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Resumen: Como consecuencia del cambio climatico, la sequia y la salinidad del suelo estan
aumentando. Estos factores son responsables de pérdidas muy importantes en la produccion
agricola mundial, por lo que el aumento de la tolerancia a sequia y salinidad en nuestros cultivos
se ha convertido en una necesidad urgente.

Aungque los principales cultivos utilizados sean relativamente sensibles al estrés hidrico y salino,
existe una enorme variabilidad genética en las especies silvestres que puede ser utilizada para
mejorar dichos cultivos. En este estudio en concreto, se ha analizado la respuesta a la sequia de
nueve genotipos de Solanum spp., con el fin de evaluar su potencial para mejorar la tolerancia
al estrés hidrico de la berenjena cultivada (Solanum melongena). Los genotipos que evaluar son
una serie de parientes silvestres de la berenjena (S. insanum, S. incanum, S. linnaeanum y S.
dasyphyllum). También se ha analizado la respuesta de algunos hibridos de S. melongena con S.
insanumy S. incanum.

Con este objetivo, se han realizado dos tratamientos; sequia, que consistié en la eliminacion
total de riego, y un tratamiento control. La evolucién del crecimiento de las plantas ha sido
analizada mediante diferentes parametros morfolégicos. Ademas, se han evaluado algunos
mecanismos de tolerancia mediante el andlisis de marcadores bioquimicos asociados al estrés
abidtico: prolina, flavonoides y compuestos fendlicos totales. También se ha estimado el nivel
de estrés oxidativo cuantificando el contenido en malondialdehido (MDA).

Como resultado, el tratamiento de sequia tuvo un gran efecto sobre el crecimiento de las plantas
y el contenido en agua de los tejidos. Generalmente, el estrés aumento significativamente el
contenido en MDA, prolina, flavonoides y compuestos fendlicos totales, aunque se han
observado diferencias cuantitativas entre especies. Concretamente, S. dasyphyl/lum y una de las
accesiones de S. insanum mostraron una mayor tolerancia a la sequia: INS1 destaca por ser la
accesion con menor pérdida de agua y DAS1 por la mayor capacidad de generacién de biomasa
en condiciones de sequia. El hibrido INC1 x MEL1 se constituyd también como buen candidato
para la introgresion de genes en S. melongena, al obtener mejor respuesta a la sequia que los
otros hibridos evaluados y que sus propios parentales. Los resultados aqui obtenidos respecto a
la tolerancia de las especies pueden ser de utilidad para disefiar futuros proyectos que aborden
la mejora genética de la berenjena cultivada.

Palabras clave: Solanum spp., berenjena, sequia, tolerancia, estrés oxidativo, hibridos
interespecificos, biomarcadores
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Abstract: As a result of climate change, drought and salinity are increasing in the soil. These
factors are the origin of the major decrease regarding the agricultural yield. For this reason,
plants tolerance to drought and salinity must be urgently improved.

Although main crops are relatively sensitive to water stress and salt stress, there is high genetic
diversity in wild plants that can be used for the improvement of our crops. In this study, the
response to drought of nine accessions of Solanum spp. was assessed with the aim of finding
interesting features for the improvement of eggplant tolerance to water stress. The genotypes
are a set of wild plants related to the eggplant (S. insanum S. incanum S. linnaeanum vy S.
dasyphyllum). Interespecific hybrids of S. melongena with these species. Interspecific hybrids
between S. melongena and S. insanum y S. incanum were also assessed.

The plants were subjected to two treatments: control and drought, and during this process,
morphological attributes were evaluated. Furthermore, the physiological and biochemical
response will be analyzed by using stress biomarkers as proline, flavonoids and total phenolic
compounds. Oxidative stress was quantified by measuring malondialdehyde (MDA) content.

In consequence of the drastic treatment, plant development and tissue water content were
seriously affected. Generally, water deficit also caused significant increases in MDA, proline,
flavonoids and total phenolics compounds. Our results show a better response to drought in the
case of S. dasyphyllum and one of the accessions of S. insanum. S. dasyphyllum is capable of
generating biomass properly despite the water deficit. S. insanum presents the smaller water
loss. The hybrid between S. melongena and S. incanum showed a better response than the other
hybrids and even than its parents.

The results obtained here might be useful for future eggplant breeding programmes with the
aim of drought tolerance improvement.

Keywords: Solanum spp., eggplant, drought, tolerance, oxidative stress, interspecific hybrids,
biomarkers
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1. Introduccion

1.1. El cambio climatico y el rendimiento agricola

Al ritmo actual de crecimiento poblacional se prevé que en 2050 la poblacion mundial sea de
aproximadamente diez mil millones de personas (Naciones Unidas, 2017). Esto nos plantea
varias problematicas, siendo una de las mds alarmantes la imposibilidad de abastecimiento de
alimentos a toda la poblacién. En este contexto, es necesario un aumento de la produccidn
agricola, mientras que la superficie cultivable resulta ser un factor limitante (Ray et al., 2013).
La mejora del rendimiento de los cultivos debe ser pues, un objetivo a lograr.

Un cultivo usualmente obtiene sélo una proporcién del rendimiento que podria lograr en las
condiciones éptimas. En gran medida esto es debido a los factores abidticos a los que se ve
sometida una planta en el ambiente en el que estd cultivada, pues su efecto reduce el
crecimiento (Boyer, 1982). En concreto, se estima que la sequia y la salinidad son los factores
abidticos que mds pérdidas en produccién provocan. Sus efectos pueden reducir el rendimiento
de los cultivos mayoritarios mds de un 50% (Bray et al., 2000; Bartels y Sunkar, 2005).

Ademas, en el siglo XXI nos enfrentamos a otro reto: el cambio climatico, que también va a
causar estragos en la agricultura. Algunos modelos prevén que por cada grado centigrado que
suba la temperatura media de la temporada de cultivo, los rendimientos bajardn entre 6-10%
(Dempewolf et al., 2014). Las zonas aridas y semiaridas seran las mas afectadas por los efectos
del cambio climatico a corto plazo: los periodos de sequia serdn ain mas frecuentes e intensos
(Figura 1) (IPCC, 2014).
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Figura 1. Tierras secas del mundo y sus subtipos (2007). Recuperado de: http://www.fao.org/dryland-
forestry/background/what-are-drylands/es/

El cambio climatico no tiene efecto Unicamente sobre el crecimiento de las plantas, sino que la
subida de temperatura podrian afectar a otros aspectos como a la fertilidad o a la senescencia
de los cultivos (Dempewolf et al., 2014; Lobell et al., 2012). Dada esta tesitura, la adaptacion de
la agricultura a estas nuevas condiciones ambientales puede ser crucial.

1.2. Mejora de la tolerancia a la sequia y salinidad

Debido a la cada vez mas frecuente desertificacion y salinizacidon del suelo, es necesario el
aumento de la tolerancia de nuestros cultivos. Las estrategias para abordar esto son variadas, y


http://www.fao.org/dryland-forestry/background/what-are-drylands/es/
http://www.fao.org/dryland-forestry/background/what-are-drylands/es/

van desde el uso de la biotecnologia mds cldsica con la transferencia de genes mediante cruces
a las modernas técnicas de transgénesis (Cattivelli et al., 2008; Roxas et al., 1997).

Algunas plantas han evolucionado en ambientes mas secos y/o salinos de forma que son capaces
de crecer en estas condiciones. Dichas adaptaciones vienen dadas por la adecuacién de sus
mecanismos de respuesta a estrés (Munns y Termaat, 1986; Bartels y Sunkar, 2005).

La mejora para la tolerancia a estreses abidticos no es tan sencilla como para otro tipo de
factores (i.e. con control monogénico). Los procesos de tolerancia vienen controlados por
numerosos genes conocidos como QTLs o ‘quantitative trait loci’, responsables de los caracteres
cuantificables y que varian de manera continua. Para identificar los QTLs y seleccionar a su favor,
se puede recurrir a la seleccién asistida por marcadores (Collins et al., 2008).

Otra desventaja es que los efectos de los QTLs dependen del fondo genético y del ambiente, y
pueden estar ligados a otras caracteristicas que son indeseables (Podlich et al., 2004). Ademas,
el éxito también viene dado por la capacidad de encontrar una especie donante de genes
interesante. Pese a las limitaciones, utilizando estos procesos en proyectos de mejora se han
conseguido avances en la tolerancia a la sequia en algunos cultivos (Ashraf, 2010).

Con estos cultivos mas tolerantes a los estreses abidticos como la sequia y la salinidad, se podria
hacer frente a los retos que nos impone el incipiente cambio climatico. A esto se le suma la
ventaja de que no competirian con los cultivos habituales, puesto que podrian utilizarse
superficies para cultivarlos que se consideren inaprovechables (i.e. terreno afectado por
salinidad secundaria).

1.3. Laberenjena cultivada (Solanum melongena)

La berenjena cultivada (Solanum melongena) pertenece al subgénero Leptostemonum, conocido
por agrupar a especies Solanum espinosas (Weese y Bohs, 2007). Se trata de un cultivo muy
extendido sobre todo en areas tropicales y subtropicales. Su consumo es beneficioso por su
contenido en fibra, micronutrientes y compuestos bioactivos (Mennella et al., 2012).
Concretamente destaca por su alto contenido en compuestos fendlicos, lo que le confiere una
interesante capacidad antioxidante (Cao et al., 1996).

La berenjena es uno de los cultivos cuya produccion mundial ha incrementado mas en la ultima
década, con un aumento del 39% (de 37,6-10° t en 2007 a 52,3-10° t en 2017). Espafia se
encuentra en segunda posicion entre los productores europeos, por detras de Italia (FAO, 2017).
Ademas, esta previsto que su demanda continle aumentado debido a sus compuestos
bioactivos (Dranca y Oroian, 2017). Pese a la importancia econdmica, los intentos de mejora
genética de este cultivo son escasos (Hurtado et al., 2012).

La berenjena posee una gran diversidad morfolégica. Sin embargo, como ocurre con otras
especies domesticadas, su fondo genético es estrecho, en especial los cultivares F; actuales
(Mufioz-Falcon et al. 2009). Esto es debido al cuello de botella que supone el proceso de
domesticacion, en este caso situado en el sudeste asiatico (Meyer et al., 2012).

La berenjena posee algunos rasgos que hacen que no sea un cultivo especialmente sensible al
estrés hidrico: su morfologia foliar, el buen control de los estomas y su capacidad de mantener
la fotosintesis bajo condiciones de estrés (Fu et al., 2013). No obstante, el déficit hidrico puede
provocar graves pérdidas en la produccion y afectar a la calidad del fruto (Kirnak et al., 2002 ;
Lovelli et al., 2007). Por ello, un aumento de su tolerancia a la sequia puede ser fundamental.



1.4. Las especies silvestres como recursos genéticos

Las especies cultivadas suelen contener solo una parte de la diversidad genética que podemos
encontrar en sus parientes silvestres (Guarino y Lobell, 2011). Entre especies silvestres y las
especies cultivadas siempre ha habido un flujo de genes en los lugares en los que han coexistido,
sin embargo con el desarrollo de la agricultura esa diversidad genética se ha ido perdiendo
(Guarino y Lobell, 2011).

Las especies silvestres representan una fuente de variabilidad de la que se pueden obtener
caracteristicas de interés para la mejora genética de un cultivo (Mutegi et al., 2015; Vorontsova
et al., 2013). De acuerdo con esto, algunas especies tienen un alto potencial para mejorar y
ampliar el fondo genético de la berenjena (Davidar et al., 2015; Plazas et al., 2016).

