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Resumen

Uno de los aspectos fundamentales para mejorar un caracter es el
conocimiento de los genes que lo controlan. Para llegar a averiguar cuales son
esos genes una de las alternativas es buscar mutantes en esos caracteres y, a
partir de ellos, identificar cuales son los que han variado respecto del material
de partida. En comparacién con otras alternativas metodolégicas el empleo de
la mutagénesis insercional presenta una evidente ventaja ya que si el gen
alterado en un mutante queda etiquetado molecularmente se facilita

enormemente su posterior identificacion.

Para identificar genes relacionados con la tolerancia al estrés hidrico y salino
en tomate, se ha llevado a cabo el escrutinio de una parte de la coleccion de
lineas T-DNA de tomate y Solanum galapagense. Ademas de caracterizar
fenotipica y genéticamente las lineas identificadas, se ha profundizado en el
conocimiento de mutantes que previamente habian sido detectados en nuestro

grupo por su relaciéon con estos caracteres.

Se han identificado y caracterizado dos nuevos mutantes con alteraciones en
su tolerancia al estrés hidrico. Se ha mejorado la caracterizacién de tres
mutantes relacionados con la tolerancia a la salinidad que habian sido
identificados previamente. Se han identificado y caracterizado 19 mutantes
afectados en caracteres del desarrollo que podrian estar relacionados con la
tolerancia a estos tipos de estrés abiodtico. Por ultimo, tras la identificacion del
gen responsable del mutante dor, que tenia alterada su capacidad de
enraizamiento y organogénesis adventicia, se ha iniciado su analisis funcional

mediante la obtencion y anadlisis de las correspondientes lineas RNAI.
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Summary

One of the fundamental aspects to improve a character is the knowledge of the
genes that control it. One of the alternatives to find out which are those genes is
to look for mutants in those characters and to identify which ones have changed
with respect to the wild type. In comparison with other methodological
alternatives, the use of insertional mutagenesis presents an obvious advantage
since if the mutated gene is molecularly labeled, its subsequent identification is

greatly facilitated.

In order to identify genes related to tolerance to drought and salt stress in
tomato, after developing the necessary methodologies, a part of the tomato T-
DNA and Solanum galapagense lines of our collection has been scrutinized. In
addition to phenotypically and genetically characterizing the identified lines, we
have improved the knowledge of mutants previously detected in our group by
their relationship with these characters.

Two new mutants have been identified and characterized with alterations in
their tolerance to drought. The characterization of three mutants previously
identified in our group and related to salinity tolerance has been improved. We
have identified and characterized 19 affected mutants in developmental
characters that could be related to tolerance to abiotic stresses. Finally, after
the identification of the gene responsible for dor, a mutant with changes in its
capacity for rooting and adventitious organogenesis, its functional analysis was
started by obtaining and analyzing the corresponding RNAi lines.
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Resum

Un dels aspectes fonamentals per millorar un caracter és el coneixement dels
gens que el controlen. Per arribar a esbrinar quins sén aquests gens una de les
alternatives és buscar mutants en aquests caracters i, a partir d'ells, identificar
quins s6n els que han variat respecte del material de partida. En comparacio
amb altres alternatives metodologiques I'Us de la mutagénesi insercional
presenta un evident avantatge ja que si el gen alterat en un mutant queda

etiquetat molecularment es facilita enormement la seva posterior identificacio.

Per poder identificar gens relacionats amb la tolerancia a I'estrés hidric i sali en
tomaca, després de la posada a punt de les metodologies necessaries, s'ha dut
a terme l'escrutini d'una part de la col-leccié6 de linies T-DNA de tomaca i
Solanum galapagense. A més de caracteritzar fenotipicament i genéticament
les linies identificades, s'ha aprofundit en el coneixement de mutants
previament detectats en el nostre grup per la seva relaci6 amb aquests

caracters.

