveles tóxicos a través del xilema a los tejidos verdes 

fotosintéticamente activos, y dentro de los tejidos verdes el Na+ se acumuló 

preferentemente en hojas adultas y el tallo, con el fin de proteger los tejidos jóvenes en 

desarrollo de la toxicidad por Na+. Sin embargo, el mutante cbl10 de tomate no mostró 

capacidad de retención de Na+ en la raíz, siendo el contenido de Na+ similar o incluso 

inferior que en la parte aérea, que también presentó deficiencia en la acumulación del ion 

en las hojas adultas, lo que permitió un mayor transporte de Na+ a los tejidos en desarrollo, 

en comparación con las plantas sin transformar (WT) (Figura 42a). Este hecho pudo ser 

el causante del colapso apical detectado en las plantas mutantes a los pocos días de 

exposición a condiciones de salinidad. 
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3. La expresión de genes implicados en la homeostasis de Na+ está alterada por la 

disrupción de SlCBL10 

Al estudiar la expresión de los genes implicados en la absorción y el transporte a larga 

distancia de Na+ en condiciones de salinidad, se observó un patrón alterado de expresión 

en el mutante que parecía reflejar una capacidad defectuosa del mismo para acumular Na+ 

tanto en raíz como en hojas superiores desarrolladas, que se correspondía perfectamente 

con el patrón alterado en la distribución de Na+ observado en el mutante de tomate cbl10. 

Las evidencias acumuladas indican que las funciones de transporte a través de las vías 

SOS (Salt Overly Sensitive) y HKT (High-Affinity Potassium Transporter) están 

coordinadas para mantener la homeostasis de Na+ bajo condiciones de estrés salino 

(Kronzucker y Britto, 2011; Hasegawa, 2013; Maathuis, 2013; Deinlein et al., 2014). De 

hecho, la disfunción de cualquier gen de la familia SOS o HKT altera el transporte a larga 

distancia y la adecuada distribución de Na+ en la planta, lo que resulta en fenotipos 

sensibles a la sal (Olias et al., 2009; Huertas et al., 2012; Liu et al., 2012; Hill et al., 

2013). El antiportador H+/Na+ SOS1, situado en la membrana plasmática, está implicado 

en la salida de Na+ desde el citoplasma al exterior celular, ya sea al medio exterior llevado 

a cabo por las células epidérmicas de la raíz, o hacía el xilema, llevado a cabo por las 

células parenquimáticas tanto de hoja como de raíz, evitando de esta manera una 

acumulación excesiva de Na+ en el citoplasma celular (Huertas et al., 2012).  

La principal función de la familia de genes HKT1 descrita hasta la fecha es el 

transporte a larga distancia de Na+. En Arabidopsis, donde más se ha avanzado en el 

conocimiento de esa familia de transportadores, se ha descrito concretamente que la 

principal función de la isoforma AtHKT1;1 es la de retirar Na+ del xilema, favoreciendo 

preferentemente su acumulación dentro de las vacuolas de las células tanto en raíz como 

parte aérea, tallo y hojas desarrolladas (provistos de vacuolas), para evitar que el Na+ 

llegue vía xilema a las zonas de apicales de crecimiento, donde su efecto es muy tóxico 

(Berthomieu et al., 2003; Sunarpi et al., 2005; Rus et al., 2006; Davenport et al., 2007; 

Moller et al., 2009; Olias et al., 2009; Craig Plett y Møller, 2010). Un estudio reciente de 

Asins et al. (2013) sugiere que en tomate la isoforma SlHKT1;2 podría desarrollar una 

función similar a la descrita para AtHKT1;1. Como hemos mencionado anteriormente, la 

alteración en los patrones de expresión de los genes detectados en el mutante (Figura 43) 

parece señalar que la disrupción del gen SlCBL10 alteró la capacidad de retención de Na+ 

en las células vacuoladas (células de la raíz, tallo y hojas completamente desarrolladas). 
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Así, lo observado en la raíz del mutante fue un aumento de la salida de Na+ hacia el 

exterior de la planta mediante un aumento de la expresión de SlHKT1;1, que retira Na+ 

del xilema hacia el interior de las células de la raíz, y un aumento de la expresión de 

SlSOS1 que probablemente expulsa el Na+ de nuevo al medio (Olías et al., 2009). Este 

mecanismo de salida hacia el medio exterior no fue detectado en las plantas WT (Figura 

43).  

A nivel de parte aérea, el mutante intenta minimizar el contenido en Na+ en el interior 

celular de las hojas desarrolladas, aumentando para ello la expresión de SlSOS1, que lo 

saca al exterior, y casi anulando la expresión de SlHKT1;1 y 2, disminuyendo con ello su 

entrada a la célula (Figura 43). En las hojas de WT no se observó por el contrario grandes 

cambios en la expresión de estos genes durante el tratamiento salino. Por último, se 

observó un curioso patrón de expresión de las isoformas de SlHKT1 en el tallo del 

mutante, ya que SlHKT1;1 aumenta su expresión en sal hasta 80 veces mientras que la 

expresión de la otra isoforma se anula por completo (Figura 43), lo que sugiere un papel 

diferente para los SlHKT1s en función del órgano, tejido y hasta la etapa de desarrollo de 