Pese a las ventajas que ofrece, la hibridacién interespecifica como método de mejora en
berenjena no es muy habitual. Por el momento no se conocen cultivares comerciales que
contengan introgresiones de especies silvestres (Kaushik et al., 2016). Estos recursos si que han
sido aprovechados en el caso de otros cultivos como el tomate o el trigo (Hajjar y Hodgkin, 2007).

Dependiendo de la cruzabilidad y las relaciones filogenéticas con un cultivar, se pueden clasificar
las especies respecto a otra en diferentes acervos génicos o “gene pools” (Harlan y de Wet,
1971). El “pool” o acervo génico primario de la berenjena estaria constituido por la especie
Solanum insanum (Knapp et al., 2013; Davidar et al., 2015), pues la hibridacion con la berenjena
proporciona hibridos fértiles muy eficientemente. S. insanum es la especie silvestre mds cercana
a la berenjena y numerosos hallazgos apuntan a que es el ancestro de la berenjena cultivada
(Weese y Bohs, 2010). Se puede encontrar de forma natural en el sudeste asiatico, Madagascar
y Mauricio (Knapp et al., 2013 ; Vorontsova et al., 2013). Se ha observado que obtiene un buen
comportamiento bajo condiciones de sequia, lo que sugiere que esta especie es interesante para
desarrollar nuevas variedades de berenjena o portainjertos con mayor tolerancia a la sequia
(Rahma, 2016).

El “pool” secundario esta constituido por unas 50 especies procedentes de Africay el sureste de
Asia (Weese y Bohs, 2010; Syfert et al., 2016) cuyo éxito en la hibridacion con la berenjena
depende de la especie y la direccidn del cruce (Plazas et al., 2016). En nuestro trabajo se van a
analizar 3 de ellas: Solanum incanum, Solanum dasyphyllum y Solanum linnaeanum. S. incanum
es de especial interés en este estudio por crecer en ambientes desérticos, concretamente en el
norte de Africa y Oriente Medio (Meyer et al., 2012). S. dasyphyllum es el ancestro silvestre de
la berenjena africana Gboma (S. macrocarpon) (Plazas et al., 2014a). S. linnaeanum
probablemente es nativa del sur de Africa y se expandié a zonas mediterraneas (Knapp et al.,
2013). Esta especie también es una buena candidata para generar lineas valiosas de introgresion
en berenjena. Weese y Bohs (2010) reportaron la tolerancia a la salinidad de esta planta.

Y finalmente, el “pool” terciario estd compuesto por especies con las que se podrian obtener
hibridos estériles o con baja fertilidad al aplicar métodos como el rescate embrionario o la
hibridacidon somatica (Harlan y de Wet, 1971). S. elaeagnifolium es una especie a destacar en
este pool debido a su alta tolerancia al estrés hidrico (Christodoulakis et al., 2009). No obstante,
hay otras que destacan por su resistencia a factores bidticos, por ejemplo, a enfermedades
bacterianas y fungicas en el caso de S. torvum (Gousset et al., 2005).

En todo caso, la obtencidn de cultivares tolerantes a la sequia depende de: i) la identificacion de
germoplasma de interés y ii) la introgresion de los genes relevantes a la berenjena. Los dos pasos
requieren métodos relativamente rapidos y baratos, pero efectivos (Cattivelli et al., 2008; Fita



et al., 2015). Con el desarrollo de nuevas generaciones de cultivares con genes introgresados
gue aporten tolerancia, se podria obtener en ultima instancia un mayor rendimiento ante los
efectos del cambio climatico.

1.5. Larespuesta al estrés abiodtico en plantas

Independientemente de su capacidad de tolerancia a los estreses abidticos, todas las plantas
poseen mecanismos para responder a sus efectos. De hecho, que una planta no sea sensible no
viene dado por unos mecanismos diferentes a los habituales, sino que es mas una cuestién de
eficiencia en su activacidn o desarrollo (Wang et al., 2003).

Una planta que esta sometida a estos estreses tiene que redirigir el consumo de sus recursos
(energia y precursores metabdlicos) a la activacién de los mecanismos de defensa. A
consecuencia de esto, el crecimiento se puede ver reducido drasticamente (Munns y Termaat,
1986).

1.5.1. Los flavonoides y otros compuestos fendlicos como antioxidantes

Las condiciones ambientales adversas suelen causar estrés oxidativo en las plantas, tanto como
efecto directo o secundario. Es por ello por lo que la planta activa sus sistemas antioxidantes,
gue pueden ser enzimaticos y no enzimaticos (Mittler, 2002) .

Los compuestos fendlicos son responsables de funciones muy diversas dentro de la planta, como
pueden ser funciones estructurales (lignina) u hormonales (Gould y Lister, 2005; Boerjan et al.,
2003; Yistra et al., 1992). Muchos compuestos fendlicos como los flavonoides pueden
neutralizar el efecto de las especies reactivas del oxigeno (en inglés, ‘reactive oxygen species’ o
‘ROS’). Los “ROS” son compuestos quimicos formados por radicales libres como los radicales
superdxido (02" ), hidroxilo (OH®) y perhidroxilo (O2H*) y otras moléculas como el perdxido de
hidrégeno (H.0.) o el ozono (0Os) (Apel y Hirt, 2004; Takahashi y Asada, 1988). Acttian en
procesos metabdlicos como moléculas sefializadoras estando presentes a baja concentracion.
Sin embargo, bajo condiciones de estrés su concentracion en la célula aumenta, lo que conlleva
efectos nocivos para la célula. Los ROS afectan a la estabilidad y la permeabilidad de las
membranas de las células provocando el fendmeno de peroxidacién lipidica (de la cual
hablaremos en el siguiente apartado). También oxidan los residuos de los aminoacidos, lo que
puede afectar a la actividad de las proteinas y pueden producir mutaciones en el ADN al
reaccionar con las bases nitrogenadas causando dafio celular (Halliwell, 2006).

Hay evidencia de que los flavonoides estan involucrados en muchas respuestas de tolerancia a
estreses abidticos ademas de sequia y salinidad como la radiacion UV, temperaturas extremas,
la exposicidn a ozono y a metales pesados (Winkel-Shirley, 2002 ; Treutter, 2005; Pollastri y
Tattini, 2011). Es la presencia de multiples grupos hidroxilo en su estructura lo que les da a los
flavonoides y otros compuestos fendlicos esa capacidad reductora.

Los flavonoides parecen actuar cuando la actuacion de la primera linea de defensa; las enzimas
antioxidantes, no es suficiente. De esta forma, su biosintesis se dispara especialmente cuando
la condicién de estrés es de gravedad (Fini et al., 2011; Bautista et al., 2016)

1.5.2. Peroxidacién de lipidos de membrana

El malondialdehido, también conocido por sus siglas “MDA”, es un biomarcador fiable del estrés
oxidativo (Del Rio et al., 2005). EIl MDA es un aldehido reactivo producto de la peroxidacion de
lipidos de membrana.



El MDA se forma a partir de la oxidaciéon de los acidos grasos poliinsaturados en las células,
proceso conocido como peroxidacion lipidica. Esta oxidacién es debida a los radicales libres
formados por el estrés oxidativo. El resultado de este fenédmeno es la pérdida de la fluidez de la
membrana, alteracién del potencial de membrana, aumento de la permeabilidad a H* y otros
iones y, finalmente, rotura celular (Gutteridge, 1995). De esta forma, la cuantificacion del
malondialdehido se puede utilizar para estimar el dafio realizado a la célula (Heath y Packer,
1968).

1.5.3. Acumulacién de prolina

Se considera que este aminodcido esta involucrado en el ajuste osmotico, la neutralizacién de
ROS vy la proteccion de la estabilidad de la membrana (Heuer, 2010). También se ha visto que
puede actuar como chaperona de bajo peso molecular estabilizando la estructura de las
proteinas y participar en la transduccidn de sefiales en las rutas de respuestas a estrés (Hayat et
al., 2012).

La prolina se acumula como mecanismo de respuesta a la sequia y a la salinidad normalmente
en el citosol, donde contribuye al ajuste osmotico (Leigh et al., 1981; Ketchum et al., 1991).

La acumulacion de este osmolito en plantas sometidas a estrés hidrico y salino es un fendémeno
visto ampliamente. No obstante, no es extrapolable a todos los casos; es decir, podria ser una
respuesta especifica de especie (Ashraf y Foolad, 2007). En la mayoria de estudios la
acumulacidén de prolina se ha correlacionado de forma positiva con su tolerancia a la sequia
(Jiménez et al., 2013; Lei et al., 2006). Sin embargo, en otros estudios no se ha podido
correlacionar (Bhaskaran et al., 1985) o incluso, se observé el aumento de prolina en las plantas
susceptibles (Silvente et al., 2012).

1.5.4. Otros mecanismos gue actuan ante el estrés abidtico

Aunque el objeto de nuestro estudio sea evaluar esos mecanismos, en las plantas sometidas a
estreses abidticos se observan otros procesos.

En la mayoria de los casos se inhibe la fotosintesis por degradacidn de los pigmentos
fotosintéticos y otras reacciones que liberan energia, y por tanto, disminuye el crecimiento de
la planta (Zhu, 2016). Entre las respuestas también podemos encontrar la activacion de la
expresion de genes que codifican proteinas como las de choque térmico, proteinas LEA (/ate
embryogenesis-abundant) y osmotina (Apel y Hirt, 2004)

Aparte de prolina, se acumulan otros compuestos de bajo peso molecular que usualmente no
son toxicos a altas concentraciones. Colaboran en la proteccion de la planta frente al estrés al
contribuir al ajuste osmdtico. Entre ellos podemos encontrar osmolitos como la sacarosa, la
trehalosa y glicina betaina (Hayat et al., 2012).

Como hemos dicho anteriormente, la planta posee sistemas antioxidantes de naturaleza
enzimatica. Bajo condiciones de estrés oxidativo se activan enzimas con funcién antioxidante
como la superodxido dismutasa, catalasa, ascorbato peroxidasa, peroxidasa y glutation reductasa
(Alscher et al., 2002; Saed-Moucheshi et al., 2014). Y otros compuestos también actian como
antioxidantes ademas de los compuestos fendlicos: vitamina C y E, carotenoides y glutation,
manteniendo el equilibrio redox de la célula (Miller et al., 2008).

Asi pues, nuestra hipdtesis es que la sequia en S. melongena y las especies silvestres relacionadas
tendra efectos como la biosintesis de osmolitos y la activacién de mecanismos antioxidantes.
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Para comprobarla, se elimind totalmente el riego de las plantas y se analizaron tanto en las
plantas control como en las plantas sometidas a sequia, diferentes parametros: (a) parametros
de crecimiento; (b) estimacién del nivel de estrés oxidativo por cuantificacién de
malondialdehido; (c) contenido en prolina, (d) contenido en compuestos fendlicos totales y (e)
contenido en flavonoides. Los resultados obtenidos en el presente estudio nos permitirdn
observar parte de la variedad de mecanismos empleados por las especies para tolerar el déficit
hidrico. Ademas, los resultados pueden ser de utilidad para disefar futuros programas de
mejora genética de la berenjena.

2. Objetivos

- Evaluar la tolerancia relativa a la sequia de la berenjena cultivada (S. melongena), sus
parientes silvestres (S. insanum, S. incanum, S. dasyphyllum y S. linnaeanum) y de los
hibridos de S. melongena con S. insanum y S. incanum.