S'han identificat i caracteritzat dos nous mutants amb alteracions en la seva
tolerancia a l'estrés hidric. S'ha millorat la caracteritzaci6 de tres mutants
identificats préviament en el nostre grup i relacionats amb la tolerancia a la
salinitat. S'han identificat i caracteritzat 19 mutants afectats en caracters del
desenvolupament que podrien estar relacionats amb la tolerancia als estressos
abiotics. Finalment, després de la identificacié del gen responsable del mutant
dor que tenia alterada la seva capacitat d'arrelament i organogénesi adventicia,
s'ha iniciat la seva analisi funcional mitjancant l'obtencié i analisi de les

corresponents linies RNAI.
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1.1. El tomate

1.1.1. Importancia

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es un alimento ancestral originario de los Andes.
Fue importado a Europa en el siglo XVI y en la actualidad presenta una amplia gama
de variedades que estan adaptadas para el uso industrial o de consumo en fresco. Es
un cultivo comun en todos los climas templados y exhibe una gran variabilidad en la
morfologia del fruto (forma, tamafio, color,...) y en caracteres organolépticos (sabor,
textura, dureza,...). Su produccion y consumo aumentan constantemente y es, tras la
patata, la especie horticola con mayor importancia econdémica a nivel mundial. El
tomate tiene un elevado valor nutritivo, ya que es fuente de licopeno, beta-caroteno,
flavonoides, vitamina C y derivados del acido hidroxicindmico. De hecho, ha logrado
gran popularidad en los ultimos afos con el descubrimiento de las actividades
antioxidantes y las funciones anticancerigenas de algunos de sus componentes
(Gerszberg et al., 2015).

Existe un gran numero de variedades

en el mercado y el consumo de cada

Resto del

s m;;‘gg" tipo de tomate varia en funciéon del
2%_\ pais, el tipo de poblacién, su uso, etc.
Brasil En 2014 la produccién super6 los 170
Es:::ﬁa millones de toneladas. Esta especie se
37 o cultiva en méas de cien paises, aunque
It;;”‘ia“én L B D Eas las tres cuartas partes de la produccion
T T”;‘!gg"a U';;:’S mundial se concentra en los diez

Figura 1. Produccién de tomate en principales productores (Figura 1).

2014. (Fuente: www.fao.org)
Ademas de su importancia econémica,

desde el punto de vista cientifico, el tomate se ha convertido en una especie modelo
en programas de investigacion basica y aplicada (Gerszberg et al., 2015), sobre todo
para la diseccion genética del desarrollo de frutos carnosos, la integracion de
herramientas genémicas, el estudio de la diversidad evolutiva mediante el andlisis de
los mecanismos genéticos y biolégicos que la controlan, asi como en estudios

fisiolégicos, celulares y bioquimicos (Moyle, 2008).



1.1.2. Taxonomia y clasificacion Tabla 1. Taxonomia del
El tomate es una planta dicotiledonea perteneciente a | . n:)?mate (FOOE/S’;56()07).
la familia Solanaceae Juss. y al género Solanum L. | o .. . Traqueobinta
Solanum lycopersicum es la Unica especie Superdivisin:  Spermatophyta
domesticada en la seccion Lycopersicon a la que Clase: Magnoliopsida
pertenecen trece especies. En la actualidad, su Subclase: Astericae
clasificacién se divide en cuatro grupos. El grupo Orden: Solanales
Lycopersicon, que incluye cuatro especies (S. Suborden: Solanineae
lycopersicum, S. pimpinellifolium L., S. cheesmaniae Familia: Solanacese
(L. Riley) Fosberg y S. galapagense S. C. Darwin & Género: Solanum
Peralta); el grupo Neolycopersicon, que incluye Espodie: L ycopersicur

Unicamente una especie (S. pennellii Correll); el
grupo Eriopersicon, con cinco especies (S. peruvianum L., S. corneliomulleri J. F.
Macbr., S. huayalense Peralta, S. habrochaites S. Knapp & D. M. Spooner y S.
chilense (Dunal) Reiche); y el grupo Arcanum, con tres especies (S. arcanum Peralta,
S. chmielewskii (C.M.Rick, Kesicki, Fobes & M.Holle) D.M.Spooner, G.J.Anderson &
R.K.Jansen y S. neorickii D.M.Spooner, G.J.Anderson & R.K.Jansen). Todas estas
especies son nativas de América del Sur y su clasificacion ha cambiado a lo largo de
la historia (Tabla 2).

Tabla 2. Evolucion de la clasificacion taxondmica del tomate y especies silvestres
relacionadas (Peralta et al., 2008).

