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RESUMEN

Las plantas se ven sometidas a numerosos estreses abiéticos, como la salinidad o la sequia, a lo
largo de su ciclo vital los cuales producen diversos dafios a nivel fisiolédgico. Las plantas
responden ante estos estreses con diferentes cambios metabdlicos y estructurales. La
identificacion de los genes que intervienen en estos procesos es una herramienta fundamental
para tratar de paliar los dafios que se producen en las plantas que los sufren. Una de las
estrategias para identificar estos genes clave es la obtencién de mutantes para estos caracteres.
Entre las diferentes alternativas, la mutagénesis insercional es una herramienta que puede
ayudar a acortar los plazos de identificacién de los genes causantes de los fenotipos mutantes
previamente identificados.

Mediante el empleo de la variedad Micro-Tom se pretende lograr el acortamiento de los plazos
para identificar y caracterizar los mutantes obtenidos. Por otra parte, gracias al poco tamano
gue necesita para completar su ciclo de cultivo, podremos manejar una gran cantidad de plantas
en un espacio reducido, lo cual es clave en cualquier programa de mutagénesis.

En este trabajo se van a poner a punto las metodologias que permitan la identificacién de
mutantes de Micro-Tom con alteraciones en su respuesta a estrés salino e hidrico. En paralelo,
se pretende obtener plantas transgénicas (TG1) de Micro-Tom y obtener sus descendientes
(TG2) para poder identificar tanto mutantes dominantes (TG1) como mutantes recesivos (TG2).
Estas metodologias deben permitir identificar mutantes que presenten alteraciones cuando se
cultivan bajo estos estreses a lo largo de todo su ciclo de cultivo, desde el desarrollo vegetativo
hasta la produccién y maduracion de los frutos. Por ultimo, también se caracteriza fenotipica y
genéticamente los mutantes identificados.

Palabras clave: Solanum lycopersicum, T-DNA, Micro-Tom, mutagénesis insercional, estrés
abidtico.



ABSTRACT

Plants are exposed to various abiotic stresses, such as salinity or drought, throughout their life
cycle, resulting in diverse physiological damage. Plants respond to these stresses through
distinct metabolic and structural changes. Identifying the genes involved in these processes is a
fundamental approach to mitigate the damage inflicted upon afflicted plants. One strategy to
pinpoint these crucial genes involves generating mutants with these traits. Among the available
techniques, insertional mutagenesis stands out as a tool capable of expediting the identification
of genes responsible for the previously observed mutant phenotypes.

The utilization of the Micro-Tom variety aims to expedite the identification and characterization
of obtained mutants. Moreover, due to its compact growth cycle, it facilitates the cultivation of
a substantial number of plants within limited space, a pivotal aspect of any mutagenesis
program.

This study's objective is to develop methodologies to detect Micro-Tom mutants exhibiting
alterations in their response to salinity and drought. Concurrently, the production of transgenic
plants (TG1) of Micro-Tom and their subsequent generations (TG2) to detect both, dominant
mutants (TG1) and recessive mutants (TG2) will be carried out. These methodologies should
enable the identification of mutants manifesting deviations when cultivated under these
stressors throughout their life cycle, spanning from vegetative development to fruit maturation.
Ultimately, the identified mutants undergo comprehensive phenotypic and genetic
characterization.

Key words: Solanum lycopersicum, T-DNA, Micro-Tom, insertional mutagenesis, abiotic stress.
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1. INTRODUCCION

1.1Descripcion del cultivo

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es un miembro de la familia Solanaceae, género Solanum
L., seccidn Lycopersicon y esta considerada como una de las plantas dicotiledéneas cultivadas
mejor estudiadas (Blanca et al., 2015). Las solanaceas son una de las familias de angiospermas
de mayor importancia econdmica dentro de las cuales se encuentran muchas de las plantas que
se cultivan habitualmente, como el tomate, el pimiento, la berenjena o el tabaco. Esta familia es
la mas variable de todas las especies de cultivos en términos de utilidad agricola, la 32 familia de
cultivos de mayor importancia econdmica, sélo superada por las gramineas y las leguminosas, y
la mas valiosa en cuanto a cultivos horticolas (Foolad, 2007).

Solanum lycopersicum L. es una variedad estrictamente autégama con un alto grado de
homocigosidad. Es una planta perenne, aunque suele cultivarse como planta anual. Sus tallos
son vellosos y sus hojas bipinnadas. Sus flores suelen tener 5 pétalos, aunque también es
frecuente encontrar flores con 7 o mas insertos (Blanca et al., 2015; Liu et al., 2022).

El tomate se cultiva por sus frutos carnosos. Actualmente se comercializa una amplia gama de
variedades con frutos de diferentes colores, formas y tamanos. Es considerado un alimento
protector por su particular valor nutritivo, ya que aporta nutrientes importantes como licopeno,
betacaroteno, flavonoides, vitamina C y derivados del acido hidroxicindmico. Ademas, este
cultivo ha alcanzado una enorme popularidad especialmente en los ultimos afios con el
descubrimiento de las actividades antioxidantes y las funciones anticancerigenas del licopeno
(Gerszberg et al., 2015)

Segun el informe de la FAO, la produccidn total de tomate asciende a 189,13 millones de
toneladas en todo el mundo y la superficie de cultivo es de 5,16 millones de hectdreas en 2021.
Por otra parte, y en lo que respecta a Espafia, la produccion asciende a 4,75 millones de
toneladas siendo Extremadura la comunidad con mayor produccion (2.218 toneladas), seguido
de Andalucia (1763 toneladas) y por ultimo la Region de Murcia (197 toneladas) de tomate
(Figura 1). Por otra parte, la superficie de cultivo fue de 56.110 hectdreas en 2021 (FAOSTAT,
2023).
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Figura 1: Volumen de tomates producidos en Espafia en 2021, por comunidad autonoma (en miles de toneladas).
Fuente: Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion, 2023)

Ademas de su importancia como producto fresco, el tomate puede ser procesado para obtener
diferentes productos como sopas, salsas, pastas o concentrados. Es por ello por lo que su
produccién va en aumento afio a afio haciendo que sea uno de los cultivos mas producidos.
Debido a su importancia econémica es una de las especies mas estudiadas a nivel cientifico para
su mejora (Blanca et al., 2012; Liu et al., 2022; FAOSTAT, 2023).

1.2 Domesticacion del tomate

Originario de los Andes, el tomate fue domesticado en América. Sin embargo, el lugar original
de domesticacion y los primeros acontecimientos todavia no se tienen claros. Se han propuesto
dos hipotesis sobre el lugar original de domesticacién del tomate, una peruana y otra mexicana.
Aunque faltan pruebas definitivas sobre la época y el lugar de domesticacion, se presume que
México es la region mas probable de domesticacion, mientras que Peru es el centro de
diversidad de los parientes silvestres. Se cree que Solanum lycopersicum var. cerasiforme es el
ancestro del tomate cultivado, basdndose en su amplia presencia en América Central y en la
presencia de una longitud de estilo mas corta en la flor (Bai & Lindhout, 2007; Gerszberg et al.,
2015; Razdan, 2006).

La mayoria de los autores sostienen que el tomate llegé a Europa desde México, posteriormente
los espafioles llevaron el tomate a Europay, en la primera mitad del siglo XVI, aparecieron claras
pruebas de esta introduccién en los herbarios europeos. Mas tarde, el cultivo se difundié al resto
del mundo a través de rutas comerciales y colonias (Blanca et al., 2012). Su domesticacion ha
experimentado principalmente dos etapas, representadas por S. pimpinellifolium y S.
lycopersicum var. cerasiforme como ancestros, mientras que la cria persistente de cultivares
modernos se refiere principalmente a las combinaciones de diversos rasgos para satisfacer las
necesidades del mercado (Liu et al., 2022).

Originalmente, el tomate cultivado fue denominado Solanum lycopersicum, segin la
clasificacion de Linneo. Miller separé los tomates designando el género Lycopersicon,
diferenciandolo del género Solanum, y especie esculentum para el tomate cultivado. Durante
afios, las relaciones filogenéticas entre ambos géneros han sido discutidas por muchos autores,
donde, incluso algunos, los reconocen como géneros distintos y otros, sin embargo, sugieren su
fusion (Foolad, 2007; Spooner et al., 1993).

1.3 Importancia en la ciencia

En los dltimos afos, el interés de los cientificos por el tomate como planta modelo ha
aumentado significativamente, debido también a que su genoma ha sido secuenciado. El tomate
es un buen modelo tanto para programas de investigacidn basica como aplicada. Esto se debe a
gue posee una serie de caracteristicas Utiles, como la capacidad que presenta de crecer en
diferentes condiciones de cultivo, su ciclo de vida relativamente corto, la capacidad de
produccién de semillas, su genoma relativamente pequefio (950 Mb), la escasa duplicacién de
genes, su alta autofertilidad y homocigosidad, la facilidad para controlar la polinizacién y la
hibridacidn, la capacidad de propagacion asexual y la posibilidad de regenerar plantas enteras
mediante técnicas de cultivo in vitro a partir de diferentes explantes (Bai & Lindhout, 2007;



Gerszberg et al., 2015). Ademas, los miembros de Lycopersicon se pueden transformar
genéticamente y los tomates transgénicos de algunos cultivares se producen de forma rutinaria
mediante cocultivo con Agrobacterium tumefaciens (Foolad, 2007).

A lo largo del tiempo, se han elegido algunos organismos de pequefio tamafio y con un tiempo
de generacidon corto como sistemas modelo en distintas areas de conocimiento, como
Drosophila para animales y Arabidopsis para plantas. El tomate se ha tomado como especie
modelo para estudios relacionados, principalmente, con el desarrollo de frutos carnosos. Desde
este punto de vista, el cultivar de tomate en miniatura Micro-Tom se ha utilizado para aunar las
ventajas de su pequefio tamafio y corto ciclo de vida con las caracteristicas del tomate
(Kobayashi et al., 2014). Por estos motivos se usa como cultivar modelo para la genémica de
esta especie desde hace varios afios (Campos et al., 2010). Este cultivar de tomate enano se cred
con fines ornamentales y se origind mediante el cruce de dos cultivares (Florida Basket y Ohio
4013-3; Scott & Harbaugh, 1989). Tiene frutos pequefios y rojos, asi como hojas de color verde
oscuro y rugosas (Gerszberg et al., 2015; Marti et al., 2006). En concreto, esta variedad alberga
algunas mutaciones distintivas. Los alelos mutantes mas conocidos son: enano (d), una mutacion
relacionada con los brasinoesteroides (BR) (Bishop et al., 1999) responsable del pequefio
tamanfio de la planta y self-pruning (sp), el cual es responsable de su habito de crecimiento
determinado (Marti et al.,, 2006). Otros alelos presentes en Micro-Tom son la maduracion
uniforme (u), la resistencia a Stemphylium (Sm) y la inmunidad a la marchitez por Fusarium (),
que confieren la ausencia de hombros verdes en los frutos y la resistencia a los hongos
patégenos Stemphylium solani y Fusarium oxysporum f. lycopersici, respectivamente. Ademas,
se ha sugerido que el alelo miniatura (mnt) contribuye también al pequefio tamafio de la planta
(Campos et al., 2010).