las plantas (Asins et al., 2013). Debido al menor contenido de Na+ también en el tallo de 

las plantas mutantes con respecto a WT, el aumento de la expresión de SlHKT1;1 en el 

tallo no creemos que este aumentando la entrada de Na+ al interior celular, sino que podría 

estar promoviendo la entrada de Na+ al floema para su recirculación hasta la raíz, una de 

las funciones que se ha sugerido podría tener alguna de las isoformas de esta familia de 

transportadores, pero que aún no ha sido demostrada (Berthomieu et al., 2003; Olias et 

al., 2009; Asins et al., 2015). Por lo tanto, CBL10 podría desempeñar un papel crucial en 

la homeostasis de iones bajo estrés salino mediante la regulación tanto en de la absorción 

como la translocación de Na+ y K+ (Ren et al., 2013). 

4. La anulación de SlCBL10 no altera el nivel de expresión de SlSOS2  

Estudios previos han descrito que CBL10 interactúa con la proteína quinasa CIPK24 

(SOS2), localizando este complejo en la membrana vacuolar donde podría ejercer su 

función en condiciones de estrés salino (Kim et al., 2007; Quan et al., 2007; Waadt et al., 

2008). Así, estudios en Arabidopsis (Kim et al., 2007), pero también en otras especies 

como Pópulus (Tang et al., 2014), han sugerido que en condiciones de salinidad se forma 

el modulo funcional CBL10-CIPK24 que se dirige al tonoplasto donde fosforila una 

proteína, probablemente un antiportador H+/Na+, para la acumulación no tóxica de Na+ 
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en el interior de las vacuolas celulares de la parte aérea. También se ha sugerido que 

CBL10 puede tener en parte aérea una función homóloga a la que ejerce SOS3 (CBL4) en 

raíz (Quan et al., 2007). SOS3 es uno de los componentes de la ruta SOS, el cual en 

condiciones de salinidad forma módulo funcional con SOS2 (CIPK24) y se dirigen a la 

membrana plasmática donde fosforilan a SOS1, que como ya hemos mencionado 

anteriormente es una antiporter H+/Na+ encargado de la salida de Na+ (Olías et al., 2009). 

El fenotipo observado en el mutante de tomate cbl10 no secundaría esta hipótesis, ya que 

de ser así la disrupción de SlCBL10 debería alterar la capacidad de las células de parte 

aérea para sacar Na+ al exterior a través de SOS1, observando un mayor contenido de Na+. 

Sin embargo, lo que los análisis fisiológicos y moleculares nos muestran es justo lo 

contario, estando por tanto mucho más cerca de la hipótesis planteada por Kim et al., 

(2007) y apoyada por otros autores (Waadt et al., 2008; Tang et al., 2014) en cuanto al 

papel de CBL10 en la acumulación de Na+ en el interior de las vacuolas celulares en 

condiciones de salinidad. Aunque en nuestro caso, la anulación del gen SlCBL10 no afectó 

al nivel de expresión de SlSOS2 en la parte aérea de las plantas mutantes; registrándose 

solamente una expresión ligeramente mayor en la raíz de las plantas mutantes en 

comparación con las WT (Figura 44), que junto al aumento de la expresión de SOS1 

apoya la mayor salida de Na+ en el mutante.  

Aún no se ha identificado la proteína diana en el tonoplasto para el modulo 

funcional CBL10-CIPK24. Los primeros estudios sugirieron que podría ser un antiporter 

catión/protón de la familia NHXs (Kim et al., 2007), pero esta hipótesis no ha sido 

confirmada por ningún estudio posterior sobre la función de CBL10. Cuatro isoformas de 

NHX han sido identificas en tomate (Gálvez et al., 2012; Huertas et al., 2013), en nuestro 

estudio sólo las isoformas LeNHX1 y LeNHX3 mostraron un aumento significativo de su 

expresión bajo estrés salino. A nivel de la raíz, el aumento en la expresión de LeNHX1 

fue significativamente mayor en las plantas mutantes que en las plantas WT (Figura 44), 

pero el contenido de Na+ en las raíces de WT fue superior al del mutante al final del 

tratamiento salino (Figura 42a). En cambio, el contenido de K+ en las raíces del mutante 

cbl10 fue muy superior al de WT al final del ensayo (Figura 42b). Algunos autores han 

demostrado que las proteínas NHX1 y NHX2 desempeñan un papel más importante en la 

homeostasis de K+ que en la de Na+ (Bassil et al., 2011). Recientemente, se ha demostrado 

que el incremento en la tolerancia a la salinidad en plantas de tomate transgénicas que 

sobrexpresan AtNHX1 está fundamentalmente asociado al control de la homeostasis del 
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K+ (Leidi et al., 2010). Como hemos visto anteriormente, la falta de funcionalidad del 

gen SlCBL10 en el mutante podría estar provocando una inactivación defectuosa del 

transportador de K+, permitiendo una mayor entrada de K+ por la raíz del mutante. Por 

tanto, la mayor expresión de LeNHX1 observada durante el tratamiento salino en las raíces 

del mutante cbl10 podría ser como consecuencia de esta mayor llegada de K+, 

acumulando el exceso de K+ en las vacuolas de las raíces. Sin embargo, no se ha 

observado cambios importantes en la expresión para ninguna de las dos isoformas de 

LeNHX en las hojas, lo que sugiere, de acuerdo con Tang et al. (2014), que la proteína 

diana para la función de CBL10 en la homeostasis de Na+ no es una proteína de la familia 

de las NHXs. 