- Analizar algunas de las respuestas bioquimicas a la sequia de estas especies e hibridos.

- ldentificar biomarcadores que se asocien al estrés hidrico para usarlos posteriormente
en una rapida evaluacion de la tolerancia a la sequia.

- Evaluar la aptitud de las especies silvestres para la mejora de la tolerancia a la sequia de
la berenjena cultivada.

3. Materiales y métodos
3.1. Material vegetal

El material vegetal empleado incluye en total 9 genotipos de especies Solanum: una accesion de
berenjena cultivada, 5 accesiones de un total de 4 especies silvestres y 3 hibridos
interespecificos entre la accesién de berenjena con 2 especies silvestres (Tabla 1). Las semillas
utilizadas estan depositadas en el banco de germoplasma localizado en el Instituto de
Conservacién y Mejora de la Agrodiversidad Valenciana (COMAV).

Tabla 1. Informacion sobre las especies del género Solanum utilizadas.

Cédigo de la Hibridos
accesion en el banco Acervo interespecificos

Especie Accesion de germoplasma Pais de origen  génico con MEL1

S. melongena MEL1 BBS-118/B Costa de marfil

S. insanum INS1 SLKINS-1 Sri Lanka Primario MEL1 x INS1

S. insanum INS2 SLKINS-2 Sri Lanka Primario MEL1 x INS2

S. incanum INC1 MM664 Israel Secundario  INC1 x MEL1

S. linnaeanum LIN1 JPT0028 Espafa Secundario -

S. dasyphyllum  DAS1 MM1153 Uganda Secundario -

La accesion de berenjena cultivada (MEL1) es originaria de Costa de Marfil. En comparacién con
otras accesiones de S. melongena del banco de germoplasma, se ha visto que MEL1 es capaz
producir muchas flores, lo que resulta de interés para obtener hibridos interespecificos y frutos.
Esto también sugiere que podria ser un buen parental recurrente para obtener lineas de
introgresion (Plazas et al., 2016). En estudios posteriores se observé que los cruces de especies
silvestres con esta variedad eran en su mayoria exitosos en comparacién con otras variedades
(Kouassi et al., 2016).



Las accesiones de especies silvestres son un conjunto perteneciente al acervo génico primario
y secundario de la berenjena. En concreto, dos de estas accesiones corresponden a S. insanum
(pool primario) y proceden de Sri Lanka (INS1 e INS2). Las especies del pool secundario son S.
incanum de Israel (INC1), S. linnaeanum de Espafia (LIN1) y S. dasyphyllum de Uganda (DAS1).

Los 3 hibridos interespecificos se obtuvieron en trabajos anteriores realizando cruces reciprocos

entre la berenjena cultivada y las especies silvestres utilizando la emasculacién (Plazas et al.,
2016). Estos hibridos son: MEL1 x INS1 (cruce de S. melongena con un genotipo de S. insanum),
MEL1 x INS2 (cruce de S. melongena con otro genotipo de S. insanum) e INC1 x MEL1 (cruce de
un genotipo de S. incanum con S. melongena). La nomenclatura del hibrido viene dada por el
genotipo de la madre en primer lugar y el genotipo del padre en segundo lugar.

Para la germinacion de todas las semillas se utilizd el protocolo optimizado por Ranil et al.
(2015). En primer lugar, se dejaron en remojo durante 24 h en agua y seguidamente otras 24 h
en remojo en una solucién de AGs a 500 ppm. Luego se trasladaron a placas Petriy se usé como
humectante una solucion de KNO3; a 1000 ppm. Entonces se realizé un choque térmico durante
24 h a 379C. La germinacion tuvo lugar en una cdmara de cultivo en condiciones controladas de
16 h luz / 8 h oscuridad a una temperatura de 252C.

Una vez germinadas, se sembraron en semilleros y se mantuvieron en las mismas condiciones
en el cuarto de crecimiento durante aproximadamente dos semanas. Posteriormente, se
seleccionaron las plantulas con un tamafio homogéneo para trasplantarlas a macetas. Cuando
estuvieron lo suficientemente crecidas, se trasladaron a macetas de 1,3 litros con 500 g de
sustrato comercial Huminsubstrate N3 (Klasmann-Deilmann, Alemania).

El ensayo tuvo lugar en un invernadero libre de polinizadores en Valencia (39°29'00.4"N
0°20'27.1"W). Alli, las plantas se aclimataron durante 20 dias en el invernadero, antes de
empezar con los tratamientos del ensayo. El ensayo se inicié cuando las plantas tuvieron 6-8
hojas expandidas (Figura 2). Se utilizaron tratamientos fitosanitarios contra arafias cuando fue
necesario.

Figura 2. Fotografias de los genotipos utilizados realizadas
en el primer dia del tratamiento. A, MEL1; B, INS1; C, INS2;
D, INC1; E, LIN1; F, DAS1; G, MEL1 x INS1; H, MEL1 x INS2; I,
INC1 x MEL1.



3.2. Diseiio experimental y condiciones de crecimiento

Antes de iniciar los tratamientos se descartaron las plantas que presentaban un crecimiento
mayor o menor que la mayoria seleccionando para el experimento las que tenian un aspecto
homogéneo. La asignacidn de las plantas a cada tratamiento se realizé de forma aleatoria. Para
cada tratamiento y por cada accesion se realizaron 5 réplicas bioldgicas.

El dia que se inicid el tratamiento se analizd un subconjunto de plantas para conocer el estado
de crecimiento y fisioldgico al inicio del experimento, a partir de aqui se les denominara plantas
a tiempo 0 o to, los pardametros medidos se explican posteriormente. El tratamiento de sequia
consistio en la eliminacion de la irrigaciéon por completo durante los 18 dias. Mientras durd el
tratamiento de sequia, las plantas control se irrigaron mediante el suministro de 4 riegos de 250
ml en intervalos de aproximadamente 4 dias. Periddicamente se rotaban las bandejas en las que
estaban situadas las macetas para que todas las plantas recibieran la misma cantidad de luz
solar.

Durante el experimento, se hizo un seguimiento de forma periddica de contenido en agua del
sustrato utilizando la sonda WET-2 (Delta—T Devices, Reino Unido). Este medidor permite una
determinacidn directa e in situ de la humedad de forma no destructiva. Cada valor considerado
es la media de tres mediciones realizadas en diferentes posiciones en la maceta.

3.3. Medicion de parametros de crecimiento

La inhibicién del crecimiento causada por el estrés fue estimada a través de la medicidn de varios
pardmetros.

Durante la duracién del ensayo se hizo un seguimiento del desarrollo de la planta midiendo
diversos pardmetros morfolégicos. Se tomaron medidas de altura del tallo (Al.). También del
nuimero de hojas (Nho), considerando solo aquellas que tuvieran mas de 1 cm de longitud.
También se midio el diametro del tallo (@) con un pie de rey.

Los dias del muestreo se realizaron, ademas, otras mediciones. Con la ayuda de las tijeras se
separo cada parte de la planta: consiguiendo asi material de raiz, tallo y hojas. La raiz de cada
planta se limpid cuidadosamente utilizando un pincel para eliminar el sustrato. Se determiné
entonces, el peso fresco de la parte aérea de la planta (tallo y hojas) y de la raiz utilizando una
balanza de precision, registrados como PFp,y PF,respectivamente. Se pudo determinar también
la longitud maxima de la raiz (L;) utilizando una regla. Ademas, se determiné el drea de la hoja
mds grande de cada planta (AF) en cm? utilizando el programa Image) desarrollado por el
National Institutes of Health.

Una vez medido el peso fresco de las partes de la planta, se sometié a un proceso de secado a
652C durante 4-5 dias, hasta que se alcanzd un peso constante, y se volvié a medir el peso. La
humedad o contenido en agua de cada parte de la planta (H) se determind utilizando la siguiente
ecuacion donde PF es el peso fresco y PS el peso seco.

H% = [(PF — PS)/ PF] x 100

Con los valores de peso seco se pudo calcular también la eficiencia en el uso del agua. Esta se
calculé como el incremento de biomasa seca generado durante el tratamiento por los litros de
agua aportados. Este calculo fue realizado tanto para las plantas sometidas a sequia como para
las plantas control restando la biomasa seca de las plantas tiempo 0.



Con el fin de evaluar si los hibridos eran heterdéticos o no, se hizo uso del célculo del parental
medio o media de los parentales. Dividiendo el valor obtenido por el hibrido en cada pardmetro
por el valor del parental medio se obtuvo un ratio cuyo valor puede ser utilizado para comprobar
la existencia de heterosis.

Para realizar los ensayos bioquimicos se utilizé tanto material fresco como material seco
proveniente de las hojas. El material fresco correspondia a una mezcla de porciones de las hojas
que se ultracongelaron utilizando N; liquido y se almacenaron en un congelador a -752C. El
material seco también procedia de hoja y se almacend a temperatura ambiente en tubos bien
cerrados.

3.4. Determinacion del contenido de malondialdehido

El contenido de malondialdehido (MDA) en los extractos se determind usando el método
descrito previamente por Hodges et al. (1999). Se determiné utilizando un extracto metandlico
empleando una cantidad aproximada de 0,15 g de material fresco y 2 ml de metanol al 80%. El
proceso de extraccion se realizé en un agitador rotativo durante 48 h, se centrifugd y se recogié
el sobrenadante.

De cada muestra se afiadiéd 400 pl del extracto diluido con 200 pl de metanol al 80%. Este
volumen hizo reaccionar con 600 pl de una mezcla de acido tiobarbiturico (TBA) al 0,5% (p/v)
con acido tricloroacético (TCA) al 20% (p/v) incubando a 952C durante 20 minutos. Entonces las
muestras se enfriaron y centrifugaron. La absorbancia se midid entonces utilizando un
espectrofotémetro a dos longitudes de onda; 532 nm y 600 nm. La concentracion de MDA se
pudo determinar mediante la siguiente relacion:

Concentraciéon de MDA (mM) = (Ass2— Aeoo)/ €

Donde A es el valor de absorbancia a 532 nm y 600 nmy € es corresponde al valor del coeficiente
de extinciéon molar del aducto MDA-TBAy es 155 mM™* cm™. La reaccién de formacion del aducto
MDA-TBA se muestra en la Figura 3. La condensacién de estas moléculas da lugar a un
croméforo.
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Figura 3. Formacién del aducto MDA-TBA.

La concentracidon de MDA se expresd en hanomoles por gramo de material fresco (nmol g PF).

3.5. Determinacion del contenido de prolina

El contenido de prolina se determind utilizando material seco de hojas siguiendo el método dado
por Bates et al. (1973).

El extracto se prepard utilizando una cantidad de 0,05-0,1 g de material de hoja triturado y 2 ml
de acido sulfosalicilico al 3% (p/v). La muestra se hizo reaccionar con una mezcla de ninhidrina,
acido ortofosférico y acido acético glacial que se agitd hasta la completa disolucion. Se conservo
la relacion de 1,25 g de ninhidrina, 30 ml de acido acético glacial y 20 ml de acido ortofosfdrico
de concentracién 6M. Concretamente, en cada muestra se hizo reaccionar 0,1 ml del extracto
previamente centrifugado diluyendo con 0,4 ml de sulfosalicilico. A este tubo se le afiadié 0,5
ml de la mezcla de acido con ninhidrina y 0,5 ml de acido acético glacial. Cada tubo se incubé a
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959C durante 1h y luego se hizo parar la reaccion enfriando en hielo durante 10 min.
Posteriormente se afiadid tolueno para extraer la prolina. Al afadir tolueno y mezclar en
agitador tipo vortex se forman dos fases, donde la prolina y el tolueno se encuentran en la fase
organica.