Micro-Tom puede crecer a alta densidad de forma similar a Arabidopsis, lo que permite la
evaluacidn a gran escala de lineas mutagenizadas sin la necesidad de una gran superficie de
cultivo. Desde que se publicaron los primeros trabajos de lineas de Micro-Tom mutagenizadas
con EMS vy lineas transformadas con elementos transponibles se comprobd el potencial que
tenia como herramienta genémica (Matsukura et al., 2008). Por tanto, es de esperar que la
generacidon de poblaciones de plantas regeneradas en la que se pueda explotar la variacion
somaclonal y de plantas transgénicas entre las que se identifiquen mutantes insercionales
ayudardn a identificar los genes clave implicados en el desarrollo y la regulacién del crecimiento
asi como otros caracteres de interés como las tolerancias a estreses abidticos (Gerszberg et al.,
2015).

1.4 Mejora genética del tomate

El tomate ha sido objeto de una extensa inversién en mejora genética, logrando avances
significativos en las Ultimas décadas. Su mejora se caracteriza principalmente en la modificacion
de una amplia gama de rasgos morfoldgicos y fisioldgicos del cultivo. Histéricamente, los
esfuerzos en la mejora genética se han centrado en obtener rendimientos elevados y frutos de
excelente calidad organoléptica y nutricional, al mismo tiempo que se busca minimizar los costes
de produccidn. Ademads, los cultivares disponibles en la actualidad presentan resistencia a
numerosos patégenos, muchas de las cuales se han obtenido de especies silvestres relacionadas
con el tomate (Bai & Lindhout, 2007).



La mejora también se centra en rasgos como el habito de crecimiento de la planta o el aumento
de la precocidad del cultivo, la reduccion/pérdida de la dispersion y latencia de las semillas, el
gigantismo y el aumento de la diversidad morfoldgica en la parte consumida del cultivo
(Bergougnoux, 2014). Por otro lado, es prioritario desarrollar variedades de tomate tolerantes a
estreses abidticos. En nuestro pais y en otras regiones productoras, una gran parte del cultivo
se lleva a cabo en zonas afectadas por sequia y salinidad. Por lo tanto, los programas de mejora
gue permitan aumentar la resistencia del tomate a la sequia y la salinidad tendrdn un impacto
positivo en la economia de los agricultores de estas regiones productoras (Albaladejo Carrasco,
2018).

En términos de mejora genética, existen dos enfoques distintos: la mejora clasica y la mejora
biotecnolédgica. La mejora genética clasica se basa en el cruce selectivo entre cultivares
adaptados de alta calidad o entre una variedad élite y especies silvestres estrechamente
relacionadas, con el objetivo de introgresar caracteristicas deseables. Es importante destacar
que el proceso de obtener una nueva variedad a través de cruces puede tomar entre 5y 7 afos,
mientras que la incorporacion de nuevos genes de especies silvestres relacionadas puede llevar
alrededor de 20 afios. Por lo tanto, la complejidad del programa de mejora aumenta a medida
gue aumenta la diversidad genética entre los progenitores (Bergougnoux, 2014; Causse et al.,
2007).

El desarrollo de técnicas moleculares y gendmicas ha permitido acelerar y mejorar el proceso de
mejora de cultivos. Estas incluyen la creacidon de mapas genéticos y el uso de seleccion asistida
por marcadores moleculares (MAS). Estas herramientas se han vuelto esenciales para los
mejoradores, ya que les permiten ahorrar tiempo y recursos materiales en las etapas de
cruzamiento y seleccidn de plantas (Amoroso et al., 2022). Ademas, el uso de estos marcadores
moleculares ha posibilitado la creacién de mapas genéticos del ADN del tomate, lo cual ha
simplificado el analisis de rasgos cuantitativos en regiones del genoma conocidas como QTLs.
Esto, junto con la secuenciacidon y ensamblaje del genoma completo de esta especie, ha
facilitado la localizacidn precisa y el estudio molecular de los genes responsables de dichos
rasgos (Albaladejo Carrasco, 2018; Causse et al., 2007).

Por otra parte, con relacién a la mejora biotecnoldgica, el avance de la ingenieria genética ha
permitido la introduccion de genes pertenecientes a otras especies y superar asi las restricciones
que, en este sentido, imponen las técnicas de hibridacién sexual. De esta manera, caracteristicas
especificas pueden ser introducidas de manera sencilla en variedades agronémicamente
deseables mediante técnicas de transformacién genética y regeneracion in vitro de plantas en
condiciones controladas, en periodos de tiempo mucho mas cortos en comparacién con los
requeridos por métodos de mejora clasicos o asistidos por marcadores (Albaladejo Carrasco,
2018; Bergougnoux, 2014; Gerszberg & Hnatuszko-Konka, 2017)

El cultivo in vitro engloba un conjunto de técnicas con diversas aplicaciones biotecnoldgicas
entre las que destacan la multiplicacion del material vegetal, la mejora sanitaria y la mejora
genética. Ademas ha impulsado el desarrollo de nuevas técnicas y aplicaciones, como el rescate
de embriones, que posibilita la transferencia de genes relevantes de especies silvestres al
tomate cultivado o la manipulacidon gendmica con técnicas como la fusién de protoplastos, lo
que ha permitido obtener hibridos somaticos (Gerszberg et al., 2015).



Por otro lado, la variacién somaclonal, que se genera durante los procesos de regeneraciéon
indirecta o como resultado de la variabilidad preexistente en el material inicial, puede
proporcionar una nueva fuente de variacién genética para mejorar el tomate u otras especies
cultivadas (Bai & Lindhout, 2007; Dagla, 2012). Ademas, el cultivo in vitro permite la obtencion
de plantas haploides y doble-haploides que acortan en gran medida los tiempos de generacién
de lineas puras en un programa de mejora (Germana, 2011).

1.4.1 Transformacidn genética

La transformacion genética permite, gracias a que las células vegetales son totipotentes, la
introducciéon de caracteres monogénicos u oligogénicos en especies de gran importancia como
el tomate sin alterar el resto de los caracteres. Por tanto, es una técnica idénea para la mejora
dirigida a cultivares élite. Las plantas transgénicas se han generado mediante transformacion
con Agrobacterium tumefaciens, biolistica o introduccién de ADN en protoplastos. La
integracién de los transgenes con estos métodos es aleatoria y puede producirse en cualquier
region del genoma del material transformado. Pese a la potencia que tiene esta técnica su uso
por el sector agroalimentario se ha visto limitado por cuestiones regulatorias.

Mas recientemente se han desarrollado diferentes técnicas que permiten la edicién de regiones
concretas del genoma. Estas técnicas son conocidas como ZFNs (Zinc-Finger Nucleasas), TALENs
(Transcription Activator-Like Efector Nucleases) y CRISPR/cas9 (Chetty et al., 2013; Sanagala
et al.,, 2017). En este caso, al no ser necesario la integracion de genes fordneos para que se
produzca la edicién, parece que estas herramientas van a poderse aplicar de forma mas
generalizada en los programas de mejora.

Tanto para un abordaje de mejora mediante transformacion genética como por edicién génica
es imprescindible conocer de manera previa los genes que controlan los diferentes caracteres
que se quieren mejorar. Una de las formas de identificacién de la funcidon de un gen es mediante
el estudio de mutantes. Como la probabilidad de apariciéon de mutaciones de forma espontanea
es muy baja, habitualmente se obtienen colecciones de plantas mutagenizadas. En el caso de las
plantas pueden obtenerse mediante mutagenos fisicos como la radiacidon, mediante agentes
quimicos como el etilmetanosulfonato (EMS) o mediante la variacion somaclonal (variacion
genética debida a la regeneracién mediante cultivo in vitro). Todos estos métodos provocan
cambios aleatorios en el genoma de las plantas mutagenizadas.

Las mutaciones causadas por este tipo de herramientas requieren de un gran esfuerzo e
inversién de tiempo y recursos para llegar a conocer cudl es el gen causante de un fenotipo
mutante determinado. Para intentar minimizar estos problemas se han puesto a punto métodos
como la mutagénesis insercional en la que el gen mutado queda etiquetado por un fragmento
de ADN de secuencia conocida por lo que su identificacion es mucho mas sencilla y menos
costosa (Oladosu et al., 2016; Pérez-Martin et al., 2017; Sanagala et al., 2017).

1.4.2 Mutagénesis insercional

La mutagénesis insercional consiste en la obtencidn de una coleccién de plantas transgénicas
para la identificacién de individuos mutantes (Atarés etal.,, 2011). La mutacién se puede
producir por la disrupcion del gen enddgeno o por la alteracidn en sus niveles de expresién al
integrarse el T-DNA en las regiones reguladoras (Chaudhary et al., 2019; Emmanuel & Levy,
2002). En cualquier caso, el gen enddgeno queda etiquetado ya que el T-DNA tiene fragmentos



de secuencia conocida y su identificacidn es relativamente sencilla mediante técnicas derivadas
de la PCR como TAIL-PCR o Anchor-PCR (Okabe & Ariizumi, 2016).

Aunque cualquier T-DNA serviria para llevar a cabo esta estrategia, es habitual que se usen
construcciones que aporten un valor anadido a esta metodologia. Una posibilidad consiste en
usar una construccion que activa la transcripcion del gen que queda bajo su influencia
(Activation Tagging). Esta técnica puede generar, ademas de los indicados anteriormente,
mutantes con una funcién adicional y de caracter dominante. Otra opcidn es utilizar el método
de "trapping" o etiquetado, que implica insertar en la construccién un gen de resistencia a
antibidticos para seleccionar las plantas transgénicas junto con un gen delator que solo se active
si se encuentra bajo la influencia de las regiones reguladores de un gen enddgeno. El gen
marcador mas comunmente utilizado es el uidA, que codifica la proteina GUS, debido a la alta
sensibilidad para su deteccidon. Dentro de estas estrategias hay diferentes alternativas que
varian en funcién de los elementos que se incluyen antes de la regién constitutiva del gen
delator (Figura 2) (He et al., 2001; Suzuki et al., 2001).

1.5 Identificacion de mutantes

En nuestro grupo se ha generado una coleccién de unas 7.800 lineas T-DNA de S. lycopersicum
y especies silvestres relacionadas mediante transformacién con una cepa de Agrobacterium
tumefaciens portadora de una trampa de intensificadores (Figura 2B). Esta, consta de un
promotor minimo (caja TATA y sitio inicio de transcripcidn) fusionado al gen delator. Ademas, el
gen marcador nptll bajo control de un promotor constitutivo permite que se seleccione la planta
transformada por su resistencia a la kanamicina (Springer, 2000).