5. El gen SlCBL10 está implicado en la homeostasis de Ca2+  

Otra característica fenotípica interesante y que no se ha descrito hasta la fecha para ningún 

mutante del gen CBL10, es la mayor reducción en la conductancia estomática y la tasa de 

transpiración en hojas del mutante cbl10 bajo condiciones de estrés salino, lo que estaba 

asociado con una menor apertura estomática y un mayor porcentaje de estomas cerrados 

en el mutante (Figura 45). Nosotros en este estudio sugerimos que esta alteración 

fisiológica causada por la mutación del gen SlCBL10 en tomate podría estar relacionada, 

entre otros, con la alteración de la homeostasis de Ca2+ y K+ detectada en el mutante bajo 

condiciones de estrés salino. De hecho, el contenido de Ca2+ y K+ es un factor clave en la 

regulación de los movimientos de los estomas (Allen et al., 2001; Guo et al., 2008; 

Roelfsema y Hedrich, 2010), habiéndose demostrado que después del cierre estomático 

inducido por un estrés se debe producir una salida de Ca2+ desde la vacuola, donde se 

encuentra almacenado principalmente, hacia al apoplasto para que se produzca la 

reapertura estomática (Gilliham et al., 2011).  

El Ca2+ es absorbido por las raíces y se transporta principalmente vía extracelular a 

través del apoplasto hacia el xilema, donde el Ca2+ alcanza la parte aérea de la planta en 

función de la tasa de transpiración y de la velocidad de su acumulación en las vacuolas 

(McAinsh y Pittman, 2009). En los tejidos basales (raíces, hojas y tallo adultos) el Ca2+ 

se encuentra principalmente formando parte de la estructura de la pared celular, no 

constituyendo estos depósitos una reserva de Ca2+ para la planta, dado que el Ca2+ de la 

pared celular no es intercambiable. La reserva de Ca2+ en la planta se encuentra en las 

hojas superiores desarrolladas y el tallo superior, donde el Ca2+ que llega y no es utilizado 
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por la planta entra al interior celular y se acumula en las vacuolas. En el interior celular, 

el Ca2+ se encuentra casi en su totalidad almacenado en vacuolas, manteniendo la 

concentración de Ca2+ citosólico rigurosamente controlada en niveles muy bajos (entre 

100-200 nM) a fin de evitar, entre otros efectos indeseables, la precipitación de fosfato 

inorgánico (Sanders et al., 1999). Este Ca2+ acumulado en las vacuolas es intercambiable 

según las necesidades fisiológicas de Ca2+ de la planta o bajo situación de déficit (Bush, 

1995). En lo que respecta a la homeostasis de Ca2+, la salinidad indujo una disminución 

del contenido de Ca2+ en las plantas sin transformar, principalmente en las hojas en 

desarrollo y en las hojas superiores completamente desarrolladas (Figura 46), debido a 

que condiciones de salinidad la planta absorbe menos Ca2+ ya que Na+ y Ca2+ son iones 

antagonista (Maathuis, 2014). Por el contrario, en el mutante cbl10 no se detectó 

disminución de Ca2+ con la salinidad, siendo el contenido de Ca2+ en la parte aérea 

superior significativamente mayor en el mutante que en WT al final del tratamiento salino 

(Figura 46), lo que sugiere que el mutante cbl10 no hace uso de su reserva de Ca2+. Pero 

si no se produce este intercambio, el mutante no dispone del Ca2+ necesario para seguir 

desarrollando sus tejidos y meristemos en condiciones de salinidad, lo que junto con la 

mayor llegada de Na+ podría estar provocando el colapso apical observado. 

Hasta donde sabemos, estos son los primeros resultados que apuntan una clara 

funcionalidad del gen CBL10 en la regulación de la homeostasis del Ca2+en plantas. En 

lo que respecta al K+, también se ha comprobado que la entrada y salida de K+ del interior 

de las células oclusivas afecta a la apertura y cierre de los estomas (Lebaudy et al., 2007; 

Wu et al., 2012), y como hemos visto anteriormente el mutante cbl10 muestra mayor 

contenido de K+ en raíces, tallo y hojas superiores (hojas jóvenes desarrolladas) al final 

del tratamiento salino. Como CBL10 parece que regula negativamente a AKT1 (Ren et 

al., 2013), y se ha visto que AKT1 es importante para la entrada de K+ en las células 

oclusivas (Kim et al., 2007), la falta de funcionalidad del gen SlCBL10 en el mutante 

podría afectar a la entrada de K+ en las células oclusivas, afectando a la apertura y cierre 

de los estomas.  

6. Posible relación entre el gen SlCBL10 y SlCAX1 para el control de la homeostasis 

de Ca2+  

Entre los transportadores de Ca2+ identificados en plantas, solo los transportadores 

localizados en el tonoplasto son capaces de catalizar la captación de Ca2+ en contra de su 
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gradiente electroquímico en vacuola, y podrían desempeñar la función de acumular Ca2+ 

en condiciones fisiológicas (Pottosin y Schönknecht, 2007; McAinsh y Pittman, 2009). 