La concentracién de prolina se determind a partir del valor de la densidad dptica a 520 nm
utilizando como blanco tolueno y como referencia una curva patrén procesada como el resto de
los tubos del ensayo, pero utilizando prolina en una concentracién conocida. Dicha longitud de
onda nos permite detectar la prolina que ha reaccionado con la ninhidrina. La cantidad de
prolina se expresd en micromoles por gramo de material seco (umol g PS).

3.6. Determinacion de compuestos fenoélicos totales

Se determinaron a partir del mismo extracto usado en el ensayo de cuantificacién de MDA. Se
utilizé la reacciéon basada en el reactivo Folin-Ciocalteu (Singleton y Rossi, 1965) segun lo
indicado por (Plazas et al., 2014b).

Se hizo reaccionar 65 pl del extracto con 500 pl de reactivo Folin-Ciocalteu diluido 1/10. Se
incubd durante 5 minutos en oscuridad y entonces se anadieron 500 ul con una solucién de
carbonato sédico al 6% (p/v). Después de una incubacion de 90 min en oscuridad, de cada
muestra se midieron 200 pl en un lector de microplacas. La absorbancia fue medida a 750 nm.

El resultado se expresé como miligramos equivalentes de acido galico por gramo de material
seco (mg eq. GA g PS) utilizando una curva patrén de acido gélico.

3.7. Determinacion de flavonoides

El contenido de flavonoides (FT) se determiné utilizando el mismo extracto que en el caso del
MDA. Se cuantificaron mediante el método previamente descrito por Zhishen et al. (1999)
usando catequina como estandar.

Se hizo reaccionar 30 ul de extracto con 30 pl de NaNO; al 5% (p/v), afiadiendo también 470 pl
de agua Milli-Q y mezclando con un agitador tipo vértex. Pasados 5 minutos de reaccion, se
afiadieron 30 pl AICl; al 10% (p/v) y se volvié a mezclar. Pasados 6 minutos de reaccidn, se
afiadieron 200 pl de NaOH 1 M y 240 ul de agua Milli-Q. La absorbancia fue medida frente al
blanco (metanol al 80%) a 510 nm.

La cantidad flavonoides totales se determind interpolando el valor de absorbancia obtenido a
510 nm en la recta patrdn realizada con catequina de 100 pug/ml en H,O. De esta forma, los
resultados de este ensayo vienen dados en miligramos equivalentes de catequina por gramo de
material fresco (mg eq. CA g PF).

Sin embargo, estrictamente hablando, mediante este método no se detectan Unicamente los
flavonoides presentes. La reaccion esta basada en la nitracion de los anillos aromaticos que
contienen un grupo catecol. Asi pues, se detectan diversos compuestos quimicos: varios
subgrupos de flavonoides como los flavonoles y los flavanoles, pero también algunos
monofenoles como el 4cido cafeico y derivados (Pekal y Pyrzynska, 2014). Pese a ello, todos los
compuestos fendlicos detectados mediante esta reaccidn son fuertemente antioxidantes, por lo
qgue son de interés en este estudio al poder correlacionar su cantidad con la actividad
antioxidante de las muestras. Para simplificar la nomenclatura durante este trabajo, se utilizara
flavonoides totales o FT para hablar de todos aquellos metabolitos que reaccionen con AlCls.
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3.8. Analisis estadistico

3.8.1. Andlisis de la varianza (ANOVA)

El analisis estadistico de los datos experimentales fue realizado mediante el programa
Statgraphics Centurion XVII (Statpoint Technologies, Inc.; Warrenton, EE. UU.).

Los datos fueron primeramente procesados mediante un ANOVA multifactorial, donde los
pardmetros genotipo y tratamiento se trataron como efectos fijados. Se recogié el cuadrado
medio del efecto del genotipo, tratamiento, la interaccidn entre el genotipo y el tratamiento y
de los efectos residuales. La significacidon estadistica se evalué mediante el valor-P de la prueba
F.

Las diferencias estadisticas entre las accesiones sometidas al mismo tratamiento fueron
analizadas mediante el ANOVA Simple utilizando la Prueba de Multiples Rangos. Para discriminar
entre las medias y evaluar qué medias son estadisticamente diferentes entre ellas se utilizé el
procedimiento de Student-Newman-Keuls. También se analizé la significacién estadistica de las
diferencias entre los dos tratamientos dentro de cada especie mediante el valor-P de la prueba-
F del ANOVA.

Para cada pardmetro medido se obtuvieron las medias a partir de las réplicas. El error estandar
de la media fue calculado y todas las graficas de barras del trabajo lo contienen.

3.8.2. Correlacién multiple de Pearson

Los datos escalados mediante una transformacidn logaritmica se sometieron a un analisis
multivariado de correlaciones utilizando el programa Statgraphics Centurion XVII. Los
coeficientes de correlacidn entre cada par de variables se recogieron en una tabla, considerando
también el resultado del valor-P.

3.8.3. Andlisis de componentes principales (ACP)

Las medias de los pardmetros mas informativos se escalaron mediante una transformacion
logaritmica y se sometieron a un Andlisis de Componentes Principales o ACP (ampliamente
conocido sus siglas en inglés; PCA). Se utilizé el software libre PAST3.25. Se obtuvo una
interpretacién como un grafico en 2D utilizando las dos componentes principales que explicaban
el mayor porcentaje de la variacion observada.

4. Resultados

4.1. Evolucion del crecimiento de las plantas y verificacion de la efectividad del
tratamiento.

4.1.1. Progresion de la humedad del sustrato durante el tratamiento

Al inicio de los tratamientos (to) las plantas en promedio tenian una altura media de 13,9 cm, un
didmetro de tallo de 0,49 cm y 6-8 hojas expandidas. En los 18 dias que duré el tratamiento, las
plantas control fueron regadas regularmente haciendo que la humedad se mantuviera en un
rango de aproximadamente 60-80% (Figura 4). Utilizando la sonda se realizaron mediciones de
humedad antes del riego y tras riego (TR). En el tratamiento de sequia las plantas no recibieron
riego, por lo tanto, la humedad disminuyd de forma progresiva hasta el 6%. La evolucién de la
humedad de cada accesion sometida a tratamiento de sequia desde el tiempo inicial se puede
consultar en la Figura 1 del Anexo.
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Figura 4. Evolucidon de la humedad relativa promedio del sustrato en los tratamientos de
control y sequia. La humedad del sustrato de cada planta se analizé utilizando la sonda WET-2
(Delta—T Devices, Reino Unido). Cada valor graficado es la media de las 5 réplicas bioldgicas en
cada una de las cuales se hicieron hasta 3 medidas para obtener un resultado mas exacto. Los
dias en los que se regaron las plantas control la humedad se tomd antes y tras el riego (TR)

4.1.2. Crecimiento de las plantas control durante el tratamiento

Para verificar que las plantas control del experimento crecieron correctamente durante la
duracion del ensayo, se realizd un analisis de la varianza comparando los valores de los
parametros de crecimiento entre to (inicio del tratamiento) y t; (final del tratamiento). Se
observé que hubo diferencias para todos los pardmetros excepto en el didmetro del tallo y el
area foliar (Tabla 2). El aumento de parametros como peso fresco total (PFr), peso seco total
(PSt), altura (Al) y nimero de hojas (Nno) indicaron que las plantas crecieron correctamente. Las
plantas control en promedio crecieron un 32,8% en peso fresco con respecto al to. Las medias
de los parametros que aparecen en el ANOVAYy la de otros pardmetros junto a su error estandar
se pueden encontrar en la Tabla 1 del Anexo.

Tabla 2. Analisis de la varianza para parametros de crecimiento y humedad de la planta entre t, (dia
de inicio de los tratamientos) y t; (dia final de tratamiento), correspondiente a las plantas no
sometidas a estrés (control). Las columnas muestran el resultado del andlisis para el peso fresco de toda
la planta (PF7), el peso seco total (PSy), la altura de la planta (Al), el didmetro del tallo (@), el nimero de
hojas (Nho), el area foliar (AF), la longitud maxima de la raiz (L) y la humedad de la planta (Hy).

CcMm!?
Efectos gl? ’ PFr ‘ PSt ‘ Al ‘ @ ‘ Nho AF ’ L, ‘ H, |
PRINCIPALES
A: Genotipo 8 379 10" | 41" | 0,03"" | 11" | 913" | 310" | 42
B: Tiempo 1 | 1133 | 1117 | 74" | 0,02N | 44" | 2302Ms 138" | 406"
INTERACCIONES
AB 8 14Ns 1Ns 7Ns | 0,005Ns 5" 836Ns 14N 9™
RESIDUOS 69 29 1 5 0,004 3 1045 22 3

*k *

icuadrado medio, 2grados de libertad, N, *, ** y ** indican no significativo para un valor-P > 0.05 y
significativo para p < 0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente.
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4.2. Larespuesta al tratamiento de sequia

4.2.1. Comparaciéon de la respuesta a la sequia de S. melongena y su pool genético

4.2.1.1. Parametros morfométricos y de humedad

A efectos expositivos y de claridad los resultados se han agrupado en dos secciones. En primer
lugar, se analizara la respuesta de las 5 accesiones de las especies silvestres y de S. melongena,
y posteriormente, se evaluarad la respuesta de los hibridos interespecificos respecto a sus
parentales.

El tratamiento de sequia indujo cambios significativos en los pardmetros morfométricos y de
humedad evaluados (Tabla 3). El efecto de la sequia fue muy importante para el peso fresco
(PFy), la altura de la planta (Al), el diametro del tallo, el nUmero de hojas (Nho), el area foliar (AF),
la humedad de la parte aérea (Ha) y la humedad de la raiz (Hr). Curiosamente, tuvo poco efecto
sobre el peso seco de la planta y ninguno sobre la longitud de la raiz. En los 6 genotipos
evaluados se observé una reduccién media del 47% del peso fresco respecto al control, una
reduccién media del 15% de la biomasa seca, una reducciéon media del 14% de la altura de la
planta y una del 43% en el area foliar. El ANOVA multifactorial también reveld las diferencias
entre los genotipos para dichos parametros y la ausencia de interaccién entre el genotipo vy el
tratamiento, excepto para los parametros de humedad donde existid interaccion. Todo esto
indica que tras los 18 dias sin riego las plantas del tratamiento de sequia se veian afectadas por
dicho tratamiento.

Tabla 3. Analisis de la varianza para parametros de crecimiento y humedad de la planta entre las plantas control
(no sometidas a estrés) y las plantas sometidas al tratamiento de sequia. Las columnas muestran el resultado
del andlisis para el peso fresco de toda la planta (PFr), el peso seco total (PSt), la altura de la planta (Al), el diametro
del tallo (@), el nimero de hojas (Nno), el drea foliar (AF), la longitud maxima de la raiz (L), la humedad de la parte
derea (Hpa) y la humedad de la raiz (Hy).

oMt
Efectos g| PR [ ps | A [ B | N
PRINCIPALES
A:Genotipo | 5 216" 14" 53 001" 18" 3653 437" 15N 66"
B:Tratamiento | 1  2971™*  9° 79" 003" 45" 48735 08N 2124 2917°
INTERACCIONES

AB 5 36Ns 0,4Ns 3Ns 1 0,004Ns 1Ns 834Ns 15N 47" 163"
RESIDUOS 46 26 1 4 0,002 2 546 29 12 14
lcuadrado medio, 2grados de libertad, NS, *, ** y *** indican no significativo para un valor-P > 0.05 y significativo

para p <0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente.