Muller, 1940 Luckwill, 1943 Rick, 1979 Child, 1990 Peralta et al., 2008
Subgénero Subgénero Complejo Series Seccion
Eulycopersicon Eulycopersicon esculentum lycopersicon Lycopersicon
L. esculentum L. esculentum L. esculentum - Grupo Lycopersicon
L. pimpinellifolim L. pimpinellifolium L. pimpinellifolim S. lycopersicon S. lycopersicum
L. cheesmaniae S. pimpinellifolim S. pimpinellifolium
L. pennelli S. cheesmaniae S. cheesmaniae
L. hirsutum S. galapagense
L. chmielewskii Series - Grupo
L. parvifiorum Neolycopersicon  Neolycopersicon
S. pennellii S. pennellii
Series - Grupo Eriopersicon
Eriopersicon S. habrochaites
i S. huayalense
Subgenero Subgenero Complejo g;}#ﬁ,{ggﬁfs S. corrile/iomulleri
Erloper'swon Erlqurlsmon Peruvianum S chilense S. chilense
L. peruvianum L. pissisi L. peruvianum S.peruvianum S.peruvianum
L.cheesmaniae L. peruvianum L. chilense : - Grupo Arcanum
L. hirsutum L.cheesmaniae S. arcanum
L. glandulosum L. hirsutum S.chmielwskii
L. glandulosum S. neorockii
Seccion Seccion

Lycopersicoides
S. lycopersicoides
S. sitiens

Seccion
Juglandifolia

S. juglandifolium

S. ochranthum

Lycopersicoides
S. lycopersicoides
S. sitiens

Seccion
Juglandifolia

S. juglandifolium

S. ochranthum




1.1.3. Especies silvestres relacionadas con el tomate

Las caracteristicas geograficas han jugado un papel muy importante en los procesos

evolutivos de las especies. Sirven en muchos casos como barreras fisicas para el flujo

de genes entre poblaciones y/o inducen el aislamiento ecoldgico debido a diferencias

en las condiciones ambientales. En muchas especies la distancia geografica tiene

efectos significativos en los patrones de dispersion, flujo de genes, adaptacion,

divergencia de especies e hibridacién. La comprension de cémo la geografia afecta la

adaptacion es un paso fundamental hacia el desciframiento de los mecanismos de los

procesos evolutivos en la naturaleza (Nakazato y Housworth, 2011).

El centro de diversificacion de las
especies silvestres relacionadas

con el tomate es el oeste de
América del sur en el que hay
desde montanas andinas hasta
regiones adyacentes al Pacifico.
Corresponde con zonas de Chile,
Bolivia, Peru, Ecuador, Colombia y
las Islas Galdpagos (Figura 2).
Esta region abarca una serie de
variaciones biogeograficas,
climaticas, y ambientales que van
desde desiertos templados hasta
humedos

bosques tropicales.

Como consecuencia de esta
diversidad, cada especie muestra
un  patron de  distribucion
geogréfica y un uso del habitat

diferente.
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Figura 2. Distribucién geogréfica del tomate

silvestre en América del sur. Fuente (Moyle, 2008)

Las especies silvestres crecen como maleza en su centro de origen. La amplia

capacidad de adaptacion del género permite encontrarlas en ambientes secos

extremos, en ambientes muy hiumedos y en altitudes que van desde el nivel del mar

hasta los 3300 metros (Peralta y Spooner, 2007). Presentan resistencias a insectos,

enfermedades y a condiciones ambientales adversas tales como sequia y/o salinidad.

También presentan variabilidad para las caracteristicas de calidad del fruto (Tabla 3).



Tabla 3. Habitat y principales caracteristica de especies de
Lycopersicon (Spooner et al., 2005).