Entre estos transportadores, la primera isoforma de antiporter H+/Ca2+ identificada fue 

AtCAX1, localizada en la membrana vacuolar de Arabidopsis (Hirschi et al., 1996). CAX3 

es el homólogo más cercano a CAX1 y ha sido propuesto para desempeñar un papel 

similar en la homeostasis de Ca2+ (Zhao et al., 2008). Con el fin de conocer si la alteración 

en la homeostasis de Ca2+ detectada en el mutante en condiciones de salinidad podría 

deberse a una posible relación del gen SlCBL10 con los genes CAX, el grupo de la UAL 

realizó un análisis filogenético mediante el cual se obtuvo la secuencia de un gen de 

tomate cercano a AtCAX1 y a AtCAX3 de Arabidopsis, que nombramos como SlCAX1 

(Figura 47a). La salinidad indujo la inhibición de la expresión de SlCAX1, y esta 

inhibición fue significativamente mayor en las plantas mutantes (99% y 93% de 

inhibición de la expresión en tallo y hoja superior, respectivamente) que en las plantas sin 

transformar (20% y 60% de inhibición de la expresión en tallo y hoja superior, 

respectivamente) (Figura 47b). Además, el análisis de los patrones de expresión temporal 

mostraron que el estrés salino indujo la inhibición de la expresión de SlCAX1 antes en el 

mutante (después de 12 horas de tratamiento salino) que en las plantas WT (después de 

30 horas de tratamiento salino), y se mantenía en niveles muy bajos e inferiores a WT 

durante todo el tratamiento (98 % de inhibición después de 6 días de tratamiento salino; 

Figura 47c).  

La inhibición de la expresión de SlCAX1 inducida por la salinidad podría ser debida 

a la necesidad de la planta de movilizar sus reservas de Ca2+ vacuolar con el fin de 

compensar la menor absorción de Ca2+ por la raíz en condiciones de salinidad, así como 

para contribuir al aumento temporal de Ca2+ en el citoplasma con el objeto de señalizar 

la situación de estrés (Conn y Gilliham, 2010). La inhibición de la expresión de SlCAX1 

observada en condiciones de salinidad en WT estaría, por tanto, indicando el uso de las 

reservas vacuolares de Ca2+, lo que se correlacionaría perfectamente con la pérdida de 

Ca2+ observada en este tejido durante el tratamiento salino (Figura 46). Sin embargo, en 

el mutante cbl10 la mayor inhibición de la expresión SlCAX1 no dio lugar a una mayor 

disminución del contenido de Ca2+ en hojas superiores desarrolladas ni en tallo, sino que 

más bien el Ca2+ parece ser retenido en estos tejidos durante el tratamiento. Estudios 

previos han demostrado que la actividad de CAX está regulada por una región reguladora 

N-terminal (NRR) (Pittman y Hirschi, 2001; Pittman et al., 2002). Esta región se ha visto 
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que esta inhibida o autoinhibida, y para que CAX este activo y se produzca el transporte 

de Ca2+ al interior de la vacuola sería necesario eliminar esa inhibición. Así, se ha 

comprobado que el truncamiento de la región NRR de la proteína causa la activación 

constitutiva de CAX tanto en levadura como en plantas (Manohar et al., 2011). Otros 

estudios han demostrado que la expresión de una forma N-terminal truncada de AtCAX1 

(constitutivamente activa) en tabaco (Hirschi, 1999) y en tomate (Park et al., 2005) causó 

un aumento de la concentración de Ca2+ en hojas superiores de las plantas, siendo esta 

acumulación de Ca2+ en vacuola irreversible, lo que disminuyó la disponibilidad de Ca2+ 

en el apoplasto (Park et al., 2005) y causó fenotipos de sensibilidad al estrés salino 

asociados con deficiencias de Ca2+ (Hirschi, 1999; Hirschi, 2001; Manohar et al., 2011). 

Estos fenotipos tienen ciertas similitudes al detectado en nuestro caso para el mutante de 

tomate cbl10. Así, en los ensayos a largo plazo se detectó la mayor retención de Ca2+ en 

las hojas superiores del mutante (Figura 52a), lo que podría ser la causa de que cbl10 

mostrara un fenotipo de deficiencia de Ca2+, ya que las plantas en condiciones no 

estresantes tenían menor altura, clorosis marginal en las hojas apicales, menor masa 

vegetativa, así como un menor número de frutos, siendo estos más pequeños y con mayor 

incidencia de Blosson end rot (BER) que en las plantas WT (Figura 49 y 50a), situación 

que se agravó con el tratamiento salino llegando a provocar el colapso apical de las 

plantas. La salinidad generalmente produce una deficiencia de Ca2+ en los frutos, debido 

a que se reduce la absorción de Ca2+ y su distribución hacía la parte distal del fruto 

(Guichard et al., 2001).  