El déficit hidrico causd un descenso del contenido de agua significativo en todas las poblaciones,
aunque la reduccion no fue uniforme (Figura 5). Es destacable que las accesiones INS1 y DAS1
obtuvieron una menor reduccion del contenido de agua que el resto, tanto en parte aérea como
en la raiz. Las diferencias entre tratamientos dentro de cada genotipo son significativas en su
mayoria. Una excepcién es INS1, donde no se observan diferencias significativas en la humedad
de la raiz. También se puede observar cémo la humedad de la parte aérea en todas las plantas
sometidas a sequia tenia un valor similar.

Si se evalla la humedad de la planta en su totalidad (parte aérea y raiz), se observa que INS1
obtuvo una reducciéon del contenido de agua del 5,6% y DAS1 una reduccién del 14,5% (Anexo
Tabla 2). Por tanto, INS1 parecid ser la mas resistente a la deshidratacién, seguida de DAS1. Las
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mayores diferencias se observaron en LIN1 con un 23,4%, mostrando una sensibilidad relativa a
la deshidratacidn.

La repercusion del tratamiento sobre el crecimiento se puede estimar mediante la diferencia de
los pesos secos de las diferentes partes de la planta, pues informa sobre la generacién de
biomasa. En el caso del peso seco de las hojas, se encontraron diferencias significativas entre las
plantas control y sometidas a estrés hidrico exceptuando en INS1y DAS1, cuyos valores de peso
seco se mantuvieron similares pese al efecto de la sequia. La diferencia mayor se observo en
INC1, en la que el peso se redujo un 39,8%. Al contrario, las diferencias observadas en el peso
seco de la raiz no fueron estadisticamente significativas, pero se puede apreciar que DAS1
presentaba un sistema radicular mas desarrollado que el resto de los genotipos tanto en sequia
como en las condiciones control.

Se evaluaron también los cambios en el area foliar. En todos los genotipos se manifesté un
descenso del area de las hojas significativo. En cuanto a la altura del tallo, la duracién del
tratamiento no permitié observar cambios significativos, a excepcion de en INC1. Otros
pardmetros como el didametro del tallo o la longitud de la raiz no diferian significativamente en
el tratamiento de sequia. Ademas de estos, otros parametros fueron medidos (i.e. nimero de
hojas) y se pueden consultar en la Tabla 2 del Anexo, donde también se recoge el resultado del
analisis estadistico dentro de cada genotipo y entre genotipos sometidos al mismo tratamiento.
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Figura 5. Variaciones en la humedad de la parte aérea (A), humedad de la raiz (B), peso seco de las hojas (C),
peso seco de la raiz (D), area foliar (E) y altura del tallo (F), entre el control y el tratamiento de sequia después
de 18 dias de tratamiento. La denominacion de las accesiones se define en la Tabla 1. Las barras representan las
medias (n=5) con los errores estandar. Las diferentes letras (mindsculas para las plantas control y mayusculas para
las plantas sometidas a estrés hidrico) indican diferencias significativas entre los genotipos, de acuerdo con el test
de multiples rangos con el método Student-Newman-Keuls a un p-valor < 0,05. El asterisco indica diferencias
significativas entre el tratamiento control y el de sequia de acuerdo al valor-P de la prueba-F del ANOVA.
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4.2.1.2. Parametros bioquimicos

El andlisis de todos los parametros bioquimicos mediante el ANOVA multifactorial (Tabla 4)
mostré la existencia de diferencias altamente significativas tanto por el efecto del genotipo
como por el tratamiento, ademas existié interacciéon genotipo por tiempo para los parametros
MDAy FT. Todas las especies evaluadas mostraron un aumento de los compuestos bioquimicos
analizados en condiciones de sequia con respecto al control, aunque con diferencias
cuantitativas. Debido al severo tratamiento de sequia, en promedio el contenido de MDA
aumenté 1,6 veces respecto al control. Ademas, se detecté un aumento medio de prolina en el
tratamiento de sequia de 6,2 veces. Los compuestos fendlicos también aumentaron 1,3 veces,
y en concreto, en el andlisis de los flavonoides se observé un contenido 1,6 veces mas alto que
en el control.

Tabla 4. Andlisis de la varianza de los ensayos bioquimicos. Las columnas
muestran el resultado del andlisis para contenido de MDA, prolina (PRO),
compuestos fendlicos totales (CFT) y flavonoides (FT).

cmt
Efectos gl? ‘ MDA | PRO | CFT | FT ‘
PRINCIPALES
A: Genotipo 5 7199™" 7286" 435" 45,11™"
B: Tratamiento 1 13001"" 261924™ 231™" 92"
INTERACCIONES
AB 5 611" 3067Ns 10N 4*
RESIDUOS 42 229 2553 5 2
1cuadrado medio, 2grados de libertad, NS, *, ** y *** indican no significativo para

un valor-P > 0.05 y significativo para p < 0.05, 0.01 y 0.001, respectivamente.

En concreto, el contenido de MDA varié significativamente solo en la mitad de los genotipos
evaluados (Figura 6). La especie en la que se observa el mayor contenido de MDA es INS2, con
un valor de 134,6 nmol g de peso fresco, mostrando asi un mayor nivel de estrés oxidativo. Sin
embargo, el mayor aumento respecto al control se observa en la especie LIN1 con un 94,23% de
aumento. El andlisis también ha mostrado que en las accesiones MEL1, INS1 y DAS1 no hay
diferencias significativas entre tratamientos. Cabe destacar que, en condiciones control, en
MEL1 e INS2 se aprecia un contenido relativamente alto de MDA.

El contenido en el osmolito prolina (PRO) en las plantas control varid entre especies en un rango
de 10-38 umol g PS (Figura 6). Segtn el anélisis de la varianza, las concentraciones de las plantas
control eran bastante similares y aumentaron en todos los casos en respuesta al tratamiento de
estrés en un rango de 81-208 umol g PS. La desviacidn estandar de los datos fue muy elevada,
no pudiéndose detectar asi diferencias significativas entre los genotipos en el caso de las plantas
en condiciones de sequia. El mayor aumento respecto al control se observa en la especie DAS1,
mostrando 6,7 veces mas prolina que en su respectivo control.

En el anadlisis de los compuestos fendlicos (CFT) y de los flavonoides totales (FT) se observa un
patrdn similar, hecho esperable dado que los flavonoides son un grupo muy numeroso dentro
de los compuestos fendlicos (Figura 6). En este caso se observan concentraciones bastante
dispares entre las accesiones incluso en las condiciones de las plantas control. En la mayoria de
los genotipos evaluados se observan diferencias significativas entre los tratamientos. Aunque
no se observan diferencias significativas en CFT y FT entre los tratamientos en la accesién INS1
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y tampoco en el contenido de flavonoides de INC1. El mayor aumento en el contenido de
compuestos fendlicos totales se vuelve a observar en la especie LIN1 con un 52,9%. Y en el
analisis de flavonoides totales, el mayor aumento se observa en el caso de las especies MEL1 Y
LIN1 con un 81,80% y 80,91% respectivamente. También es destacable que el mayor valor,
significativamente distinto a los demds tanto en control como en sequia, del contenido en
compuestos fendlicos y de flavonoides se observé en INS2.

Para ver toda la informacidn que concierne al porcentaje de aumento de todos los compuestos
en cada genotipo en condiciones de sequia respecto al control se puede consultar el Anexo en
la Tabla 3.
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Figura 6. Variaciones en el contenido de MDA (A), prolina (B), compuestos fendlicos totales (C) y flavonoides (D)
después de 18 dias de tratamiento de sequia. La denominacién de las accesiones se define en la Tabla 1. Las barras
representan las medias (n=5) con los errores estandar. Las diferentes letras (minusculas para las plantas control y
mayusculas para las plantas sometidas a estrés hidrico) indican diferencias significativas entre los genotipos, de
acuerdo con la prueba de rangos multiples con el método Student-Newman-Keuls a un valor-P<0,05. El asterisco
indica diferencias significativas entre el tratamiento control y el de sequia de acuerdo al valor-P de la prueba-F del
ANOVA.

4.2.2. Comparacion de la respuesta de los hibridos respecto a sus parentales

Los 3 hibridos evaluados también se vieron afectados por el estrés causado por la sequia. Para
comparar su comportamiento, se utilizd el calculo de los parentales medios (Pm), que
corresponde a la media de los valores de los dos parentales. Utilizando el valor observado en el
hibrido (F1), calculado como la media de las réplicas, y el valor del parental medio se puede
calcular un ratio que desvela si hay diferencias respecto a los parentales (Tabla 5). En dicha tabla
se encuentran recogidos los resultados de los parametros mas relevantes de crecimiento y de
los analisis bioquimicos.

El hibrido MEL1 x INS1 se desvid del valor predicho del parental medio para la mayoria de los
parametros (Tabla 5). Este hibrido fue heterdtico para los parametros de peso tanto de raiz
como de parte aérea y para la altura. También fue heterdtico para la acumulacién de prolina,
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mostrando mejor resultado que ambos parentales. El otro hibrido de S. melongena con S.
insanum, MEL1 x INS2, en general no obtuvo mejores resultados que sus parentales. Aunque es
remarcable que en condiciones de sequia tuvo mayores concentraciones del osmolito prolina.
El hibrido INC1 x MEL1 tampoco se mostrd tan heterético como lo hizo MEL1 x INS1, aunque
cabe destacar la capacidad aumentada de acumulacion de compuestos fendlicos que posee con
respecto a sus parentales. En todos los hibridos se observd un sistema radicular mas
desarrollado respecto a sus parentales, lo que les puede conferir una ventaja en condiciones de
escasez de agua, y también un menor contenido en MDA.

En este caso también se realizdé un analisis de la varianza para determinar si hubo diferencias
significativas entre genotipos sometidos al mismo tratamiento y dentro de cada genotipo
también se evaluaron las diferencias entre el tratamiento de control y sequia en el Anexo en la
Tabla 4.

Tabla 5. Andlisis de los hibridos utilizando sus parentales medios. En el interior viene recogido en primer lugar el
valor de MEL1 para dichos parametros. Seguidamente para cada hibrido se recoge el valor observado en el hibrido
para cada parametro (F1), el cual es la media de las 5 réplicas bioldgicas. A continuacion, se recoge el valor del parental
silvestre seguido del valor del ratio F1/Pm, donde Pm es el valor del parental medio. Este ratio esta coloreado segun

su valor utilizando la relacidn de colores aue apbarece en la levenda.