Para seleccionar las lineas mutantes se llevan a cabo diferentes escrutinios en funcién de los
caracteres que se pretenden analizar. Para caracteres del desarrollo temprano de la planta se
emplea un método de seleccién in vitro que denominamos “vitrodev”’. Gracias a este abordaje
se han identificado mutantes alterados en el proceso de germinacion, desarrollo de la raiz,
desarrollo de la parte aérea, senescencia, capacidad de regeneracion, coloracién de las hojas, ...
También se pueden cultivar plantas en el invernadero para identificar mutaciones en caracteres
como la arquitectura de la planta y el desarrollo reproductivo (arquitectura de la inflorescencia,
desarrollo de la flor, cuajado, tamafio de flor y fruto, morfologia de fruto, maduracion, ...). Por
ultimo, en el caso de buscar mutantes alterados en la tolerancia a estreses abidticos es habitual
realizar escrutinios aplicando, in vitro o in vivo, el agente estresante que se pretende estudiar
(salinidad, sequia...).
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Figura 2: Estructura de los vectores trampa potenciadores, genes y promotores. (A) Gen cromosomico genérico con
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promotor. (D) Construccion trampa del gen. Las flechas de cada panel representan los transcritos que se producen
como consecuencia de la insercion (Springer, 2000)

1.6 Salinidad y sequia en el cultivo del tomate

Uno de los principales problemas a los que estd sometido el cultivo del tomate es la salinidad en
los suelos de cultivo y el déficit hidrico provocados, entre otros factores, por el cambio climatico
global. Ambos son dos de los factores ambientales coexistentes mdas importantes en la
productividad y el rendimiento que, ademas, limitan el uso de nuevas areas de cultivo
(Albaladejo Carrasco, 2018; Hanin et al., 2016)

Los periodos significativos de sequia y la exposicidon a condiciones altamente salinas pueden
provocar dafios permanentes en la planta, como la interrupcion del desarrollo del tallo y de la
raiz, asi como la disminucién de la cantidad total de hojas y de su tamario (Ors et al., 2021). La
sequia es responsable de aproximadamente el 45% de las pérdidas de produccién agricola a
nivel mundial. El estrés por déficit hidrico se considera como el estrés abiético mas perjudicial
para la productividad de los cultivos, asi como el mas perjudicial para algunos procesos
fisiolégicos como la fotosintesis (Foolad, 2007; Nankishore & Farrell, 2016). Durante el periodo
al que se somete a la planta a condiciones de sequia, la deshidratacién de las células y tejidos
provoca una disminucion del crecimiento y de la productividad, asi como dafios en algunos
procesos metabdlicos (Figura 3). Cuando las plantas se ven sometidas a este tipo de estrés se
aceleran los procesos de detoxificacidn y reparacidn, entre los que se encuentra alteraciones en



la expresidn de enzimas de busqueda de radicales libres de oxigeno (ROS), genes de
embriogénesis tardia y sintesis de chaperonas, proteinasas y otras proteinas de detoxificacidon
(Krishna et al., 2022; Ors et al., 2021; Rai et al., 2013).

REDUCCION DE LA CALIDAD ALTERACION FENOLOGICA

REDUCCION DEL RENDIMIENTO ALTERACION FOTOSINTETICA

DESEQUILIBRIO EN LA
DISTRIBUCION DE LA MATERIA
SECA

DESARROLLO INADECUADO

REDUCCION DEL CRECIMIENTO

ESTRES OXIDATIVO DE LA PLANTA

INHIBICION DE LA

PERDIDA DE AGUA GERMINACION

DESEQUILIBRIOS OSMOTICOS E IONICOS
CAUSAN LA GENERACION DE ROS,
DISMINUCION EN LA ELONGACION EN
RAIZ/TALLO, DEFICIENCIA NUTRICIONAL

Figura 3: impacto general de estrés por sequia en el crecimiento de las plantas de tomate. Imagen adaptada de
Krishna et al., 2022.

El estrés por salinidad es uno de los estreses que suelen ocurrir en climas aridos y semiaridos y
que reduce de manera significativa el rendimiento de las plantas. Condiciones como bajas
precipitaciones, alta evaporacidon debido al aumento de las temperaturas, riegos con agua
altamente salinizada y una mala gestidn del uso de esta provocan estrés por salinidad en zonas
agricolas. Afecta principalmente a la fisiologia de la planta tanto a nivel general como a nivel
celular debido al estrés osmatico e idnico que sufre. Altas concentraciones salinas en el suelo
pueden afectar de manera negativa a la germinacién de las semillas, crecimiento de las
plantulas, crecimiento vegetativo, floracidon y produccion de frutos, lo que puede llevar a la
reduccion del rendimiento de la calidad y con ello, a la reduccién del rendimiento econémico
(Ors et al., 2021).

Aungue numerosos estudios han demostrado que condiciones de sequia y salinidad afectan
negativamente al cultivo del tomate, se sabe que las respuestas y los umbrales de estrés varian
entre plantas. Es por ello por lo que la respuesta a ambos estreses es compleja y con niveles
variables y especificos para cada planta (Ors et al., 2021; Zhou et al., 2017). Por lo tanto, un
aspecto fundamental para estudiar su efecto es conocer el impacto que produce a las plantas
de la especie o variedad en estudio en funcidn de los niveles de estrés aplicado. Con todo lo
expuesto anteriormente, en el presente trabajo se han planteado los siguientes objetivos.



2. OBIJETIVOS

En nuestro grupo se ha generado a lo largo de los afios diferentes colecciones de lineas T-DNA
de S. lycopersicum, principalmente del cv. Money Maker, asi como de especies relacionadas (S.
pennelli, S. galapaguense y S. pimpinellifolium) con el objetivo de obtener una coleccién de
mutantes afectados en diferentes caracteres. Gracias a esta metodologia se han podido
identificar y clonar mds de 40 genes relacionados con diferentes procesos de la planta como
puede ser: desarrollo vegetativo, desarrollo reproductivo o tolerancia a diferentes tipos de
estrés.

El objetivo principal de este trabajo es la ampliacidn de la coleccién de mutantes mediante la
obtencidn y escrutinio de lineas T-DNA generadas a partir de la transformacién de tomate cv.
Micro-Tom. Ademds, como se pretende identificar mutantes alterados en la tolerancia a
diferentes estreses abidticos como la sequia y la salinidad, en paralelo se van a poner a punto
metodologias que permitan su seleccion.

Para la realizacidén del presente trabajo se han realizado las siguientes etapas:

1. Puesta a punto de métodos de identificacion de mutantes de tomate cv Micro-Tom
afectados en su tolerancia a estreses abioticos (sequia y salinidad)

2. Obtencién de lineas mutantes de tomate cv. Micro-Tom mediante Agrobacterium

tumefaciens.

Identificacion de mutantes de lineas T-DNA de tomate cv. Micro-Tom.

Caracterizacion fenotipica in vitro.

Andlisis del modo de herencia del fenotipo mutante

Determinacion del nimero de insertos de T-DNA con el gen nptll funcional.

No vk~ Ww

Analisis de cosegregacion entre fenotipo mutante e inserto T-DNA.



3. MATERIALY METODOS

3.1 Evaluacion de la produccidon en plantas sometidas a estrés hidrico y estrés

salino

En primer lugar, se intentd establecer las condiciones idoneas para identificar mutantes de
Micro-Tom alterados en su tolerancia a estos niveles de estrés. Dadas las caracteristicas de esta
variedad se planted abordar esta evaluacidn no en etapas iniciales del desarrollo que analicen
Unicamente caracteres del desarrollo vegetativo sino a nivel de produccidn de fruto.

3.1.1 Andlisis del tratamiento idoneo para identificar mutantes de Micro-Tom con
alteraciones en su tolerancia a la salinidad

Se realiz6 un experimento in vivo a partir de semillas de Micro-Tom para evaluar la
concentracién de NaCl en la que se reducia la produccion de frutos de manera significativa. Para
ello las semillas se sometieron previamente a un tratamiento de termoterapia (24 horas en
estufa a 80°C) para evitar el desarrollo de virus. Tras la germinacion de las semillas estas se
cultivaron en macetas con fibra de coco y se comenzaron a regar con la solucidn de fertirrigacién
habitual en tomate. Posteriormente se establecid el uso de 6 concentraciones diferentes de NaCl
para la evaluacion: 0, 25, 50, 100, 150 y 200 mM, que se afiadian a la solucion de fertirrigacion.

El riego con sal se inicid cuando las plantas presentaban dos hojas verdaderas y, a partir de ese
momento, se regaron con las concentraciones correspondientes durante todo el ciclo de cultivo.
Se cultivaron 10 plantas por condicidn. Conforme las plantas producian frutos se iban pesando
de forma individual cuando alcanzaban el estado de rojo maduro.

3.1.2 Andlisis del tratamiento idoneo para identificar mutantes de Micro-Tom con
alteraciones en su tolerancia a la sequia

Las condiciones empleadas en este caso fueron las mismas a excepcién de los tratamientos
estresantes utilizados. En este caso las condiciones fueron:

e D100: condicidon control en la que las plantas se regaban con la dosis dptima de solucién
nutritiva cada 48-72 horas.

e D67: plantas regadas con el 67% la dosis éptima aplicada a D100 cada 48-72 horas.

e D33: plantas regadas con el 33% la dosis dptima aplicada a D100 cada 48-72 horas.

e DO: las plantas se regaban y no se volvian a regar hasta que se observara sintomas
evidentes de decaimiento de las hojas (estos ciclos de riego se producian cada 15-20
dias).

3.2 Material vegetal

La coleccidn de mutantes de tomate S. lycopersicum cv. Micro-Tom se generd mediante
transformacion con Agrobacterium tumefaciens utilizando el vector pD991 cedido por el Dr.
Thomas Jack de la Universidad de Darmouth (Figura 4). Este contiene el gen nptll bajo el control
de un promotor constitutivo, lo que confiere resistencia a la kanamicina a las células portadoras,
y el gen delator uidA bajo control de un promotor minimo. Se denomina como ET debido a sus
siglas en inglés Enhancer Trapping, ya que el gen uidA solo se expresa si el T-DNA se inserta bajo
la influencia de algun intensificador endégeno.
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Figura 4: Mapa genético del pldsmido pD991 utilizado para la transformacion de tomate.

Las plantas obtenidas por transformacién con este vector se denominaron con un cédigo que
incluye: nimeros correlativos, ET por la trampa y MT por la variedad Micro-Tom. Las plantas
obtenidas en primera generacion, es decir, aquellas que habian sido obtenidas a partir de la
transformacién, se denominan TG1. A partir de las plantas TG1 se obtiene por autofecundacién
la descendencia TG2, en la que se pueden encontrar plantas hemicigéticas, homocigodticas o
acigoticas para el inserto de T-DNA. La descendencia de una planta TG2 por autofecundacién se
denomina TG3 y asi sucesivamente. A la numeracion de la linea asignada inicialmente se le iran
afiadiendo numeros precedidos por un guion los cuales identificaran las diferentes
generaciones.

3.3 Técnicas basicas de cultivo in vitro

3.3.1 Esterilizacion de las semillas

Los experimentos de cultivo in vitro se iniciaron mediante la esterilizacion superficial de las
semillas para eliminar cualquier fuente de contaminacién. Para ello se utilizaron series de agua,
las cuales consisten en cuatro botes estériles, uno de ellos vacio y los otros tres con agua
destilada estéril (Figura 5). El bote vacio se llena con una solucién de hipoclorito de sodio al 2%
m/v (lejia comercial al 50%) y unas gotas de Tween20. Las semillas se prepararon en una bolsa
de gasa, la cual se cierra mediante una etiqueta en la que se anota la linea que se esteriliza. Las
semillas se sumergieron durante 30 minutos en la disolucién desinfectante para posteriormente
realizar una serie de 3 lavados en el agua estéril de 5, 10 y 15 minutos respectivamente.
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Figura 5: Esterilizacion de las semillas en cabina. Escala: 1cm.

3.3.2. Pre-germinacion y obtencidon de plantas axénicas

Una vez realizada la esterilizacién de las semillas, se pasan a una placa Petri estéril con discos de
papel de filtro y 9 mL de agua destilada estéril. Estas placas se incubaron a 282C en oscuridad
hasta que emerge la radicula, aproximadamente 2 dias. Tras esto, las semillas germinadas se
sembraron en botes con medio de germinacion (MG) (Tablal). Tras esto, se dejaron creciendo
en la cdmara de cultivo in vitro con intensidad luminica de 45 uE-m2s, fotoperiodo de 16 horas
luz y 8 horas de oscuridad a 25°C. Tras 7 dias de cultivo en fotoperiodo se obtuvieron las
plantulas con un tamafio adecuado para poder realizar el ensayo vitrodev (Figura 6). A partir de
este momento, comienza la evaluacién fenotipica mediante la observacidén del tamafio de la
plantula, el desarrollo de los cotiledones, de las primeras hojas y de la raiz embrionaria.