Teniendo en cuenta el conjunto global de resultados junto con las evidencias 

recopiladas de estudios previos, el gen SlCBL10 parece estar implicado en la vía CAX, 

probablemente en la regulación negativa de éstos antiportadores vacuolares Ca2+/H+, por 

lo que la falta de función daría lugar a una activación constitutiva de SlCAX1 en el mutante 

y, por lo tanto, a una retención irreversible de Ca2+ en vacuola. Aunque sin duda alguna 

esta hipótesis necesita ser confirmada con estudios posteriores más profundos, de serlo 

daría explicación a muchos de los rasgos fenotípicos observados en el mutante, como son 

los síntomas de deficiencia de Ca2+ en el mutante, más acusados en salinidad, a pesar de 

que su contenido de Ca2+ es superior al de las plantas WT.  

Esta hipótesis también podría dar explicación al rasgo fenotípico más característico 

observado en el mutante cbl10 como es la hipersensibilidad a sal. De hecho, en la 

bibliografía existen indicios suficientes que indican que una alteración en la homeostasis 
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de Ca2+ causa mayor sensibilidad a la sal. Así, plantas transgénicas del mutante cax1 de 

Arabidopsis sobreexpresando CAX1 mostraron una mayor sensibilidad a la salinidad, que 

se relacionó con un incremento descontrolado de la compartimentación del Ca2+ 

citosólico en la vacuola debido a la desregulación de CAX1, impidiendo desencadenar 

respuestas de adaptación como la ruta SOS de halotolerancia (Cheng et al., 2003). Por 

otro lado, también se podría justificar la menor acumulación de Na+ en el mutante, ya que 

se ha demostrado que los genes CAX juegan un papel crucial en la generación del 

gradiente de protones entre vacuola, citoplasma y apoplasto, a través de la regulación de 

la bombas de H+ en la membrana plasmática (V-type ATPase) y tonoplasto (V-type 

ATPase) (Cheng et al., 2005; Zhao et al., 2008). El deterioro en el gradiente 

electroquímico de H+ a través de la membrana plasmática y del tonoplasto causa 

sensibilidad a la sal (Young et al., 1998; Vitart et al., 2001; Zhang y Blumwald, 2001; 

Zhu, 2002), por lo que la generación de un gradiente de protones (H+) adecuado es 

fundamental para compartimentalizar el Na+ en las vacuolas (Blumwald et al., 2000). En 

este sentido, líneas de Arabidopsis que expresan constitutivamente CAX1 o CAX3 

mostraron fenotipos de sensibilidad a la salinidad y una compartimentación alterada de 

diferentes nutrientes, incluyendo la compartimentación de Na+. Por tanto, la alteración de 

la expresión de SlCAX1 así como la mayor retención de Ca2+ observada en mutante podría 

estar alterando el gradiente de protones necesario para el funcionamiento de los antiporter 

Na+/H+ y dificultando la entrada de Na+ en la vacuola (Kronzucker y Britto, 2011; 

Hasegawa, 2013; Maathuis, 2014). Otro rasgo fenotípico que tendría cabida en esta 

hipótesis es la alteración de la conductancia estomática observada en el mutante cbl10 en 

condiciones de salinidad, ya que los genes de la familia CAX se ha demostrado que juegan 

un papel muy importante en el movimiento estomático. De hecho, se ha detectado que 

estos genes se expresan de forma muy elevada en las células guardas de Arabidopsis (Cho 

et al., 2012).  

 En apoyo a la hipótesis del posible papel de SlCBL10 en la regulación negativa de 

SlCAX1, mediante un ensayo de dobles híbridos en levadura se demostró que SOS2 

interactúa con el dominio regulador N-terminal de CAX1, y además lo hace de forma 

independiente a SOS3 (Cheng et al., 2004). Esto sugiere que podría ser otra proteína de 

la familia CBL la que formara módulo funcional con SOS2 para esta interacción, que 

además podría estar regulando negativamente la actividad de CAX1. Otra posibilidad es 

que SlCBL10 interactúe directamente con el N-terminal de SlCAX1 de una manera 
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independiente a CIPK, de esta manera en Arabidopsis se ha demostrado que CBL10 era 

capaz de interactuar directamente e inhibir la actividad del transportador AKT1 de K+ en 

raíz (Ren et al., 2013). En resumen, el gen SlCBL10 parece tener un papel crítico en los 

mecanismos de tolerancia a la salinidad en plantas de tomate, en la regulación de la 

homeostasis de Na+, no sólo a nivel de la parte aérea como se describió anteriormente, 

sino también a nivel de raíz. Además, nuestros resultados parecen indicar que el efecto 

de la interrupción de SlCBL10 sobre la homeostasis de Na+ en tomate podría ser indirecta. 

Esta podría ser la causa de que hasta la fecha no se haya llegado a identificar la proteína 

diana de CBL10 en la membrana vacuolar, puesto que todos los esfuerzos se han dirigido 

hacia la búsqueda de un transportador Na+/H+, a pesar de que a algunas proteínas de la 

familia CAX también se les ha relacionado con un actividad transportadora Na+/H+ (Zhao 

et al., 2009). Con nuestros resultados, una nueva vía de estudio se abre en referencia a la 

función de SlCBL10 en los mecanismos de respuesta a la salinidad en tomate. Esta nueva 

vía a investigar implica una interacción entre CBL10 y CAX para la regulación del 

secuestro/compartimentación de Ca2+ en la vacuola, participando por tanto en los 

mecanismos de señalización por Ca2+ del estrés, así como en los mecanismos de 

adaptación mediante la generación del gradiente de H+ necesario para la 

compartimentalización vacuolar del Na+ (Figura 59). Sin embargo, a fin de demostrar 