MEL1 x INS1 MEL1 x INS2 INC1 x MEL1
MELL F1 | INst [ Ratio F1 | INs2 | Ratio F1 | INC1 | Ratio
A C 82,81 78,72 76,01 0,99 82,32 80,76 1,01 80,89 80,36 0,99
Contenido de agua total
) 67,13 60,33 71,79 0,87 60,56 67,34 0,90 63,56 66,91 0,95
Alt C 12,2 18,60 16,25 1,31 14,10 18,00 0,93 14,60 17,00 1,00
ura
S 10,4 15,50 14,00 1,27 14,10 16,70 1,04 15,36 13,10 1,31
C 25,18 29,89 15,52 1,47 24,59 22,96 1,02 22,03 18,17 1,02
Peso fresco parte aérea
S 10,18 11,22 8,63 1,19 12,16 10,63 1,17 9,28 7,72 1,04
; C 3,76 5,17 3,02 1,52 3,93 4,12 1,00 4,10 3,75 1,09
Peso seco parte aérea
S 2,67 3,55 2,15 1,47 3,58 2,84 1,30 2,94 2,44 1,15
C 9,61 11,96 5,50 1,58 13,54 8,99 1,46 11,22 7,92 1,28
Peso fresco raiz
S 6,94 7,50 5,20 1,24 6,06 6,41 0,91 8,80 3,14 1,75
3 C 1,65 2,55 1,30 1,73 2,11 1,45 1,36 1,76 1,16 1,25
Peso seco raiz
) 1,92 2,65 1,32 1,63 2,17 1,94 1,13 2,71 1,16 1,76
. A C 158,5 153,05 89,12 1,24 162,30 145,36 1,07 148,27 150,80 0,96
Area de las hojas
) 87,12 59,54 58,69 0,82 69,40 71,89 0,87 60,24 72,08 0,76
C 95,82 37,33 37,04 0,56 39,45 78,41 0,45 42,43 42,43 0,61
Contenido en MDA
) 123,9 69,29 47,59 0,81 84,02 134,57 0,65 89,36 78,94 0,88
C 27,02 33,90 30,79 1,17 15,43 35,22 0,50 6,64 38,67 0,20
Contenido en prolina
S 176,8 231,15 159,75 1,37 243,03 194,72 1,31 157,63 207,30 0,82
Contenido en C 17,74 16,28 14,81 1,00 18,98 26,37 0,86 20,95 13,16 1,36
compuestos fendlicos S 22,99 19,91 16,16 1,02 24,34 33,35 0,86 25,18 15,57 1,31
Contenido en c 4,7 421 4,46 0,92 5,00 6,95 0,86 5,55 3,87 1,30
flavonoides s | 855 7,06 5,45 1,01 9,38 11,47 | 0,94 9,57 5,53 1,36
0,2 1 1,8

17




4.2.3. Criterios de evaluacién de la tolerancia de las plantas

En este trabajo se propusieron varios métodos de sencillo calculo para ordenar las plantas segun
su tolerancia o sensibilidad a la sequia (Figura 7).

Un parametro muy informativo es el porcentaje de reduccién del peso fresco que experimenta
la planta a consecuencia de estar sometida a algun estrés, con respecto al control no estresado.
Esta evaluacion ayuda a estimar la repercusion que ha tenido el efecto de la sequia sobre las
plantas tanto en su humedad como en su generacién de biomasa. Basandonos en este criterio
se observé que, entre todos los genotipos, LIN1 e INC1 mostraron la peor respuesta con una
reduccion del 58%. En cambio, la accesidn INS1 mostrd la menor reduccidn con un 34,23% y muy
cerca de ella, le siguié DAS1 con un 34,66%.

Las accesiones también fueron ordenadas atendiendo a otros criterios. La ordenacién por
reduccion del contenido de agua nos permite valorar la pérdida de agua que ha sufrido el
genotipo respecto al control. En este caso los mejores resultados son también de las especies
INS1 (5,55%) y DAS1 (14,53%).

El criterio basado en el peso seco se centra en la reduccién del crecimiento de biomasa. Y, por
ultimo, el aumento de la eficiencia en el uso del agua evalla la capacidad que tiene cada
genotipo en condiciones de sequia para aprovechar el agua aportada para generar biomasa.
Cabe remarcar que este ultimo parametro se define como aumento y no como reduccién porque
todos los genotipos en sequia han mejorado esta eficiencia respecto a las plantas control. La
ordenacién de los genotipos mediante estos dos criterios apuntd a DAS1 como la especie mads
recomendable.

La accesion de S. melongena, MEL1, sorprendentemente no fue la mas afectada por el
tratamiento. Si hacemos una valoracién general basandonos en los criterios, se observa que las
accesiones LIN1 e INC1 obtienen unos resultados mas bajos que S. melongena, a excepcién de
en la eficiencia en el uso del agua. Este ultimo valor, de tanto interés agrondmico, revela la
necesidad de la mejora de la tolerancia a la sequia de la berenjena cultivada.

Si observamos el comportamiento de los hibridos interespecificos se puede apreciar cdmo
ninguna de las combinaciones de S. melongena con S. insanum ha obtenido una tolerancia
mejorada con respecto a ambos parentales. En cambio, el hibrido INC1 x MEL1 se define en la
mayoria de los criterios como mas tolerante que sus dos parentales y mas tolerante que el resto
de hibridos.
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LIN1 576
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Figura 7. Porcentaje de reduccion del peso fresco (A), porcentaje de reduccion de humedad de la planta (B),
porcentaje de reduccion de biomasa seca (C) y porcentaje de aumento de la eficiencia del uso del agua (D)
de las en las plantas sometidas a sequia respecto a sus respectivas plantas control. La denominacién de las
accesiones se define en la Tabla 1. El aumento de la eficiencia en el uso del agua se ha calculado como el
incremento de los gramos de biomasa secos producidos desde el tq por litro de agua consumido.

4.2.4. Analisis de componentes principales (ACP) y correlaciones

Mediante el ACP se realizé una reduccidon de dimensiones donde la primera componente
principal explicé el 75,7% de la variacidn de las muestras (Figura 8). En el caso de la CP2 explica
el 10,3 % de la varianza total, mientras la CP3 solo explica el 5,8%. Por lo que fueron
seleccionadas para explicar la variacién la CP1 y la CP2 que suman el mayor porcentaje de la
varianza total, concretamente el 86%.

La CP1 fundamentalmente es explicada mediante los pardmetros bioquimicos los cuales influyen
de forma positiva mientras que los parametros morfométricos influyen de forma negativa en la
formacién de la componente. El nivel de prolina es el factor que mas contribuye a la CP1, con
un peso en la componente de 0,82. El siguiente pardmetro que mas contribuye es el peso fresco
de la parte aérea con un -0,27. Se puede observar cémo los niveles de los compuestos
bioquimicos se encuentran correlacionados positivamente entre si (coeficientes de correlacion
entre 0,64 y 0,93) y la mayoria de los pardmetros morfométricos también. Entre ellos estan
correlacionados negativamente (Figura 8 y Tabla 5 del Anexo).

En la formacion de la CP2 contribuyen de forma similar las variables CFT, FT, PF.y PS,, con un
valor de peso de 0,45 aproximadamente. Mientras que el resto de las variables contribuyen con
un menor peso en la generacion de la CP2.

Al proyectar los datos sobre este nuevo espacio conformado por CP1 y CP2 se observa una
separacion entre las accesiones segun el tratamiento recibido formandose 4 grupos. Por lo
tanto, a la derecha encontramos las accesiones que presentan niveles elevados de prolina y
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bajos valores de peso fresco y humedad. Se puede apreciar que MEL1 y sus hibridos forman un
pequefio cluster en condiciones de sequia, mientras LIN1, INC1 y INS1 forman otro grupo. La
accesion DAS1 se comporta parecido al resto de las accesiones en condiciones control, mientras
gue en sequia se observa un comportamiento diferencial con respecto a sus relativos.
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Figura 8. Score plot (A) y biplot del ACP (score plot + loading plot) (B). La componente principal 1y 2
explican respectivamente el 75,7% y el 10,3% de la variacidn de los datos. En el grafico A se muestran las
relaciones entre las 9 accesiones sujetas a los dos tratamientos (control vs. sequia). En la grafica de arriba
los puntos azules y rojos representan, respectivamente, los tratamientos de control y sequia. En el
diagrama B se muestran las relaciones entre los 13 parametros morfoldgicos y bioquimicos. Los vectores
muestran el resultado del andlisis para los parametros: peso fresco de raiz (PF;) y de parte aérea (PF;a),
el peso seco de raiz (PS;) y de parte aérea (PSpa.), la altura de la planta (Al), el nimero de hojas (Nho), el
area foliar (AF), la humedad de la parte aérea (Hya), de la raiz (H,), el contenido el compuestos fendlicos
totales (CFT), el contenido en flavonoides totales (FT), el contenido en MDA y el contenido en prolina
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5. Discusion

5.1. Relevancia del proyecto

En la actualidad la sequia es uno de los factores mas devastadores para la agricultura, siendo la
causa de grandes pérdidas de produccion agricola (Bray et al., 2000; Bartels y Sunkar, 2005). Las
predicciones sefialan que este efecto va a agravarse debido al cambio climatico (IPCC, 2014). En
este contexto, el uso de la mejora genética para aumentar la tolerancia de los cultivos puede ser
crucial.

Concretamente, la exploraciéon de germoplasma silvestre relacionado con la berenjena puede
ser de gran utilidad, pues se ha visto que algunas de estas especies son capaces de vivir en zonas
desérticas o secas (Dempewolf et al., 2014; Knapp et al., 2013). Por ello, en este trabajo se ha
evaluado la respuesta a la sequia de especies silvestres relacionadas con la berenjena y de
hibridos interespecificos con algunas de estas especies. También se han analizado algunos
mecanismos bioquimicos que podrian estar relacionados con la tolerancia a la sequia. La
informacidn aqui recogida puede ser de interés para abordar el disefio de futuros programas de
mejora genética de la berenjena.

5.2. Evolucion del crecimiento de las plantas y verificacion de la efectividad del
tratamiento.

Tanto la progresién de la humedad del sustrato como la evolucidn del crecimiento de las plantas
control por un lado y de las plantas en sequia por otro mostré que el tratamiento fue efectivo
en nuestras condiciones experimentales.

El riego de las plantas control fue programado para que la humedad se mantuviera dentro de
un intervalo propicio para el desarrollo de las plantas (80-60%). Sin embargo, el ultimo dia (el
dia del muestreo), en el control se observé un descenso de humedad hasta aproximadamente
el 50%. No se descarta que esta ligera deshidratacion del sustrato pueda repercutir en cierto
modo a los resultados, pues las diferencias entre los dos tratamientos serian menores. Pese a
ello, las diferencias de humedad en la propia planta entre las plantas control y las plantas
sometidas a sequia fueron altamente significativas (valor-P < 0.001), como se puede observar
en el analisis de la varianza de la Tabla 3, por lo que no se puede rechazar la efectividad del
tratamiento.

Concretamente, dieciocho dias fueron suficientes para deshidratar el sustrato de las plantas
sometidas a sequia casi hasta la totalidad y para observar diferencias significativas entre las
plantas. En este sentido debe tenerse en cuenta que las macetas eran de pequefio tamafio por
lo que pueden deshidratarse mas rapidamente que en condiciones de campo. Por otro lado, las
condiciones de temperatura y humedad pueden hacer que este tiempo varie en otros
experimentos.

5.3. Larespuesta al tratamiento de sequia

5.3.1. Evaluacidon de los parametros de crecimiento v de humedad de S. melongena v su
pool genético

La inhibicién de crecimiento es un efecto ampliamente visto en plantas sometidas a estrés (Hsiao
et al., 1976). La activacién de los mecanismos de defensa supone un consumo de los recursos
de la planta (precursores metabdlicos y energia), lo que afecta al metabolismo primarioy por
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tanto, a la acumulacién de biomasa (Munns y Termaat, 1986). Este efecto se observa en los
resultados de nuestro trabajo. Cuando los tejidos mostraron deshidratacién extrema, se ceso el
tratamiento. En el periodo de tiempo del tratamiento el déficit hidrico tuvo un fuerte impacto
en la mayoria de los parametros analizados, generalmente mas alto que el efecto del genotipo
(Tabla 3). El hecho de que la contribucion de los efectos residuales a la suma de cuadrados
medios fuera generalmente baja en comparacidn con el resto de los efectos, indica que la
influencia de los factores del ambiente y no controlados en este experimento fue pequena,
permitiendo maximizar la relevancia estadistica de los datos.