Para la obtencidn de plantas axénicas se subcultivd el dpice meristematico en medio bdasico
(MB3) (Tabla 1). Los explantes de cotileddn se cultivaron en medio IZ para la evaluacién de la
organogénesis adventicia.

Figura 6: Patrdn de cortes en pldntula de tomate para la obtencion de diferentes explantes. Cortes de cotiledones y
dpices para los experimentos. Escala: 1cm.

3.3.3 Preparacion de medios de cultivo

Los medios de cultivo utilizados para la realizacién del fenotipado de mutantes son los que
muestran en la Tabla 1. Para su preparacién, se mezclaron los componentes correspondientes
en agua destilada Una vez obtenida esta solucion homogénea, se midié el pH y se ajusto,
mediante la adicion de hidroxido de sodio (NaOH) o acido clorhidrico (HCl), hasta un valor de
5,7.

Tras este ajuste, se agregd el agente gelificante. Para este trabajo se utilizé agar bacterioldgico
de Condalab (6,8 g/L). Para aquellos medios que no tuvieran ningin componente termolabil
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(antibidticos u hormonas), se distribuyeron en botes y se autoclavaron a 115°C durante 30
minutos.

Aquellos medios que presentaban componentes termoldbiles como la kanamicina (para medios
como By €) o la zeatina (IZ y €) (Tabla 1), se afiadieron al medio autoclavado en cabina y
posteriormente se distribuyd en placas o botes estériles.

Tabla 1: Nombre y composicion de los medios de cultivo utilizados.

MG MB3 IBAO2 1Z B €
Sales minerales ? MS/2 MS MS MS MS MS
Azicar [g/L] 10,0 30,0 30,0 30,0 20,0 30,0
Inositol [g/L] 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Tiamina-HCI [mg/L] 1 1 1
Vitaminas ® SH SH
Acido Indolacético [mg/L] 0,1 4,0
Acido Indolbutirico [mg/L] 0,2 0,75
Zeatina [mg/L] 1,0 1,0
Kinetina [mg/L] 4,0
Kanamicina [mg/L] 100 100
Agar bacterioldgico (g/L) 6,8 6,8 6,8 6,8 6,8 6,8

3(Murashige & Skoog, 1962) y ®(Shahin, 1985).

3.3.4 Clonacién

Para el mantenimiento y/o multiplicacién del material vegetal del presente trabajo, se realizé la
clonacién de las plantas. Para esto, se subcultivaron explantes con tejido meristematico como
apices o yemas axilares en medio MB3 o IBAO2.

3.4 Transformacion genética

En el presente trabajo se siguio el protocolo de transformacion desarrollado previamente en el
grupo (Atarés et al. 2011), con algunas modificaciones especificas para la variedad Micro-Tom.
A continuacion, se describen los pasos mas importantes de la metodologia.

3.4.1 Obtencion de explantes y precultivo

Se utilizaron los cotiledones de plantulas axénicas como material para la transformacion de
Micro-Tom. Las semillas se esterilizaron, germinaron y se cultivaron en medio de germinacion.
Tras una semana de crecimiento, se cortaron los cotiledones y se utilizaron como explantes para
la transformacidn. Estos explantes se precultivaron en placas Petri de 90 mm de didmetro con
medio I1Z + acetosyringona (AS).

3.4.2 Preparacion de Agrobacterium tumefaciens

Las transformaciones genéticas se realizaron con la cepa pD991 de Agrobacterium tumefaciens
(Figura 4). Para llevar a cabo la transformacion se introdujo un indculo de esta cepa en medio
LB con los antibidticos selectivos. Los matraces se colocaron en un agitador orbital para el
crecimiento de la bacteria. Para la transformacién se distribuyeron varias alicuotas en matraces
con medio fresco para continuar el crecimiento durante 24 horas.

3.4.3 Cocultivo y eliminacidon de Agrobacterium

Los explantes de cotileddn, tras un breve precultivo en medio IZ+AS, se sumergieron durante
cuatro minutos en la suspension de Agrobacterium tumefaciens. Posteriormente, los explantes
se extrajeron con ayuda de una malla sobre un bote (ambos previamente autoclavados) y los
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explantes se volvieron a colocar en el mismo medio mencionado anteriormente con el envés en
contacto con el medio. El cocultivo se mantuvo durante 48 horas en condiciones de oscuridad.
Por ultimo, se realizé el lavado de los explantes en medio liquido con 300 mg/L de cefotaxima
para eliminar Agrobacterium (MB2 + MES).

3.4.4 Regeneracion de plantas transgénicas

Tras el lavado, los explantes se subcultivaron en medio de induccidn de organogénesis al que se
le afadid timentina para evitar el crecimiento de Agrobacterium y kanamicina para impedir el
crecimiento de las células no transformadas (1Z+T+Kan) (Tabla 2). Los explantes se pasaron al
mismo medio hasta que se formaron las primeras yemas a partir de los explantes de cotileddn.
Posteriormente, los callos que presentaban yemas y apices se individualizaron y se pasaron a
medio Z+T+Kan donde se dejaron crecer hasta desarrollar brotes. Los brotes individualizados se
transfirieron a medio de enraizamiento suplementado con kanamicina y cefotaxima (B-Cf). La
formacién de raices en estas condiciones selectivas sirve para confirmar que la planta generada
es transgénica.

Tabla 2: Nombre y composicion de los medios de cultivo utilizados en transformacion.

1Z+AS MB2+MES 1Z+T+Kan Z+T+Kan B-cf

Sales minerales ? MS MS MS MS MS

Aztcar [g/L] 30,0 20 30,0 30,0 20,0

Inositol [g/L] 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

Tiamina-HCI [mg/L] 1 1

Vitaminas ® SH SH SH

Acido Indolacético [mg/L] 0,5 1,0 0,1
Zeatina [mg/L] 1,0 0,75 0,1

Acetosiringona [mg/L] 40

Timentina [mg/L] 300 300

Kanamicina [mg/L] 100 100 100

Cefotaxima [mg/L] 200

Agar bacteriolégico (g/L) 6,8 6,8 6,8 6,8

3(Murashige & Skoog, 1962) y ®(Shahin, 1985)

3.4.5 Determinacion del nivel de ploidia en las plantas regeneradas mediante
citometria de flujo

Se eliminaron las plantas no diploides mediante el andlisis por citometria de flujo. Para ello se
llevd a cabo la cuantificacion del contenido de ADN nuclear de las células seguin el método
descrito por Smulders y colaboradores (1994). Para ello se troced una hoja joven con una cuchilla
en placas Petri de 50 mm de didmetro. Se afiadieron 200 plL de tampdn de extraccidon de nucleos
y 800 uL de DAPI para la tincidon del ADN. Se resuspendié la solucién y se filtrd a través de una
malla de nylon de 50 um. Las soluciones se analizaron en un citémetro de flujo para averiguar el
nivel de ploidia de las plantas regeneradas.

3.5 Cultivo en invernadero

3.5.1 Aclimatacion de plantas para cultivo en invernadero

Cuando las plantas crecidas en condiciones axénicas desarrollaron un sistema radicular
apropiado y un apice que permitiera su clonacidn, se aclimataron para su cultivo en condiciones
de invernadero. Tras la extracciéon de la planta del bote de cultivo, se lavaron las raices
cuidadosamente para la eliminacidn del agar adherido a estas. Posteriormente, se plantaron en

14



macetas de 12 centimetros de didmetro con sustrato hiumedo y se cubrieron con un vaso de
plastico para conservar la humedad y evitar la deshidratacidn de la planta. Una vez se observé
que las plantas se desarrollaban con normalidad en el invernadero, se retiré el vaso para que
siguiera con su crecimiento.

3.5.2 Cultivo en invernadero

Una vez las plantas aclimatadas en el invernadero del IBMCP, se cultivaron con un sistema de
refrigeracion con aire acondicionado que mantenia la temperatura en 25°C e iluminacién
artificial de apoyo con ldmparas de mercurio (400W). El invernadero de Agrénomos donde se
realizaron las evaluaciones de estrés abidtico no disponia de sistema de refrigeracién. Por su
parte, el sustrato utilizado fue una mezcla de turba (Pekkild Professional OPM 525W + perlita en
una proporcion 5:2). Los nutrientes se aportaban mediante fertirrigacidon con solucidn nutritiva
cuyos componentes se encuentran en la Tabla 3, ademads de la aplicacién de tratamientos y
enemigos naturales contra las plagas y enfermedades habituales en estas especies.

Tabla 3: Composicion de la solucion nutritiva utilizada en el riego en los invernaderos del IBMCP.

Nutriente Concentracion Nutriente Concentracion
Ca(NOs),-4H,0 885 mg/L ZnS04-7H;0 9,76 mg/L
KNO; 381 mg/L MnS0,4-H,0 29,95 mg/L
MgS04-7H,0 367,5 mg/L CuSO, 2,23 mg/L
KH2PO4 102 mg/L H;BO; 32,55 mg/L

g Fe (quelato) 34,95 mg/L 1 (NH4)6M070,-4H,0 1,51 mg/L

3.6 Analisis de las lineas mutantes

Para el andlisis de las diferentes lineas de Micro-Tom y la observacién de fenotipos mutante,
tras la germinacion de las semillas en medio MG, se cultivaron los apices de las plantulas en MB3
y los cotiledones se pasaron a medio IZ para la observacién del posible fenotipo mutante. Se
realizd un seguimiento semanal de los explantes y aproximadamente al cabo de 30 dias ya se
pudieron fenotipar de manera fiable si la linea en estudio presentaba o no mutacién. Una vez se
identificd si la linea en estudio podria presentar alguna mutacién, tanto recesiva como
dominante, se subcultivaron las plantas a medio IBAO2 y se utilizé medio € para la observacidn
de la resistencia a kanamicina.

3.6.1 Analisis del modo de herencia del fenotipo mutante

Para la evaluacion del modo de herencia de la mutacién, se analizé la descendencia de las
plantas TGl generadas en el laboratorio. En este contexto se pueden observar varias
situaciones: si la mutacidn fuese dominante, las plantas TG1 presentarian fenotipo mutante y la
descendencia obtenida por autofecundacion (TG2) segregaria % para el fenotipo mutante, en
las cuales estarian aquellas que fuesen homocigotas y hemicigotas, y % para el fenotipo WT, es
decir aquellas que fuesen acigotas. Por el contrario, si la mutacién fuese recesiva, la
descendencia segregaria % para el fenotipo mutantes, es decir, aquellas que fuesen homocigotas
y % para el fenotipo WT, aquellas hemicigotas y acigotas. En este trabajo se utilizaron
principalmente semillas TG2 y, en alguna ocasion, semillas TG3. Se evalué directamente la TG2
por lo que se pudo obtener informacidn acerca de si existia mutacién y si esta era dominante o
recesiva.
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3.6.2 Analisis genético del nimero de inserto T-DNA

La construccidn utilizada para la transformacién, como se ha mencionado anteriormente, estd
formada por el gen nptll que le confiere resistencia a kanamicina a aquellas plantas homocigotas
y hemicigotas para el T-DNA. La evaluacién de la resistencia a este antibidtico se estudié
mediante el cultivo de explantes de hoja en medio € o de dpices meristematicos cultivados en
B. Con esto se observod si la planta era o no resistente a kanamicina segun si los explantes
regeneraban o enraizaban respectivamente.