definitivamente esta nueva hipótesis serían necesarios análisis adicionales acerca de la 

interacción y la posible regulación negativa de SlCAX1 por la interacción con SlCBL10, 

de una manera dependiente o independiente con SOS2.  
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Figura 59: Propuesta de posibles funciones del gen SlCBL10 en parte aérea de tomate en base a las 
alteración en la homeostasis de iones (Na+ y Ca2+) detectada en el mutante cbl10 cultivado en 
condiciones de salinidad. 
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7. Las plantas injertadas muestran alteraciones morfológicas y sensibilidad a la sal 

cuando el mutante cbl10 actúa como esqueje pero no como portainjerto 

Debido a los diferentes procesos fisiológicos afectados por la anulación del gen SlCBL10 

tanto en parte aérea como en raíz, se ha considerado interesante dilucidar que función, la 

que ejerce en raíz o en parte aérea, es la responsable del fenotipo de sensibilidad a la sal 

del mutante. Para ello, se realizaron injertos recíprocos entre WT y mutante (cbl10/WT y 

WT/cbl10), e incluso se realizaron injertos recíprocos con el mutante hiperacumulador de 

Na+ she-1 (cbl10/she-1 y she-1/cbl10), con el fin de comprobar la respuesta del mutante 

cbl10 actuando como esqueje sobre el portainjertos del mutante she-1, que transporta una 

elevada cantidad de Na+ desde la raíz a la parte aérea.  

Sorprendentemente, en ausencia de estrés salino el injerto per se provocó una 

alteración morfológica en la parte aérea de las plantas cuando se utilizaba el mutante 

cbl10 como esqueje (cbl10/WT, cbl10/she-1) y en las plantas autoinjertadas del mutante 

(cbl10/cbl10), siendo los foliolos de las hojas generalmente más redondeados y de menor 

tamaño que WT, así como flores con longistilia y de menor tamaño (Figura 53a y b). 

Además, los pesos de las plantas también mostraban una tendencia a ser menores cuando 

el mutante cbl10 actuaba como esqueje. Estas alteraciones pueden ser debidas al proceso 

de corte y unión de los nuevos tejidos, que incluye la reparación y el refuerzo de la pared 

celular, la activación de vías de señalización de la herida que inducen la producción de 

proteínas relacionadas con la defensa, así como polisacáridos, incluyendo pectinas que se 

depositan en la unión del injerto y proporcionan resistencia a la zona de corte (Bostock y 

Stermer, 1989; León et al., 2001; Sasaki et al., 2002). Al mismo tiempo, la división 

celular produce una masa de células pluripotentes denominadas callo cuya diferenciación 

da lugar a los dos tipos principales de tejido vascular, floema y xilema (Melnyk y 

Meyerowitz, 2015) y la participación de fitohormonas, tales como auxina, citoquininas y 

giberelinas, que se ha sugerido que intervienen en la formación del xilema y del floema 

(Roberts, 1988; Mattsson et al., 1999; Sachs, 2000; Ye, 2002; Asahina y Satoh, 2015). 

La cuestión que nos podemos plantear es porqué las alteraciones morfológicas solo se 

producen cuando se utiliza el mutante en la parte aérea y no en la raíz. 

El Ca2+ es un nutriente esencial para las plantas. Hoy en día nadie pone en duda la 

afirmación de que el Ca2+ es un regulador crucial del crecimiento y desarrollo de las 

plantas. Aunque los procesos en los que participa este ion son numerosos, aumentan a 
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medida que avanza la investigación e involucran a casi todos los aspectos del desarrollo 

de la planta (Harper et al., 2004; Hetherington y Brownlee, 2004; Hirschi, 2004; Reddy 

y Reddy, 2004; Bothwell y Ng, 2005; Roelfsema y Hedrich, 2010). Las alteraciones 

morfológicas de las plantas injertadas donde el mutante cbl10 actúa como esqueje pueden 

ser debidas a la dificultad del mutante cbl10 para hacer uso de los depósitos de Ca2+ de 

las vacuolas, y que afectarían a la unión del injerto y a la formación del callo y los tejidos 

vasculares. Una de las alteraciones fisiológicas que más nos había llamado la atención 

respecto al mutante cbl10 es el inusual mayor contenido de Ca2+ en hoja durante el 

tratamiento salino (Figura 46 y 52a), respuesta que se ha corroborado en las diferentes 

combinaciones de injertos que tenían el mutuante como esqueje (Figura 55a y 58a). Por 

el contrario, en la raíz no se observan grandes diferencias en el contenido de Ca2+, ya que 

en este órgano el Ca2+ se encuentra principalmente formando parte de la estructura de la 

pared celular y ligeramente en el interior de las células, por lo que no es intercambiable 

(Bush, 1995), y su acumulación es muy inferior al del resto de la planta (Figura 46). Este 

resultado nos demuestra que el gen SlCBL10 está implicado en la regulación de la 

homeostasis de Ca2+ en parte aérea, lo que explica que solo las combinaciones con el 

mutante como esqueje muestren alteraciones morfológicas. Así es sabido que en las 

plantas injertadas la formación del puente calloso entre la parte aérea y la parte radicular 

y la diferenciación del nuevo tejido vascular, junto con la producción de xilema y floema 

secundarios, son cruciales para una adecuada interacción parte aérea-parte radicular, 

permitiendo el paso de agua y nutrientes entre ambas partes (Hatman et al., 2002). 