El peso fresco de todas las plantas se redujo debido a las condiciones de estrés hidrico, aunque
se observaron diferencias cuantitativas entre especies (Tabla 3 y Anexo Tabla 2). Este descenso
no fue solo debido a la pérdida de agua, sino que el tratamiento de sequia también conllevd una
reduccion de la generacién de biomasa en todas las plantas, lo que se manifiesta en un peso
seco menor que en sus respectivos controles (Figura 5y Anexo Tabla 2). Ademas, las humedades
de las partes de la planta tuvieron un comportamiento algo dispar. En el caso de INC1 y LIN1 se
observa un descenso de la humedad de la raiz notablemente mas alto que en el caso de la parte
aérea, mostrando la sensibilidad de esta parte de la planta.

En condiciones de estrés hidrico es comun también observar cémo el crecimiento foliar se ve
mas afectado que el crecimiento radicular. La reduccién de la expansién de las hojas resulta
beneficiosa, dado que una menor area expuesta se traduce en una reduccidon de la transpiracion
(Mahajan y Tuteja, 2005). Estos acontecimientos estdn plasmados en nuestras mediciones, en
los cuales en el drea de las hojas se observa un descenso significativo por el tratamiento de
sequia y también se observa un descenso significativo en el peso seco de las hojas. Al contrario,
la reduccidn del peso seco de la raiz no es significativa y tampoco el efecto del tratamiento sobre
su longitud (Figura 5 y Tabla 3). Y esta minima reduccidn de la raiz es lo que sobre todo explica
el menor efecto del tratamiento sobre el peso seco total. Con este acontecimiento se puede
interpretar que existe una adaptacion de la planta para mantener o aumentar el drea de
absorcion de agua (Comas et al., 2013). De hecho, en el estudio realizado por Rahma (2016) con
genotipos similares relacionados con S. melongena, ya observé que la raiz no descendia su peso
seco de forma significativa.

En alguno de los casos se advirtid un descenso del nimero de hojas debido al déficit hidrico.
Este fendmeno se conoce como senescencia foliar y es un proceso fisioldgico regulado que se
ha visto que puede contribuir a la supervivencia de las plantas en condiciones climaticas
adversas (Munné-Bosch y Alegre, 2004). Con este mecanismo se movilizan los nutrientes a otras
partes de las plantas y se evitan las grandes pérdidas de agua por traspiracion (Zimmermanny
Zentgraf, 2005).

También se observd que la altura del tallo se mantuvo similar en la mayoria de los genotipos
pese al tratamiento de sequia, probablemente debido a que el tratamiento no duré el tiempo
suficiente como para llegar a observar cambios.

La reduccidon de peso fresco ha sido el utilizado como el criterio principal para evaluar la
tolerancia relativa de estas especies, aunque también fueron ordenadas con otros criterios
(Figura 5). INS1 es la accesion con menor reduccion del peso fresco en las condiciones de sequia
y el segundo mejor valor corresponde a DAS1.
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En las 5 especies también se observd una fuerte reduccién relativa del agua, aunque la
deshidratacion de los genotipos no fue uniforme. La accesidn INS1 parece ser mas resistente a
la deshidratacion inducida por la sequia y le sigue DAS1.

La accesion DAS1 es, ademas, la que tiene menor reduccién del peso seco (1,19%), por tanto, se
puede concluir que su generacién de biomasa apenas se ha visto afectada por la escasez de
agua. Esta capacidad de generacion de biomasa pese a la condiciéon de estrés es lo que le
posiciona también en primer lugar en cuanto a eficiencia en el uso del agua (gramos producidos
por litros de agua consumidos). Esta ventaja no la posee INS1, cuya capacidad de generacién de
biomasa en condiciones de estrés es muy reducida (Figura 1). Los mecanismos por los cuales
INS1 responde mejor que INS2 deberdn determinarse en futuros experimentos.

El estudio comparativo realizado por Rahma (2016) concluyé que S. dasyphyllum era
relativamente mads sensible que el resto de los genotipos. No obstante, en este ensayo las
plantas se encontraban en un estadio algo mas joven (3-4 hojas) y el tratamiento no fue tan
severo (reduccion del 50% de la irrigacion). En estas diferencias radica la importancia de realizar
un experimento con el mayor nimero de genotipos posibles y en diferentes estadios y
condiciones, pues se podria descartar una especie que en realidad sea prometedora y viceversa.
Cabe destacar también que en el ensayo de Rahma (2016) se evalué un hibrido de S.
dasyphyllum con S. melongena que obtuvo mejores resultados que ambos parentales, lo que
reafirma la aptitud de S. dasyphyllum como especie donadora de genes de interés.

Las especies como S. insanum y S. dasyphyllum son ademds recomendables por el tamafio de
fruto parecido al de S. melongena, pues se podria recuperar este caracter en programas de
retrocruzamiento de forma répida (Kaushik et al., 2016).

Los resultados de Rahma (2016) determinaron que S. linnaeanum era una especie muy afectada
por el estrés hidrico. En el presente estudio los datos apuntan a la misma conclusion; pues se
observa que es la especie con mayor reduccion de peso fresco y la segunda con mayor reduccion
de humedad. Sin embargo, no se puede descartar el uso de esta especie en la mejora de la
tolerancia al estrés salino (Weese y Bohs, 2010).

Aunque la berenjena se considere tolerante al someterla a estrés hidrico suave (Sarker et al.,
2004; Diaz-Pérez y Eaton, 2015), los resultados obtenidos indican que la ausencia completa de
riego afecta al cultivar de S. melongena aqui evaluado. De hecho, MEL1 resulté ser la accesion
con menor eficiencia del uso del agua, mostrando que un aumento de la tolerancia haciendo
uso de especies silvestres relacionadas puede ser recomendable para el aumento del
rendimiento del cultivar.

5.3.2. Estimacién del estrés oxidativo mediante la medicién de MDA

Cuando estan en exceso, las especies reactivas de oxigeno causan la oxidacion de los residuos
aminoacidicos de las proteinas, los lipidos de las membranas y el ADN. Este deterioro celular
causado por estos compuestos se conoce como estrés oxidativo (Halliwell, 2006).

En nuestro caso la falta de agua generé como efecto secundario un estrés oxidativo, como se
puede observar por los aumentos en MDA de las muestras de hoja, un marcador del estrés
oxidativo usado ampliamente (Del Rio et al., 2015).
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Basandonos en este compuesto, en las condiciones control puede observarse también la
presencia de estrés oxidativo. Esto es debido a que la planta suele estar sometida a otros
estreses abidticos también como laluzy la temperatura, que también influyen en la acumulacién
de ROS (Apel y Hirt, 2004). Ademas, en condiciones control ya se observa que algunos genotipos
poseen mayores niveles de estrés oxidativo que otros, por lo que la eficiencia de sus mecanismos
de tolerancia, basados en la actividad de sistemas antioxidantes, debe ser diferente.

Por otro lado, el aumento de MDA en condiciones de estrés solamente fue estadisticamente
significativo en la mitad de las especies (Figura 6). En la accesion de S. melongena, MEL1, la alta
desviacion de los datos no permitié observar diferencias. El estudio de Tani et al. (2018) en el
gue se realizé simultdneamente una infeccién con Verticillium dahliae y un tratamiento de
sequia si determind una subida significativa en MDA.

En las accesiones DAS1 e INS1 el efecto tampoco fue significativo. Este resultado era esperable
dado que, como hemos dicho anteriormente, la sequia no afecté en gran medida a su desarrollo.
Por tanto, estas especies parecen tener unos mecanismos antioxidantes mas eficaces.

Al contrario, en LIN1 se observd el maximo aumento indicando que estuvo muy afectada por el
estrés oxidativo inducido por la sequia. Este valor estda acorde con los dafios observados
mediante los resultados de humedad y peso fresco discutidos anteriormente, y corrobora su
sensibilidad.

5.3.3. Efecto de la acumulacién de prolina

El estrés osmotico causado por la sequia induce en la planta la sintesis y acumulacién de
osmolitos para ajustar el equilibrio osmético. Los solutos compatibles acumulados en altos
niveles pueden contribuir a la tolerancia sin interferir con el metabolismo celular normal (Singh
et al., 2015). La prolina es uno de los solutos compatibles mas tipicos de plantas y su aumento
en respuesta al déficit hidrico ha sido observado en otras especies, como por ejemplo en las
hojas del arroz (Verbruggen y Hermans, 2008, Hsu et al. 2003; Jimenez et al., 2013; Lei et al.,
2006). Sin embargo, la acumulacién de prolina no siempre se puede correlacionar de forma
positiva con la tolerancia.

Todos los genotipos evaluados en este trabajo presentaron aumentos muy significativos cuando
se sometieron a estrés hidrico. En el estudio realizado por Kurniawati (2014) en el que se sometia
S. melongena a sequia, también se observé un aumento de prolina muy significativo (10 veces
respecto al control). También se ha recogido un aumento de prolina significativo bajo
condiciones de estrés en S. melongena en otros experimentos (Tani et al., 2018; Sarker et al.,
2005). Sarker et al., (2005) remarcaron el importante papel de este osmolito en el ajuste
osmotico de S. melongena pues pudieron correlacionar los mayores de niveles de prolina en
condiciones de déficit hidrico con el mantenimiento de la actividad fotosintética.

En cambio, la dispersién observada en las muestras no permite determinar diferencias
estadisticamente significativas entre los genotipos sometidos al tratamiento de sequia. Y el nivel
de aumento observado en cada especie debido al tratamiento, en todas significativo, tampoco
se puede correlacionar con una mejor respuesta a la sequia.

Pese a ello, con estos valores absolutos de concentracidon tan altos en condiciones de sequia se
puede afirmar que la concentracién de prolina en el citosol fue lo suficientemente alta como
para tener un efecto positivo en el ajuste del equilibrio osmdtico (Heuer, 2010). Asi pues,

24



aunque no puede establecer una correlacién exacta con la tolerancia, no se puede desestimar
el efecto positivo de este osmolito en la proteccién frente a la deshidratacion inducida por
sequia.

5.3.4. Efecto de la acumulacion de flavonoides v otros compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos y, en particular, los flavonoides poseen actividades antioxidantes y
secuestradoras de ROS. Son un buen ejemplo de metabolitos que se sintetizan en las plantas a
consecuencia del estrés oxidativo, especialmente cuando su efecto es severo y el primer
mecanismo de defensa ante ROS, basado en enzimas antioxidantes, no es suficiente (Fini et al.,
2011; Bautista et al., 2016). Esta es probable nuestra situacién, pues el tratamiento de sequia
fue muy severo (eliminacion de la totalidad del riego).

En la mayoria de los genotipos las diferencias observadas entre control y sequia son significativas
(Figura 6). Los cambios en flavonoides son cualitativamente parecidos a los observados en
compuestos fendlicos, este patrén conservado es esperable dado que los flavonoides son el
subgrupo mds numeroso de los compuestos fendlicos.