Con este analisis de resistencia a kanamicina, ademds de la determinacion de si las plantas
portan el inserto o no, sirvié también para saber el niUmero de insertos con el gen nptl/ funcional.
Esto se sabe gracias a las siguientes segregaciones:

e Sihay uninserto T-DNA, la segregacion sera 3 Kan®: 1 Kan®.
e Sihay dosinsertos T-DNA, la segregacion serd 15 Kan®: 1 Kan®.
e Sihay tres insertos T-DNA, la segregacion serd 63 Kan®: 1 Kan®.

3.6.3 Analisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo mutante

Este analisis se realizd para establecer si el fenotipo mutante observado estaba asociado a la
presencia del inserto T-DNA. Para ello se observé la segregacion del fenotipo y la resistencia a
la kanamicina de las poblaciones segregantes (TG2 en este caso). Si hubiera cosegregacion
podria realizarse la clonacién del gen mediante Anchor-PCR.

Para descartar que existe cosegregacién solo se tuvo que obtener un mutante sensible al
antibidtico, ya que esto indicaria la ausencia del inserto y que la mutacién se pudo obtener por
variacion somaclonal. En el caso en el que se quisiera saber cual es el gen causante de la
mutacion, deberia recurrirse a técnicas como el mapeo por secuenciacion (NGS).

3.6.4 Test x2

Se realizé una prueba ¥? para el anélisis de los datos. Se aceptd la hipdtesis de que los datos
seguian una segregacion de tipo mendeliana con una probabilidad de error del 5%. La prueba x?
se aplico para los datos de: modo de herencia del fenotipo y para el analisis del nimero de
insertos T-DNA.
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4. RESULTADOS

A continuacién, se muestran los resultados obtenidos de la evaluacién de la produccidon de las
plantas sometidas a diferentes estreses. También se muestran los resultados obtenidos a partir
de la transformacion genética realizada, el cribado realizado y la caracterizacion fenotipica de
los mutantes identificados.

4.1. Evaluacion de la produccion en plantas sometidas a estrés hidrico y estrés
salino

Como se ha comentado anteriormente el experimento in vivo se inicid cuando las plantas
poseian dos hojas verdaderas ya desarrolladas. Estas plantas se regaron con las diferentes
concentraciones salinas, hasta el final de su ciclo de cultivo, para la evaluacion de la
concentracién de sal que reduce la produccién de la planta de manera significativa.

En la Figura 7 se observa el desarrollo de las plantas a lo largo de los aproximadamente tres
meses en las que se mantuvieron con el riego salino.

Figura 7: Desarrollo a lo largo de 73 dias de plantas in vivo de Micro-Tom regadas con diferentes
concentraciones de NaCl. En orden ascendente: 0, 25, 50, 100, 150, 200 mM.
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Todas las plantas presentaron un desarrollo similar al principio. A las 4 semanas las diferencias
en el desarrollo vegetativo eran evidentes, aunque en todas las condiciones se produjeron
flores. En el dia 44 se observaron los primeros frutos en las plantas sometidas a niveles de estrés
moderado. A medio y largo plazo, como era de esperar, a medida que aumentaba la
concentracién de salinidad la planta veia mas afectado su desarrollo llegando a colapsar en las
concentraciones mas elevadas de sal a partir de la novena semana de cultivo.

Por otra parte, se observé que las concentraciones de sal moderadas presentaron un desarrollo
bastante similar al de las plantas testigo (0 mM), aunque en la planta sometida a una
concentraciéon de 50 mM ya se observé algo menos de desarrollo, sobre todo al final del
tratamiento. Tras esto, se recolectaron los frutos y se contabilizaron para establecer la
produccién de cada uno de los tratamientos (Tabla 4).

Tabla4 : Numero total de frutos por planta para cada tratamiento salino y en total para cada uno de los tratamientos.

Numero 3 Numero de
Numero
de plantas de frutos frutos por
analizadas planta

0mM 7 227 32,4
25 mM 6 124 20,7
50 mM 6 90 15,0
100 mM 6 24 6,0
150 mM 6 3 2,0
200 mM 6 1 0,2

De las plantas cultivadas se descartaron aquellas que en el momento inicial del tratamiento no
presentaron un fenotipo homogéneo. La disminucién en el nimero de frutos cuajados por
planta sufrié un descenso conforme el tratamiento estresante aumentaba. La condicién que
reducia a la mitad esta variable era la de 50 mM de NaCl.

Ademas, se realizé el pesaje de cada uno de los frutos de las diferentes plantas por cada
tratamiento (Tabla 5).

Tabla5 : Peso promedio de los frutos de cada planta y peso promedio de frutos por tratamiento.

[Nacl] 0mM 25mM  50mM 100 mM 150 mM 200 mM

Peso promedio de frutos (g) 2,82 1,68 1,77 0,66 0,26 0,35

De nuevo, con el incremento de la concentracidn salina se redujo el peso promedio de los frutos.
En la concentracion de 50 mM de NaCl, es donde se produjo una disminucién cercana a la mitad
del peso promedio de los frutos obtenidos sin estrés salino.

Como medida complementaria a las anteriores se analizd el nimero de semillas obtenidas de
los frutos contabilizados y pesados previamente (Tabla 6).
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Tabla6 : Numero de semillas obtenidas en total por cada tratamiento de riego con diferentes concentraciones de
salinidad.

[Nacl] 0omM 25 mM 50 mM 100 mM 150 mM 200 mM

N2 de semillas 850 200 150 20 0 0

Existe una reduccion en el nimero de semillas considerable entre los tratamientos de 50 mM vy
el de 100 mM de NaCl (Tabla 6). En nuestras condiciones, con concentraciones superiores a 100
mM las plantas eran incapaces de producir semillas (Figura 8).

Figura 8: corte longitudinal de los frutos obtenidos de los diferentes tratamientos de riego con diferentes
concentraciones de NaCl. Escala: 1cm.

Por lo tanto, con todos estos resultados podemos establecer que la concentracién idénea de sal
para realizar experimentos en condiciones de estrés salino con Micro-Tom y reducir la
produccién de forma significativa sin que se vea muy afectado el desarrollo vegetativo es de 50
mM de NacCl.

Por otra parte, no se ha podido alcanzar ningun resultado destacable respecto a la produccion
de frutos en condiciones de estrés hidrico ya que las plantas cultivadas en el invernadero no
produjeron una cantidad de frutos normal, ni siquiera, en condiciones de ausencia de sequia.
Aungue inicialmente el experimento parecia ir bien y las plantas vegetaban perfectamente, las
condiciones extremas de temperatura que se dieron al principio de este verano y la
imposibilidad de contrarrestarlas hicieron que las plantas se marchitaran antes de producir
frutos. Aun asi, inicialmente se observé un mejor comportamiento de las plantas en condiciones
de reduccién de dosis de riego (D33 y D67) en lugar del establecimiento de ciclo de ausencia de
riego prolongado (DO). El problema con este segundo tipo de tratamiento es la variabilidad de
respuesta que muestran las plantas tratadas (algunas estan practicamente marchitas mientras
que otras apenas tienen sintomas de pérdida de turgencia) lo que dificulta el momento de
aplicacion del riego. Se va a preparar un nuevo experimento para llegar a alcanzar un resultado
similar al obtenido con salinidad y que nos permita conocer las condiciones iddéneas para
detectar lineas alteradas en la tolerancia al estrés hidrico a nivel de produccién de frutos de
Micro-Tom.
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4.2 Transformacion genética

A lo largo de la estancia en el laboratorio se realizaron cuatro transformaciones diferentes. A
continuacién, se muestran los resultados de la eficiencia de las transformaciones por separado
(Tabla 7) donde se especifica el nUmero de explantes a los que se les realizé la transformacion,
asi como el nimero de brotes que presentaron resistencia a la kanamicina y fueron diploides.

Tabla 7: Eficiencia de las diferentes transformaciones de los explantes de Micro-Tom.

Numero Explantes Brotes Brotes ?(;o:t: Eficiencia de
explantes organogénicos KanR  Kan$S vy 2n transformacion
Transformacion 1 205 48 21 25 14 6,83%
Transformacion 2 100 33 7 25 4 4%
Transformacion 3 166 83 17 50 11 6,63%
Transformacion 4 60 43 6 37 3 5%
TOTAL 546 207 51 137 32 6,03%

Como se observa en la tabla anterior, se muestra la eficiencia de las diferentes transformaciones
realizadas, las cuales oscilan entre el 6,83% y el 4%. También se muestra el numero de explantes
organogénicos en medio con kanamicina. De la mayoria de estos explantes se obtuvieron brotes,
pero muchos de ellos fueron sensibles a la kanamicina, es decir, escapes. Posteriormente se
analizé el nivel de ploidia de los brotes Kan R para quedarnos Unicamente con los diploides. Por
lo tanto, la eficiencia de la transformacion en tomate, en este caso con Solanum lycopersicum
cv. Micro-Tom en el presente estudio, fue del 6,03%.

4.3 Analisis de lineas mutantes

Tras la aclimatacién de estas plantas TGl y la obtencién de las descendencias por
autofecundacién TG2, en el presente trabajo se ha hecho el cribado de 31 lineas transgénicas
de la variedad Micro-Tom, las cuales no se habian evaluado previamente. Para ello se
germinaban cerca de treinta semillas de cada genotipo tras su esterilizacion. Una vez se obtenian
las plantulas se llevaba a cabo el cultivo de los explantes de cotileddn por una parte y los de
apice meristematico por otra. Por todo ello en esta parte del trabajo se han manejado cerca de
900 semillas y 2.700 explantes. De las lineas probadas se obtuvieron un total de 3 mutantes, por
lo que la probabilidad de encontrar mutaciones en Micro-Tom con este abordaje estd alrededor
del 10,3%.

A continuacidn, se detalla la caracterizacion inicial de estos mutantes.

4.3.1 Mutante 91 ETMT

La mutacidn en esta linea se detectd in vitro en plantas axénicas a los 30 dias de cultivo. El
caracter principal fue la ausencia de desarrollo de raices adventicias y un menor crecimiento de
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la parte aérea. En algunas ocasiones las plantas etiquetadas como mutantes desarrollaron
raices, pero presentaban ausencia de raices secundarias (Figura 9).

Figura 9: Fenotipo de planta axénica WT y M de la linea 91 ETMT en medio MB3 a los 30 dias. Escalas: 1 cm

Tras la observacién del fenotipo descrito anteriormente, se subcultivaron las plantas a medio
IBAO2 para observar su crecimiento con una aportacion exdgena de auxinas que suele favorecer
el enraizamiento. En este paso, se realizaron mediciones del nimero, longitud y peso de las
raices que producian tanto el WT como el mutante para poder cuantificar las diferencias entre
ambas (Figura 10).
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Peso fresco raices

ol

Figura 10: Media de peso fresco de las raices adventicias, longitud y numero de raices de WTy M de la linea 91
ETMT con su error tipico.

Las raices de las plantas mutantes presentaron un peso medio y una longitud cinco veces inferior
al de las plantas WT. En cuanto al nimero de raices las plantas WT produjeron un nimero de
raices algo inferior al que presentaron las plantas mutantes

Se realizé una prueba t-Student para observar si los resultados, tanto de peso fresco (p=0,016),
longitud de las raices (p=0,04) y numero total de estas (p=0,256) presentaban diferencias
significativas. En este caso, las dos primeras variables eran claramente significativas mientras
que en el nimero de raices formadas los dos genotipos se comportaron de forma similar (Tabla
8).