Algunos autores tras la observación de la estructura de unión en el injerto en plantas de 

tomate han concluido que la formación del xilema y del floema ocurre 8 días después de 

la realización del injerto, observando que la conductancia hídrica y por tanto el injerto 

eran completamente funcional a los ocho días (Rodríguez, 2013). En este tiempo de 

regeneración de tejido vascular, la parte aérea deberá sobrevivir de sus propias reservas 

intercambiables de nutrientes, generalmente acumulados en vacuolas de hojas y tallo 

jóvenes totalmente desarrolladas. Como se ha indicado anteriormente, tenemos indicios 

de que el mutante cbl10 tiene alterada su capacidad para hacer uso de estas reservas de 

nutrientes, así se ha podido comprobar con el Ca2+ que además es un elemento 

fundamental para el desarrollo de nuevo tejido. Este hecho podría ser entre otras, una de 

las posibles causas de las alteraciones morfológicas detectadas en los injertos en los que 

el mutante se utilizó como esqueje (cbl10/cbl10 y cbl10/WT). 
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En relación con la respuesta a la salinidad, solo las plantas injertadas con el mutante 

cbl10 como esqueje mostraban sensibilidad a sal, pero no cuando el mutante era utilizado 

como portainjerto (Figura 54a y 56), lo que sugiere que la función del gen en la parte 

aérea y no en la raíz es la responsable de la sensibilidad del mutante al estrés salino. Este 

resultado junto con la alteración de la homeostasis de Ca2+ solo en la parte aérea lleva a 

proponer como papel del gen SlCBL10 su participación en la regulación de la homeostasis 

de Ca2+, siendo esta función crucial para la tolerancia del tomate al estrés salino.  

Sin embargo, las plantas injertadas entre el mutante cbl10 como portainjerto y WT 

como esqueje, no solo no mostraron mayor sensibilidad a la salinidad sino que 

presentaron incluso menor clorosis en hojas que el autoinjerto de WT (Ampliación figura 

54a), es decir la raíz del mutante hipersensible a sal cbl10 parece ser capaz de inducir 

tolerancia al genotipo parte aérea. Este efecto positivo de la tolerancia se volvió a repetir 

y por tanto corroborar en las plantas injertadas con el mutante hipersensible she-1 como 

esqueje y cbl10 como portainjerto. Es interesante señalar que cuando el mutante cbl10 

actúa como portainjerto, el contenido de Na+ tanto en la raíz como en la parte aérea es 

muy inferior al de las plantas WT y, sorprendentemente, la combinación she-1/cbl10 

muestra una concentración de Na+ en raíz y parte aérea similar al autoinjerto del mutante 

cbl10. Estos resultados evidencian que el mutante cbl10 absorbe menos Na+ por la raíz y 

de esta manera transporta menos Na+ a la parte aérea, lo que explicaría la menor 

sensibilidad a la salinidad del genotipo parte aérea cuando el mutante cbl10 actúa como 

portainjerto, como se ha observado en she-1/cbl10. A ello se une la menor reducción del 

contenido de K+ durante el tratamiento salino en las combinaciones donde cbl10 actúa 

como portainjerto. En resumen, el uso del mutante cbl10 como portainjerto podría ser de 

gran interés ya que recupera la homeostasis iónica en condiciones de salinidad. Aunque 

más estudios son necesarios, existe la posibilidad de poder usar el mutante cbl10 como 

portainjerto de tomate capaz de inducir tolerancia al estrés salino en el genotipo parte 

aérea. 
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VI. CONCLUSIONES 

CAPITULO I. Identificación y caracterización de mutantes 

1. La identificación y caracterización de un mutante de desarrollo y de dos mutantes que 

muestran alta sensibilidad al estrés salino en la especie silvestre S. pennellii, con un alto 

grado de tolerancia a salinidad en relación con el tomate cultivado, puede permitir la 

identificación de genes clave en la tolerancia. 

2. El mutante sl-1 (succulent leaves-1) presenta hojas de color verde intenso y mayor 

grosor y pierde menos agua por transpiración en ausencia de estrés, como se refleja en 

los menores valores de conductancia estomática y transpiración. Estos cambios 

fenotípicos conducen a una mayor tolerancia y a modificar su respuesta fisiológica frente 

al estrés salino, ya que el mutante sl-1 presenta mayor concentración de K+ en hoja y 

reduce la relación Na+/K+, mecanismo opuesto al observado generalmente en la especie 

silvestre S. pennellii. 

3. La respuesta a la salinidad del mutante hipersensible a sal shp-1 (salt hypersensitive 

pennellii-1) es opuesta a la observada en sl-1, ya que experimenta una mayor pérdida de 

agua de las hojas por transpiración y una elevada acumulación de Na+ en las hojas durante 

el periodo de exposición a la sal. Estos resultados sugieren la importancia que tiene el 

control de la pérdida de agua en la tolerancia a la salinidad de la especie silvestre.  