El desarrollo de mutantes de Arabidopsis thaliana reveld que la acumulacién de flavonoides es
esencial para mejorar la tolerancia la sequia en esta especie modelo (Nakabayashi et al., 2014).
De acuerdo con Nisha et al. (2009), flavonoides aislados de berenjena mostraron una fuerte
actividad secuestradora de radicales libres.

Al comparar con los niveles de subida MDA (Figura 6), se puede observar cémo
aproximadamente hay una correspondencia entre el nivel de estrés oxidativo inducido por la
sequia y la induccién de la sintesis de compuestos antioxidantes. Por ejemplo, en INS2 y LIN1 se
observaba un gran incremento del contenido de MDA y en ellas se observa una induccion de la
biosintesis de estos compuestos mucho mayor. Asi, el estrés oxidativo esta induciendo la sintesis
de compuestos antioxidantes.

En INS1 no se observan diferencias significativas entre los tratamientos y el nivel de estrés
oxidativo también se considerd bajo mediante los niveles observados de MDA. Por tanto, su
sistema antioxidante, también conformado por enzimas, parece ser mas activo.

El contenido en flavonoides fue similar en las especies no sometidas a estrés, pero no el
contenido los compuestos fendlicos totales. Con ello se deduce que las especies deben tener un
contenido diferencial, lo cual también puede ser de interés si se quiere aumentar la capacidad
antioxidante de la berenjena.

Al analizar los compuestos fendlicos y los flavonoides se debe considerar que estos compuestos
son responsables de muchas funciones en la célula, i.e. hormonales o estructurales (Gould y
Lister, 2005; Boerjan et al., 2003; Yistra et al., 1992). Estas funciones adicionales no relacionadas
con las respuestas a estrés abidtico, pueden enmascarar parcialmente los resultados.

5.3.5. Evaluacidn de la respuesta de los hibridos

Una vez identificada la fuente de variabilidad de interés, el siguiente paso del programa de
mejora es la obtencién de hibridos interespecificos entre dicha especie y una domesticada. En
nuestro ensayo también se pudo evaluar la respuesta de 3 hibridos interespecificos que se
habian generado con anterioridad y que también fueron caracterizados fenotipicamente (Plazas
et al., 2016; Kaushik et al., 2016), y son los siguientes: MEL1 x INS1, MEL1 x INS2 e INC1 x MEL1.
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Resulta de especial interés evaluar su crecimiento dado que los hibridos en ocasiones son
heterdticos para rendimiento. El uso de la ratio F1/Pm nos ayudd a comparar al hibrido con sus
parentales. Un valor menor que uno en un parametro indica que no se ha conseguido una
combinacion que se comporte mejor que los parentales. Un valor de cero indica que el hibrido
se comporta parecido. Y un valor mayor que uno indica que al menos se comporta mejor que
uno de los parentales.

Como puede verse en con las ratios de la Tabla 5, algunos hibridos poseen caracteristicas
mejoradas respecto a sus parentales (i.e. desarrollo de la raiz mejorado), aunque no por ello son
mas tolerantes que los parentales. Solo el hibrido INC1 x MEL1 consigue mejores resultados que
sus parentales en condiciones de sequia (Figura 5). La mayor acumulacién de flavonoides y otros
compuestos fendlicos parece ser una parte de su mecanismo mejorado de tolerancia con
respecto a sus parentales.

El hibrido INC1 x MEL1 fue ademas el hibrido que mejor respuesta obtuvo ante la sequia. No
obstante, las caracteristicas por las cuales se desenvuelve mejor en sequia que los otros hibridos
se desconocen puesto que el analisis de los pardametros de crecimiento y bioquimicos no mostré
apenas diferencias significativas entre la ejecucién de cada hibrido (Anexo Tabla 4). Sus raices
en el tratamiento de sequia estaban mdas desarrolladas que en el resto de los hibridos, pero
también deben poseer otros mecanismos bioquimicos mejorados no evaluados en este trabajo
gue estén involucrados en la tolerancia. Asi pues, es de interés el estudio de estos mecanismos
en futuros proyectos.

Cabe destacar también, que, en condiciones favorables, es decir, sin déficit hidrico, MEL1 x INS1
se desarrolla mejor que sus parentales, mostrando vigor hibrido (Tabla 5). A la vista de lo
anterior, INC1 x MEL1 y MEL1 x INS1 podrian ser de interés para usarse directamente como
portainjertos. Y el hibrido INC1 x MEL1 podria ademas continuar en un programa de
retrocruzamiento para generar lineas de introgresion con la finalidad de mejorar la tolerancia
de la berenjena cultivada.

En este ensayo no se han evaluado todas las especies que se pueden cruzar con S. melongena y
que puedan ser de interés por sus genes de tolerancia. En futuros experimentos se deberian
tener en consideracion especies también del pool terciario como S. elaeagnifolium, que crece
en ambientes muy secos (Christodoulakis et al., 2009) y cuya hibridacion con la berenjena fue
lograda en un proyecto utilizando rescate embrionario (Kouassi et al., 2016). En este tipo de
especies tan lejanas filogenéticamente también habria que evaluar si poseen baja fertilidad o
esterilidad. Estas especies podrian poseer mecanismos diferentes de tolerancia a la sequia, pero
éstos se pueden combinar para obtener nuevas variedades mas tolerantes.

5.3.6. Andlisis de componentes principales

La comparacion de las accesiones sometidas a distintos tratamientos utilizando un ACP muestra
el impacto del tratamiento de déficit hidrico en la respuestas morfoldgicas y bioquimicas a la
sequia. El ACP explicé el 86% de la variabilidad total y se pudo observar que existen altas
correlaciones entre los parametros morfoldgicos mientras que los parametros bioquimicos
estan correlacionados entre si. Entre ellos se encuentran negativamente correlacionados
indicando que las plantas estresadas aumentaban el contenido de compuestos bioquimicos,
especialmente prolina y disminuian su crecimiento.
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Se observd como el contenido de prolina fue un factor clave para distinguir entre los
tratamientos. Unicamente con el contenido de prolina se podrian separar las plantas control
respecto a las plantas sometidas a la sequia, siendo asi un buen indicador de estrés hidrico. De
hecho, el ANOVA también mostrdé que todas las especies e hibridos evaluados mostraron un
aumento de prolina muy significativo ante las condiciones de estrés (Figura 6).

Con el bajo peso de las variables altura de la planta y peso de raiz en la CP1, se refleja que estos
no son unos parametros que en general difieran entre los tratamientos. Esto fue observado
también mediante el andlisis de la varianza (Tabla 3 y Anexo | Tabla 2).

El ACP nos permitid identificar facilmente también a las accesiones que se comportan de forma
similar a otras o de forma diferente. En las condiciones control, DAS1 se comporta de forma
parecida al resto de accesiones, pero en condiciones de sequia posee un mejor resultado que el
resto, lo que podria asociarse a su sistema radicular mas desarrollado. Las accesiones INS1, LIN1
e INC1 tienen comportamientos parecidos, comparten entre otros las caracteristicas de peso de
raiz bajo y un bajo contenido en MDA. Estos y otras variables les sitGan en un pequefio clister.

Otro agrupamiento se observa en S. melongena, S. insanum vy los hibridos en condiciones de
estrés mostrando que los hibridos tienen un comportamiento similar a sus parentales y lo cual
concuerda con la teoria de que S. insanum es el ancestro silvestre de S. melongena (Weese y
Bohs, 2010).

5.4. Perspectivas futuras

En este trabajo se ha analizado una pequeiia parte de la compleja respuesta que puede
experimentar una planta en condiciones de sequia. Resulta de interés realizar en un futuro un
estudio mas exhaustivo donde se puedan analizar otros metabolitos, actividad enzimatica y la
expresion génica (ver Introduccion seccidn 1.5.4.). El andlisis de muchos biomarcadores puede
facilitar el descubrimiento de alguno que permita detectar los efectos perjudiciales de la sequia
antes de que la inhibicidn de crecimiento sea perceptible.

Es importante mencionar que el ensayo deberia realizarse también en campo, para obtener
unos resultados mds acordes con las condiciones reales, en las que, por ejemplo, no habria
limitacion para el desarrollo de las raices debido a las macetas.

Puesto que el efecto del estrés hidrico depende del estado fisiolégico y morfoldgico de la planta,
también se deberia considerar aplicar el tratamiento de forma que se pueda evaluar su efecto
en la floracién y cuajado de fruto, dado que es esta parte de la planta la que tiene mayor
importancia econémica.

El desarrollo de ILs (lineas de introgresion) utilizando MEL1 como parental recurrente podria ser
el camino que seguir en estudios siguientes. Las lineas de introgresién permitirian por un lado
diseccionar la base genética de los caracteres y por otro se generarian variedades de berenjena
con tolerancia a la sequia mediante la introgresion de genes.

Los hibridos con buena ejecucidn en condiciones de sequia también pueden ser Utiles como
portainjertos. Incluso algunos hibridos pueden tener un interés comercial. Este puede ser el caso
de un hibrido con S. insanum, dado que en el sudeste asiatico en ocasiones se cosecha desde la
naturaleza (Davidar et al., 2015)

Pese a las limitaciones, la evaluacion morfoldgica de todos estos genotipos nos ha permitido
evaluar qué especies silvestres resultan de interés para aumentar la tolerancia a la sequia de la
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berenjena cultivada. Esta informacidn sera atil en los proyectos de mejora genética en los que
se considere la introgresidon de genes a S. melongena.

6. Conclusiones

- Los resultados proporcionan informacién relevante sobre las respuestas morfoldgicas y
bioquimicas de la berenjena y especies silvestres relacionadas ante el déficit hidrico.

- El tratamiento de sequia provocd descensos en la mayoria de los parametros
morfolégicos a excepcion de la raiz, la cual mantuvo o incluso aumentd su biomasa y asi
la superficie de absorcion de agua.

- Los resultados mostraron que DAS1 e INS1 tuvieron un comportamiento de mayor
tolerancia a la sequia: INS1 destaca por ser la accesidon con menor pérdida de agua y
DAS1 por la mayor capacidad de generacion de biomasa en condiciones de sequia. Estas
accesiones pueden ser buen material de partida para la introgresién de genes en S.
melongena.

- La accesién de S. melongena (MEL1) no es la especie mas sensible de todas las
evaluadas; la mds afectada por el estrés hidrico fue la accesién S. linnaeanum.

- Delos 3 hibridos evaluados (MEL1 x INS1, MEL1 x INS2 e INC1 x MEL1), el hibrido INC1 x
MEL1 fue el mas recomendable al obtener mejor respuesta a la sequia que los otros
hibridos evaluados y que sus propios parentales.

- El hibrido MEL1 x INS1 presenta vigor hibrido en condiciones favorables (sin déficit
hidrico), pudiendo ser de interés como portainjertos.

- Niveles relativamente elevados de malondialdehido (MDA) se pudieron correlacionar
con una menor tolerancia a la sequia

- El aumento de prolina parece una respuesta de proteccién general en todos los
genotipos para contribuir al ajuste osmético.

- Aunque no se observaron diferencias entre los genotipos tolerantes y sensibles, se pudo
afirmar que la alta concentracién de prolina contribuyé al ajuste osmético.

- El estrés oxidativo indujo la activacion de la biosintesis de flavonoides y otros
compuestos fendlicos en la mayoria de las accesiones.

- Los resultados obtenidos constituyen informacion de utilidad para el disefio de una
nueva generacion de cultivares de berenjena con una mayor tolerancia a la sequia.
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