Tabla 8: valor de t y p-valor obtenidos para cada una de las condiciones

Peso fresco raices Longitud raices Numero de raices
Valor T 2,419 1,94 -0,703
p-valor 0,016 0,04 0,256

Cabe destacar, por otro lado, que no se observé desarrollo de raices secundarias en las plantas
mutantes mientras que en los testigos estaban presentes a lo largo de todas las raices primarias
(Figura 11).
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Figura 11: Detalle de raices adventicias WT y M de la linea 91 ETMT. Escala: 1cm.

Se realizé el seguimiento del fenotipo in vitro a lo largo de los dias y se observé la falta de
crecimiento, tanto de la parte aérea como de las raices de las plantas mutantes, asi como la
posterior necrosis y muerte pasados aproximadamente 42 dias (Figura 12).
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21 dias 36 dias 42 dias

Figura 12: Fenotipo de planta axénica WT y M a diferentes tiempos de la linea 91 ETMT en medio IBAO2. Escala: 1cm

Para el estudio de la formacion de callo desorganizado, asi como de la formacion de brotes
adventicios, se pusieron explantes de cotiledén de todas las plantulas TG2 en medio IZ para
comprobar la regeneracion. A los 7 dias de estar en este medio, se observé cémo los explantes
de las plantulas mutantes comenzaban a necrosarse hasta finalmente morir (Figura 13).
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Figura 13: Proceso de regeneracion adventicia en explantes de cotiledones WT y M a los 30 dias en medio I1Z de la
linea 91 ETMT. Escala: 1 cm.

Cuando las plantas en medio IBA02 tuvieron un crecimiento suficiente, se cultivaron explantes
de hoja en medio IZ para ver si se reiteraba el fenotipo observado en cotileddn (Figura 14). Se
observé el mismo fenotipo que con los cotiledones.

Figura 14: Proceso de regeneracion adventicia en explantes de hoja WT y M de la linea 91 ETMT en medio IZ a los 7
dias. Escala: 1 cm
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Ademas, se aclimataron plantas TG2 WT para la obtencién de descendencia TG3 que sera util
para poder estudiar mejor la segregacion de la mutacién. El desarrollo de la planta fue normal,
con la aparicién de flores y frutos y con un buen desarrollo foliar (Figura 15).

20 dias 35 dias

Figura 15: Desarrollo in vivo de planta TG2 WT aclimatada de la linea 91 ETMT. Escala: 1 cm.

Modo de herencia de la mutacién
Se han analizado un total de 16 plantas TG2. En la Tabla 9 se puede observar que la segregacién
se ajusta a una mutacion monogénica recesiva (herencia 3 WT: 1M).

Tabla 9: Andlisis del modo de herencia de la mutacion de la linea 91 ETMT.

91 ETMT Segregacion WT M Total X2
Observados 11 5
Experimento 1 16 0,33
Esperados (3:1) 12 4

Anadlisis genético del nimero de insertos T-DNA

Para el andlisis del nimero de insertos se evalud la resistencia a kanamicina de los diferentes
explantes de hoja en medio €. Los datos se ajustan para un inserto npt/l funcinal (3 Kan®: 1 Kan®)
con 2 de 0,33 (Tabla 10).

Tabla 10: Andlisis genético del nimero de insertos T-DNA con el gen nptll en la linea 91 ETMT.

91 ETMT Segregacion KanR Kan$ Total x>
Observados 13 3
Experimento 1 16 0,33
Esperados (3:1) 12 4

Anadlisis de la cosegregacion del inserto T-DNA con el fenotipo mutante.

Para el analisis de la cosegregacion se evalué si habia plantas mutantes sensibles a kanamicina.
Se observd un Unico mutante sensible a la kanamicina, por lo que nos indica que no habia
cosegregacion entre el fenotipo mutante y el inserto de T-DNA. (Tabla 11).
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Tabla 11: Andlisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo mutante de la linea 91 ETMT.

WT M
91 ETMT Total
Kan Kan Kan Kan

TG2 9 2 4 1 16

Sin embargo, debido a la naturaleza del fenotipo, se debe aumentar la poblacién estudiada y
corroborar la ausencia de cosegregacion analizando la descendencia de plantas WT sensibles a
kanamicina. Estas tareas estan previstas que se realicen en breve para confirmar la ausencia de
cosegregacion entre un inserto de T-DNA y el fenotipo mutante.

En los casos en los que no existe cosegregacién, se pueden realizar una serie de PCR’s para
analizar si existen insertos parciales de T-DNA o insertos del cuerpo del vector que estén
causando la mutacién observada. En el caso de que no sea asi, deberian realizarse cruces con S.
pimpinellifolium para, tras obtener plantas F2 e identificar plantas WT y M en esa poblacién,
poder identificar el gen afectado responsable de la mutacién mediante mapeo por
secuenciacion.

4.3.2 Mutante 115 ETMT
Se observo un fenotipo alterado ya en plantulas cultivadas en medio MG a los 7 dias de la
germinacion ya que presentaba poco desarrollo en raiz y cotiledones (Figura 16).

Figura 16: Fenotipo de pldntulas a los 7 dias en MG de la linea 115 ETMT. Escala 1cm.

Tras la deteccidn, los apices meristematicos de las plantulas se pasaron a medio MB3 vy los
cotiledones a medio de regeneracion IZ. En estas condiciones se observé que algunas plantas
tardaban mas en desarrollar las raices adventicias (Figura 17).
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20 dias

24 dias

Figura 17: Fenotipo de planta axénica a diferentes tiempos de crecimiento de la linea 115 ETMT en MB3. Escala: 1cm

Tras el paso a medio IBAO2, se observé que todas las plantas normalizaban su desarrollo (Figura
18).

Figura 18: Fenotipo de planta axénica a diferentes tiempos de crecimiento de la linea 115 ETMT en medio IBAO2.
Escala: 1cm.
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Al repetir el experimento con nuevas plantas TG2 y cultivar los apices en medio MB3 no se
detectaron plantas con el enraizamiento diferente al de un WT. Por tanto, se descartd el
enraizamiento como caracter alterado en esta linea T-DNA.

Por otro lado, como se ha comentado anteriormente, se comprobé la capacidad organogénica
de los cotiledones en medio IZ. Se observd formacion de callo desorganizado y brotes
adventicios en casi todos los explantes excepto en algunos que fueron marcados como
mutantes. Estos explantes presentaban cierta decoloracién, asi como falta de regeneracion
(Figura 19).

15 dias 24 dias

Figura 19: Cotiledones del mutante 115 ETMT en medio IZ. Escala: 1cm.

La caracterizacién in vivo del mutante 115 ETMT no se ha podido realizar de momento ya que
las plantas aclimatadas no se adaptaron bien a las condiciones del invernadero y no pudieron
desarrollarse normalmente.

Modo de herencia de la mutacion.
Con ambos experimentos del andlisis de la TG2 del mutante 115 ETMT se pudo determinar el
modo de herencia de la misma (Tabla 12).

Tabla 12: Andlisis del modo de herencia de la mutacion de la linea 115 ETMT.

115 ETMT Segregacion WT M Total x>
Experimento 1 Esop:iae;\;asd(gfl) 12 Z 24 0,22
Experimento 2 Esop:i:crj\éa;d(gfl) 11375 4?5 18 3,83

Datos Acumulados” Esop:i:;\ézd(gfl) 331?5 135 42 2,57

* Andlisis X2 de homogeneidad (X2H = 1,28) indica que las muestras son homogéneas.

En el primer experimento de fenotipado realizado, germinaron un total de 24 plantas, entre las
cuales se encontraron 5 con fenotipo mutante, es decir, que los cotiledones no mostraban
regeneracion en medio 1Z. Con estos datos, podemos observar que se ajusta a la X2y que, por
lo tanto, nos encontramos ante una mutacién de tipo monogénico recesiva (con herencia 3 WT:
1M).
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Para el segundo experimento se obtuvieron un total de 18 plantas en las que solamente 1
mostré fenotipo mutante. En este caso, como en el anterior, la X? también se ajusté a una
segregacion monogénica recesiva.

Con todo esto, los resultados de la X? de los datos acumulados, también se ajustan a una
segregacion del tipo 3 WT: 1M, por lo que nos encontramos ante una mutacién monogénica
recesiva.

Anadlisis genético del nimero de insertos T-DNA

Para el andlisis del nimero de insertos se evalud la resistencia a kanamicina de los diferentes
explantes de hoja en medio €. Los resultados muestran que el primer experimento no se ajusta
a un inserto de T-DNA, mientras que el segundo si (Tabla 13). Aunque los datos no son
homogéneos, la x> de los datos acumulados si que se ajusta a que solo exista un inserto en este
mutante.

Tabla 13: Andlisis genético del nimero de insertos T-DNA con el gen nptll en la linea 115 ETMT.

115 ETMT Segregacion KanR KanS Total X2
Observados 23 1
Experimento 1 24 5,56
Esperados (3:1) 18 6
Observados 12 6
Experimento 2 18 0,67
Esperados (3:1) 13,5 4,5
X Observados 35 7
Datos Acumulados 42 1,56
Esperados (3:1) 31,5 10,5

* Andlisis X2 de homogeneidad (X?H = 4,67) indica que las muestras no son homogéneas.

Por lo tanto, con los datos obtenidos se piensa que la linea 115 ETMT era portadora de un inserto
T-DNA con el gen nptll funcional.

Analisis de la cosegregacion del inserto T-DNA con el fenotipo mutante.

Para el andlisis de la cosegregacion se evalud si habia plantas mutantes sensibles. Se observé un
Unico mutante sensible a la kanamicina, por lo que nos indica que no habia cosegregacion entre
el fenotipo mutante y el inserto de T-DNA (Tabla 14).

Tabla 14: Andlisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo mutante de la linea 115-ETMT.

WT M
115 ETMT Total
Kan Kan Kan Kan

TG2 31 5 5 1 42

Tal y como se ha mencionado anteriormente, se pueden realizar una serie de PCR’s para analizar
si existen insertos parciales de T-DNA o insertos del cuerpo del vector que estén causando la
mutacion observada. En el caso de que no sea asi, deberian realizarse cruces con S.
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pimpinellifolium para, tras obtener plantas F2 e identificar plantas WT y M en esa poblacion,
poder identificar el gen afectado responsable de la mutacién mediante mapeo por
secuenciacion.

4.3.3 Mutante 76 ETMT
La mutacidn se detecté en planta axénica cultivada en medio MB3 al desarrollar estas una raiz
gruesa y, en muchos casos, con ausencia de raices secundarias a los 30 dias (Figura 20).

Figura 20: Planta axénica WT y mutante de la linea 76 ETMT en medio MB3. Escala: 1cm.

Pese a esta diferencia en la raiz, no se detectd ninguna diferencia en el fenotipo en cuanto a la
parte aérea de la planta. Las plantas que presentaban este fenotipo se etiquetaron como
mutantes y se pasaron a medio IBA02, en el que se vio una repeticion del fenotipo tras 20 dias
de cultivo en este medio (Figura 21).

Figura 21: Fenotipo de la raiz adventicia de la linea 76 ETMT cultivado en IBAO2 durante 20 dias. Escala: 1cm

Tras esto, se clonaron todas las plantas de manera reiterada en el mismo medio para corroborar
el fenotipo de estas. Excepto en dos plantas cuyo fenotipo no estuvo claro en uno de los
subcultivos, el fenotipo mutante se mantuvo a lo largo del tiempo y de los subcultivos.
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En cuanto a la capacidad organogénica de esta linea mutante, no se detectd ninguna diferencia
entre las plantas etiquetadas como WT y como M. Ambas llevaron un desarrollo similar del callo
desorganizado, asi como del desarrollo de brotes adventicios de explantes de cotileddn en
medio IZ.