4. Los cambios fisiológicos inducidos por la salinidad en el mutante de tomate she-1 (salt 

hypersensitive esculentum-1) son bastante similares a los observados en el mutante shp-

1 de S. pennellii, en relación con el alto transporte a la parte aérea de agua y Na+ en 

condiciones de salinidad. Sin embargo, el análisis de expresión de genes implicados en el 

transporte de Na+ sugiere que la alta acumulación de Na+ en la parte aérea del mutante 

hipersensible a la sal she-1 está relacionada con la alteración en el patrón de expresión de 

los genes SlHKT1s. 

5. Mediante injertos recíprocos entre WT y mutante se ha demostrado que el gen alterado, 

responsable de la sensibilidad a la sal del mutante she-1, tiene su función principal en la 

raíz. Así, el grado de sensibilidad a sal y el transporte a la parte aérea y acumulación de 

Na+ en hojas es similar en las plantas del mutante y en las plantas injertadas con WT como 

esqueje y el mutante como portainjerto. 
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CAPITULO II. Caracterización de un mutante de tomate que tiene anulada la 

expresión del gen SlCBL10  

6. La disrupción del gen SlCBL10 en tomate confirió una elevada sensibilidad a la 

salinidad, manifestada en mayor grado en la parte aérea apical. Interesantemente, la 

expresión del gen SlCBL10 en WT se induce por la salinidad en toda la planta, incluyendo 

raíz, menos afectada por la salinidad, aunque en mayor grado en las hojas superiores 

completamente desarrolladas.  

7. El gen SlCBL10 tiene una función clave en la regulación de la homeostasis de Na+ y 

K+ en tomate en condiciones de salinidad. Así el mutante cbl10 acumula menos Na+ en 

la planta, mientras que mantiene mayores niveles de K+ con la salinidad. Sin embargo, la 

distribución de Na+ entre parte aérea y raíz, y dentro de parte aérea entre hojas jóvenes 

(en desarrollo) y adultas (completamente desarrolladas) está alterada en el mutante en 

condiciones de salinidad.  

8. La disrupción del gen SlCBL10 alteró el patrón de expresión de los genes implicados 

en la absorción y transporte de Na+ (SlSOS1 y SlHKT1s) indicando por un lado una menor 

asimilación de Na+ a nivel de raíz, y por otro lado una menor acumulación del mismo en 

parte aérea desarrollada del mutante, permitiendo este último hecho una mayor llegada 

de Na+ a los tejidos en crecimiento. 

9. En este trabajo se ha indicado por primera vez que el gen SlCBL10 está implicado 

también en la regulación de la homeostasis de Ca2+ en condiciones de salinidad. Así, la 

menor pérdida de agua vía transpiración en el mutante cbl10 en condiciones salinas, 

debido a la reducción de la apertura estomática y mayor número de estomas cerrados, 

podría estar relacionado con la alteración en homeostasis de Ca2+, ion implicado 

precisamente en la regulación de la apertura estomática. La menor pérdida de agua vía 

transpiración también se observó en el mutante en condiciones de deshidratación. 

10. Las alteraciones morfológicas y colapso de los meristemos junto con las mayores 

concentraciones de Ca2+ encontradas en el mutante cbl10 en condiciones de salinidad 

podría reflejar la dificultad de utilizar el Ca2+ para mantener el desarrollo de las zonas en 

crecimiento de la planta. Además, la expresión del transportador de Ca2+ SlCAX1 se ve 

alterada en el mutante tanto en condiciones de salinidad como en ausencia de la misma, 

pudiendo haber una interrelación entre SlCBL10 y SlCAX para la regulación de la 

homeostasis de Ca2+. 
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11. El ensayo de injertos demostró que el gen SlCBL10 presenta una función diferente 

en raíz y en parte aérea, siendo la función que desempeña en la parte aérea clave para la 

tolerancia a la salinidad. Así solo los injertos que utilizaron el mutante cbl10 como 

esqueje muestran alteraciones morfológicas en la parte aérea y sensibilidad a la sal. 

Además, la sensibilidad a la sal estuvo siempre ligada a una alteración de la homeostasis 

de Ca2+ en la parte aérea, pero no siempre a una alteración de Na+, lo que demuestra que 

el papel del gen SlCBL10 en la regulación de la homeostasis de Ca2+ es una función crucial 

para la tolerancia del tomate al estrés salino, pudiendo ser la alteración de la homeostasis 

de Na+ una consecuencia indirecta de esta. 

12. Por el contrario, cuando el mutante cbl10 actúa como portainjerto, desaparece la 

sensibilidad a sal del genotipo parte aérea, por lo que la función del gen CBL10 en raíz 

debe no estar al menos directamente implicada en los mecanismos tolerancia a la 

salinidad. Interesantemente, las plantas que utilizaron como portainjerto en mutante cbl10 

muestran incluso menos síntomas de clorosis que las injertadas sobre WT. Este efecto 

positivo del portainjerto cbl10 en la tolerancia podría estar asociado a la mayor salida de 

Na+ al exterior así como la mayor absorción de K+ detectado a nivel de raíz en el mutante. 

Según estos resultados, el mutante cbl10 podría ser utilizado como portainjerto para 

mejorar la homeostasis iónica del genotipo parte aérea en condiciones de salinidad. 
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