Por ultimo, se aclimataron plantas mutantes para obtener descendencia y poder realizar el
estudio de la TG3 de la presente linea mutante. Se observé un buen desarrollo de la parte aérea,
asi como el crecimiento de flores y frutos similares a las del WT (Figura 22).

Figura 22: Desarrollo in vivo de la linea 76 ETMT de una planta Mutante. Escala: 1cm.

Modo de herencia de la mutacion.
Con ambos experimentos del analisis de la TG2 del mutante 76 ETMT se pudo determinar el
modo de herencia de la mutacion en estudio (Tabla 15).

Tabla 15: Andlisis del modo de herencia de la mutacion de la linea 76 ETMT.

76 ETMT Segregacion WT M Total X2
Observados 6 6
Experimento 1 12 4,00
Esperados (3:1) 9 3
Observados 9 4
Experimento 2 13 0,23
Esperados (3:1) 9,75 3,25
X Observados 15 10
Datos Acumulados 25 3,00
Esperados (3:1) 18,75 6,25

* Andlisis X2 de homogeneidad (X2H = 1,23) indica que las muestras son homogéneas.
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Tal y como observamos con los resultados obtenidos de ambos experimentos, podemos decir
gue nos encontramos ante una mutacién de naturaleza monogénica recesiva. Podemos
observar en el primer experimento que la x? no se ajusta a este tipo de segregacidn. Esto pudo
deberse al nimero reducido de plantas en el experimento (un total de 12). Es por ello por lo que
se repitid el experimento, ademds de para aumentar el nimero de plantas en el mismo, para
poder obtener resultados con consistencia. Como se observa en los resultados de la x? tanto del
experimento 2 como de los datos acumulados, ambos presentan valores menores a 3,84.
Ademas, los datos de ambas muestras son homogéneos, por lo que podemos decir que nos
encontramos ante una mutacidn monogénica recesiva.

Analisis genético del nimero de insertos T-DNA.
Para el andlisis del nUmero de insertos se evalud la resistencia a la kanamicina de explantes de
hoja en medio € (Tabla 16).

Tabla 16: Andlisis genético del nimero de insertos T-DNA con el gen nptll en la linea 76 ETMT.

76 ETMT Segregacion KanR KanS Total X2
Observados 7 5
Experimento 1 12 1,78
Esperados (3:1) 9 1
Observados 9 4
Experimento 2 13 0,23
Esperados (3:1) 9,75 3,25
X Observados 16 9
Datos Acumulados 25 1,61
Esperados (3:1) 18,75 6,25

* Andlisis X2 de homogeneidad (X2H = 0,40) indica que las muestras son homogéneas.

Como se observa en la tabla anterior, los datos de ambos experimentos, asi como los datos
acumulados se ajustan a la x%, siendo estas, menores al valor 3,84. Ademas los datos también
indican que las muestras son homogéneas. Por lo tanto, con los datos obtenidos se comprobd
que la linea 76 ETMT era portadora de un inserto T-DNA con el gen nptll funcional.

Anilisis de la cosegregacion del inserto T-DNA con el fenotipo mutante.

Para el analisis de la cosegregacién se evalud si habia plantas mutantes sensibles, es decir,
plantas que presentaban la mutacién pero que eran sensibles a la kanamicina. Se observaron 5
plantas mutantes sensible a la kanamicina, por lo que no habia cosegregacidn entre el fenotipo
mutante y el inserto de T-DNA (Tabla 17).

Tabla 17: Andlisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo mutante de la linea 76-ETMT.

WT M
76 ETMT Total
Kan Kan Kan Kan

TG2 11 4 5 5 25
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Como ya se ha comentado anteriormente, en los casos en los que no existe cosegregacion, se
pueden realizar una serie de PCR’s para analizar si existen insertos parciales de T-DNA o insertos
del cuerpo del vector que estén causando la mutacidn observada. En el caso de que no sea asi,
deberian realizarse cruces con S. pimpinellifolium para, tras obtener plantas F2 e identificar
plantas WT y M en esa poblacion, poder identificar el gen afectado responsable de la mutacién
mediante mapeo por secuenciacion.
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5. DISCUSION

5.1 Evaluacion de la concentracion optima de sal para estudios de la produccion

de plantas sometidas a estrés salino

La salinidad es uno de los estreses abidticos que afecta en gran medida al crecimiento y
desarrollo de los cultivos de interés econémico, siendo uno de ellos el tomate, y que por lo tanto
constituye una amenaza para la agricultura. Uno de los problemas que presenta la evaluacion
de estos estreses es que en ocasiones se realiza en sistemas bioldgicos muy distantes a una
planta de interés agrondmico. Esto puede dificultar la aplicabilidad de los resultados. Por
ejemplo, es habitual que estos caracteres se analicen en especies modelo o de forma que sea
rapido y econdmico detectar posibles alteraciones en los niveles de tolerancia. La variedad
Micro-Tom nos permite aplicar tratamientos estresantes a plantas de tomate hasta el final del
ciclo productivo y poder analizar su influencia en los caracteres de relevancia agronémica:
numero de frutos, peso de frutos, ...

En este estudio se ha realizado la evaluacion de la tolerancia a la salinidad y a la sequia de la
forma mas parecida a como sufre unas plantas estos estreses en el campo. Ademas, se ha
buscado aquellas condiciones de cultivo en las que la planta perdiera produccién y resultara
danada, pero que siguiera teniendo capacidad de crecimiento. De esta forma seria posible
identificar tanto lineas con mayor como con menor tolerancia a la salinidad entre, en nuestro
caso, lineas T-DNA de tomate. Tras la realizacién de diferentes pruebas a diferentes
concentraciones de NaCl, se ha establecido que la concentracion éptima de sal para someter las
plantas de Micro-Tom a un estrés salino es de 50 mM de NaCl, ya que se ha visto que el nimero
de semillas obtenido es suficiente como para tener descendencia y que el porte, el peso y el
numero de los frutos obtenido se reduce considerablemente con respecto al control, pero
obteniendo buenos resultados.

En algunos estudios se ha observado que las plantas de Micro-Tom pueden resistir a altas
concentraciones de NaCl, adaptandose la planta a este estrés reduciendo el area foliar y
reduciendo la pérdida de agua por los estomas, asi como la reduccion del tamafio y numero de
frutos conforme aumenta la concentracion salina (Bacha et al., 2017; Hoffmann et al., 2021;
Smith et al., 1992). La mayoria de estos estudios prueban que las concentraciones entre 50 y
100 mM de NaCl son las que aportan mas informacidn acerca de los cambios morfoldgicos de
las plantas sometidas a este estrés (Bacha et al., 2017). Esto nos aporta bastante informacién ya
que en nuestro estudio elegimos la concentracion de 50 mM en la que se observan estos
cambios morfoldgicos, pero nos permite la obtencién de suficiente descendencia y produccion
para estudios posteriores.

La evaluacién de la concentracion dptima de sal para la realizacidén de estudios posteriores de
estrés salino puede darnos numerosas respuestas acerca de los genes que pueden estar
implicados en la resistencia a salinidad ya que se conocen numerosas respuestas morfolégicas y
celulares a este estrés, pero no se ha llegado a dilucidar genes que puedan aportar resistencia a
este factor tan importante en los cultivos (Bai et al., 2018). A partir de los resultados de este
trabajo, pueden realizarse experimentos de evaluacién de tolerancia a estrés salino para Micro-
Tom con las lineas creadas por mutagénesis insercional para poder observar si alguna de ellas
presenta una mayor resistencia a este estrés que nos permita entender de una manera mas
profunda las respuestas de esta planta a la salinidad. Por ultimo, vistas las ventajas de este tipo
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de evaluacién, esperamos en breve volver a repetir el experimento andlogo para estrés hidrico
para poder utilizarlo con las nuevas lineas T-DNA obtenidas.

5.2 Obtencidn de lineas T-DNA de Micro-Tom

El tomate es una especie con gran importancia a nivel econémico, cientifico y nutricional. Los
avances en la investigacidn y en la biotecnologia han permitido que se pueda profundizar en
mayor medida en el conocimiento de estos organismos, desarrollando asi unos programas de
mejora mucho mas efectivos y en menor tiempo. Una de las técnicas mas prometedoras dentro
de este ambito es la mutagénesis insercional, la cual ha facilitado la identificacién de genes
esenciales para el desarrollo de las plantas y su interaccién con el entorno. Debido a estas
técnicas, se dispone hoy de colecciones extensas de mutantes que son analizadas para
proporcionar informacion valiosa dentro del ambito de la gendmica funcional.

En nuestro grupo se llevé a cabo un programa de mutagénesis insercional con T-DNA para
generar una coleccién de mutantes de tomate (Solanum lycopersicum cv Micro-Tom), ademas,
en el presente trabajo se realizaron seguidas transformaciones para poder aumentar esta
coleccién para la posterior identificacidn de lineas mutantes que nos permitan la caracterizacion
de diferentes genes. En este caso, se ha obtenido una eficiencia de transformacion del 6%, lo
gue ha permitido aumentar la coleccién en un total de 32 mutantes, pasando de tener 130 lineas
a tener un total de 162 lineas mutantes.

Por una parte, cabe destacar que se obtuvo una baja germinacién de las semillas de Micro-Tom
puestas en medio MG y que, por lo tanto, no se ha trabajado con el volumen de explantes de
cotileddn que estaba establecido. Esta baja eficiencia de la germinacién puede ser causada por
la edad que tenian las semillas (cosechadas del 2020), y que esto haya podido también influir en
la transformacién de estas. Independientemente de este problema, el método de
transformacidn que se esta utilizando actualmente para Micro-Tom se estd intentando mejorar
para que produzca eficacias similares a las que se alcanzan con otras variedades de tomate como
Money Maker. El cambio de medio de regeneracién y el ajuste de la edad de las plantulas de las
que se extraen los cotiledones son dos aspectos en los que se esta trabajando para mejorar estos
resultados.

Por otra parte, en estudios como el de Chetty y colaboradores (2013), vieron que diferentes
cepas de Agrobacterium tumefacines presentaban diferentes eficiencias en la transformacion
de explantes de Micro-Tom, ya que obtuvieron una eficiencia del 65% con la cepa GV3101, un
40% con la cepa EHA105 (40%), y un 15% con la cepa MP90 todas ellas con un inserto que
presentaba el gen de resistencia a nptll. Otros estudios muestran que la utilizacidn de la misma
cepa hace variar la eficiencia, ya que en el estudio de Cruz-Mendivil y colaboradores (2011), la
utilizacion de la cepa EHA105, dio una eficiencia de alrededor del 20%. En nuestro caso hemos
utilizado la cepa LBA 4404 siendo una de las mas utilizadas para la transformaciéon en tomate.
En estudios como el de Rao (2010) se muestra una eficiencia muy baja de transformacién en
Micro-Tom, con un porcentaje del 14% con esta cepa. Otro estudio en el que se evalua la
eficiencia de esta cepa es en el de Park y colaboradores (2003), donde obtuvieron una eficiencia
similar a la del estudio previamente mencionado. Otra alternativa para mejorar estos resultados
podria ser la utilizacidon de otra cepa diferente a la que ha funcionado bien en otras variedades
de tomate.
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5.3 Andlisis de lineas mutantes.

En un programa de mutagénesis, el primer paso es identificar las lineas que muestran cambios
o alteraciones. Si el objetivo es investigar modificaciones en el desarrollo vegetativo, el cultivo
in vitro ofrece diversas ventajas significativas. Por ejemplo, esta técnica permite estudiar un
mayor numero de plantas en un espacio reducido, lo que resulta en un fenotipado mas eficiente.
Ademas, el cultivo in vitro proporciona control total sobre las condiciones ambientales, como la
iluminacion, temperatura, humedad, disponibilidad de agua y nutrientes, entre otros. Al tener
un control preciso, se evita la presencia de estreses bidticos, como plagas y enfermedades, que
podrian alterar el aspecto y comportamiento de las plantas bajo estudio. Otra ventaja es que se
pueden analizar tanto la raiz embrionaria en plantulas como el sistema radicular adventicio en
plantas axénicas, lo que amplia las posibilidades de estudio. Asimismo, permite evaluar la
capacidad de regeneracidn adventicia y de enraizamiento en diferentes tipos de explantes. Por
otro lado, facilita el analisis del nimero de insertos, posibilita la determinacién del modo de
herencia y de la cosegregacion del fenotipo mutante con un inserto de T-DNA.

De las 31 lineas que se estudiaron, se identificaron tres mutantes, lo que resulta en un 10,6% de
eficacia. Este valor no difiere del nimero de mutantes que hemos identificado en Money Maker
donde ya se han evaluado muchas mas lineas T-DNA en el contexto de otros proyectos. En los
tres casos se han dado mutaciones recesivas y un unico inserto de T-DNA con el gen nptll
funcional. De las tres lineas que resultaron ser mutantes, ninguna de ellas presentd
cosegregacion de un inserto con el gen nptll funcional y el fenotipo mutante, ya que en todos
ellos se han observado plantas mutantes sensibles a la kanamicina. Lo que nos quiere decir esto
es que el fenotipo no se debe a un inserto de T-DNA, sino que puede ser que sea debido a la
variacion somaclonal (Pérez-Martin et al., 2017). De nuevo, estos resultados son coherentes con
lo observado en Money Maker donde la mayor parte de las mutaciones son monogénicas
recesivas, mas del 60% de las lineas transgénicas presentan un Unico inserto de T-DNA y menos
del 15% de las lineas en las que se ha observado un fenotipo mutante presentan una naturaleza
insercional.

Cabe destacar que, en los casos en los que no existe cosegregacion, seria necesario realizar el
analisis de la presencia de algun fragmento del inserto o del cuerpo del vector que pudiera ser
el causante del fenotipo observado. Las secuencias se detectan por PCR de manera sencilla, ya
gue estas son conocidas. Por otro lado, si se verificara que es un mutante somaclonal, habria
que realizar cruces con S. pimpinellifolium, para obtener una F2 en la que se identificaran las
plantas WT y mutantes y con las que se realizara el mapeo por secuenciacién para detectar el
gen causante de la mutacién.

Se han identificado mutaciones que afectan a la regeneracion de brotes a partir de cotiledones
u hojas y a la formacién de raices. Como ya se ha comentado estos fenotipos han sido
identificadas mediante el cultivo in vitro, que nos ha permitido una caracterizacién fenotipica
mas exhaustiva y precisa de las plantas, que en condiciones in vivo no se podrian haber dado.
Mediante este tipo de cultivo se han encontrado numerosos genes debido a mutaciones como
los receptores de embriogénesis somatica (SERK) en zanahoria (Schmitt et al., 1997), variacion
de la coloracién de las flores de Saintpaulia por el salto del trasposén VGsl en explantes
regenerados in vitro (Sato et al., 2011) o acumulaciones de la proteina ACT7 en Arabidopsis que
facilitaban la proliferacion celular y la formacion de callos (Kandasamy et al., 2001). Ademas,
también se ha utilizado este tipo de estrategias para la seleccién de plantas tolerantes a
herbicidas, a estreses abidticos y resistentes a enfermedades (Lu et al., 2007; Sotirova et al.,
1999; Wrather & Freytag, 1991).
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En la linea 91 ETMT los cotiledones mostraban necrosis a los 7 dias en medio de regeneracion
(1Z) y ademas la planta presentd sintomas de necrosis en las hojas que acabaron extendiéndose
alolargo de 40 dias, haciendo que la planta finalmente muriera. En un trabajo de nuestro grupo
se analizd otro mutante con alteraciones en la respuesta necrética en la linea 1421 ET MM Nec
(Sanchez, 2017) En este caso la linea tenia fondo Money Maker y los explantes que presentaban
este fenotipo fueron incapaces de regenerar ya que a los cinco dias presentaban esta respuesta
necrotica severa. Ademads, en aquellos explantes en los que se observaba la necrosis, tampoco
se daba un buen desarrollo ni de la parte aérea ni de la raiz, por lo que la respuesta
morfogenética también se vio afectada. Este fenotipo se ha visto en otros estudios de mutantes,
ya gue se sabe que alteraciones en la respuesta morfogenética hace que se den mecanismos
por respuesta a herida que podrian estar relacionados con la respuesta necrética (Sanchez-
Lopez et al., 2021). Estos resultados también se han visto en estudios como el de (Barker et al,
(2006) donde se identific6 un mutante de tomate que presentaba marchitez, necrosis
progresiva y retraso en el crecimiento. Mediante PCR pudieron ver que varios genes de defensa
se encontraban sobreexpresados en comparacién con las plantas no mutantes y que, ademas,
conferia resistencia a algunas enfermedades comunes en este cultivo. Aunque en estos estudios
mencionados la necrosis comenzoé a verse en la zona foliar, no se han encontrado estudios en
los que se dé necrosis especifica en cotileddn, pero en algunos estudios como en el de Barghchi
y Alderson (1996) o Sha y colaboradores (2019) se atribuye la muerte temprana de los
hipocétilos o de la plantula a falta de minerales, destacando sobre todo el Calcio.

Por otro lado, se ha estudiado la linea 115 ETMT en la que se observo falta de regeneracion en
los cotiledones de las plantas etiquetadas como mutantes. En un principio se asocio, ademas del
fenotipo mencionado, una falta de desarrollo radicular en medio MB3, pero este revirtié al pasar
los apices de las plantas a medio IBA02, el cual indujo el desarrollo de las raices de lo que se
pensaba que era fenotipo mutante. Los mutantes afectados en el proceso de regeneracion
adventicia son muy importantes para intentar dilucidar los genes que regulan este proceso. En
nuestro grupo se dispone de u grupo de mutantes afectados en diferentes etapas del proceso
de regeneracion: formacién de callo desorganizado, formacién de yemas adventicias y
elongacion de los dpices. En este caso, esperamos que el mayor entendimiento de estos
mecanismos permitan mejorar procesos de obtencién de plantas mediante métodos
biotecnoldgicos que se apoyan en la regeneracién adventicia (transformacién y edicion génica,
plantas haploides, micropropagacion, ...). Cabe destacar en este caso, que deberia realizarse de
nuevo el experimento ya que, para los resultados del nimero de insertos, los datos no son
homogéneos, ya que no se ajustan a las x2. Por lo que se deberia aumentar el nimero de plantas
a estudio y corroborar estos resultados para ver si el fenotipado se ajusta a lo observado en el
presente trabajo.

El altimo mutante identificado en el presente trabajo ha sido la linea 76 ETMT la cual ha
presentado un mayor grosor de raices, asi como ausencia de raices secundarias. En algunos
estudios con otras especies se ha visto mutantes incapaces de desarrollar estas raices
secundarias y que, ademds, presentaban menor longitud y mayor grosor que las WT. En arroz
(Oryza sativa), por ejemplo, se vio que en las plantas que presentaban este fenotipo, la mutacion
se daba en el gen CRL1, el cual codifica como regulador positivo para la formacién de las raices
en arroz (Inukai et al., 2005). Otros articulos, en este caso en tomate, caracterizaron algunos
mutantes que no presentaban raices laterales, concluyendo finalmente y tras varios analisis que
el gen DGT es el causante de esta mutacién y que por lo tanto es esencial para el desarrollo de
la raiz lateral (lvanchenko et al., 2006). Otros estudios en tomate demuestran que el mutante
are, afectado en el gen F3H, altera la ruta de los flavonoides y presenta ausencia de formacion
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de raices laterales (Maloney et al., 2014). Los siguientes pasos que habria que dar para este
mutante seria la evaluacién del fenotipo en medios con diferentes tipos y concentraciones de
hormonas. Ademas, se deberian llevar a cabo injertos de todas las combinaciones posibles
(parte aéreay raiz vs WT y M) lo cual nos ha reportado una informacién muy valiosa en el estudio
de otros mutantes de raiz. Por ultimo, se harian los cortes histoldgicos que permitan conocer
mejor cual es el proceso celular que pueda estar afectado en cada mutante. La identificacién de
los genes responsables del desarrollo de las raices laterales podria aportar mds informacion
sobre el control genético implicado en el enraizamiento lateral en tomate con las implicaciones
tanto bdsicas como aplicadas que ello conllevaria.
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6. CONCLUSIONES

1. Se ha evaluado la influencia del estrés salino e hidrico en el desarrollo y produccion de
frutos de plantas de Micro-Tom cultivadas en el invernadero. Se ha determinado que el
riego con solucidn fertilizante y NaCl 50 mM es la condicién idonea para la deteccidn de
mutantes afectados en este caracter. No se ha podido avanzar en el mismo sentido con
las condiciones de estrés hidrico por problemas técnicos.

2. Se ha ampliado la coleccidn de lineas T-DNA de mutantes insercionales de tomate
variedad Micro-Tom mediante la realizacidon de cuatro transformaciones genéticas con
una trampa de intensificadores. La eficiencia total de estas transformaciones (nimero
de plantas transgénicas diploides / nimero de explantes inoculado) ha sido de un 6%.
En comparacidon con las eficacias alcanzadas con otras variedades de tomate esta
eficacia se considera baja por lo que se van a realizar cambios en este protocolo para
intentar mejorarla.

3. Se ha realizado el escrutinio in vitro de 31 lineas T-DNA de Micro-Tom. Se han
identificado tres mutantes, lo que supone una probabilidad de éxito del 10,6%, valor
muy parecido a lo que ocurre con nuestra variedad de tomate mas estudiada, Money
Maker.

4. Se harealizado la primera caracterizacion fenotipica de estos tres mutantes. La linea 91
ETMT presentd necrosis temprana en cotiledones en medio de regeneraciény en planta
axénica. La linea 115 ETMT se caracterizd por la ausencia de regeneracion en cotiledones
La linea 76 ETMT presentd raices adventicias con un mayor grosor, asi como ausencia
de raices secundarias en planta axénica. Se va a seguir profundizando en la
caracterizacién fenotipica de estas lineas con diferentes experimentos como el andlisis
hormonal enddgeno, los cortes histoldgicos, el cultivo en presencia de auxinas o los
injertos.

5. Se han caracterizado genéticamente las tres lineas mutantes identificadas. Las tres se
ajustan a un modelo de mutacién monogénica recesiva, presentan un inserto de T-DNA
y no existe cosegregacion entre el fenotipo mutante y el inserto con el gen nptll
funcional que portan. Si se confirma este ultimo aspecto, la forma de identificar el gen
alterado es mediante un abordaje de genotipado por secuenciaciéon a partir de
poblaciones F2 segregantes procedentes de un cruce con Solanum pimpinellifolium. La
identificacion del gen responsable abrird la posibilidad de llevar a cabo el analisis
funcional del mismo y profundizar en los mecanismos moleculares implicados.
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