Solanum seccion

Especie Color Distribucion y habitat C_aracteres _de
de fruto importancia
) Amarillo, | Endémica de las Islas Galapagos,
S. cheesmaniae naranja | Ecuador. Del nivel del mar a 500 m. | Tolerancia a salinidad.
Endémica de las islas Galapagos. Resistencia a
S. galapagense Amarillo | Crece en lavas costeras y dentro Lepidoptera.
de zonas de alcance del mar.
Ecuador central a Chile central. Calidad dgl frutq y
s , o . color. Resistencia a
S. pimpinellifolium Rojo Habitats costeros secos. Del nivel .
insectos, nematodos y
del mar a 500 m.
enfermedades.
Desde el Sur de Peru hasta el
Norte de Chile. Desde el nivel del
S. chilense Yaergi, mar hasta 3000 msnm. Simpatrico Resistencia a sequia
’ y con L. peruvianum, habita en rios 9
moradas : :
secos, sobrevive por la profundidad
de sus raices.
Nativo del Sur de Pera al Norte de Contribuve al alto
S. chmielewskii Verde Bolivia. Desde 1500 a 3000 msnm, contenidg de azticar
en sitios ligeramente drenados.
Habitat desde el sur de Ecuador
S. habrochaites Verde hasta el centro de Peru. En Resistencia o
’ elevaciones entre 500 y 3600 tolerancia al frio.
msnm, en bosques nublados.
Desde las costas del Peru al norte Remstenmg asequia.
. , Pubescencia densa y
S. pennellii Verde de Chile hasta en elevaciones de pelos glandulares que
’ 50-1500 msnm, en laderas rocosas - . !
. propician resistencia a
secas y areas arenosas. !
insectos.
Del sur de Peru al sur de Ecuador,
S. neorickii Verde | en alturas desde 1950 a 3000 Resistencia a bacterias
msnm.
En la zona Costera y en los valles
interandinos en el Norte de Per,
S. arcanum Verde | desde 100 a 2500 msnm. Se
produce en lomas, secas y laderas
secas rocosas.
Norte de Peru. En las laderas Resistencia a virus,
S. huaylasense Verde rocosas, a lo largo de rios desde bacterias, hongos,
1700 a 3000 msnm. afidos y nematodos.
S. peruvianum Verde En el Norte de Peru y norte de
-P Chile. Nivel del mar a 3000 msnm.
Del centro al sur de Pera. Al oeste
S. corneliomuelleri Verde | de los Andes desde 1000 a 3000
msnm
El tomate cultivado depende de la Se conocen formas
. . cultivadas en todo el
humedad mas que sus parientes
. . silvestres. Esta especie se mu_ndo eén una gran
S. lycopersicum Rojo X variedad de habitats.

encuentra cultivada en todo tipo de
habitats, desde los tropicos hasta
zonas templadas

Conocido también
como cultivo
asilvestrado.




Importancia de las especies silvestres

Como consecuencia de los procesos que han tenido lugar durante su domesticacion,
el genoma del tomate cultivado contiene menos del 5% de la variacidbn genética
presente en las poblaciones silvestres (Miller y Tanskley, 1990). Como ya se ha
comentado, el amplio rango de variacién en el habitat de las especies silvestres ha
dado como resultado una gran diversidad genética y representa una oportunidad para
el mejoramiento de caracteres de interés agronémico del tomate. Por tanto, el estudio
y aprovechamiento de la diversidad genética de las especies silvestres es un
importante recurso en los programas de mejora. En concreto, son una fuente ideal
para mejorar la tolerancia a diversos tipos de estrés abidtico, como la sequia, la
salinidad y las temperaturas extremas. Es por ello que la introduccion de genes desde
las especies silvestres hacia el tomate representa un recurso clave para el logro de
cultivares de tomate con nuevas caracteristicas (Foolad, 2007).

En nuestro grupo llevamos muchos afnos trabajando con estas especies silvestres para
transferir los genes que determinan algunas de sus caracteristicas antes mencionadas
a las variedades cultivadas de tomate. Durante ese periodo se han puesto a punto
métodos de transformacion genética (Arrillaga et al., 2001; Gisbert et al, 1999).
Ademas, se ha empleado la fusion de protoplastos con el fin de explotar de forma mas
eficiente los recursos fitogenéticos disponibles en las especies silvestres relacionadas
mediante la hibridacién somatica con tomate. Mas recientemente, gracias a las
mejoras en nuestros métodos de transformacién, se han podido obtener gran cantidad
de plantas transgénicas con las que abordar la identificacién de genes mediante
mutagénesis insercional en S. pimpinellifolium, S. galapagense y S. pennellii (Atarés et
al., 2011).

1.1.4. El tomate en la investigacion cientifica

En los ultimos anos, el interés de los cientificos por el tomate como planta modelo ha
aumentado significativamente debido a diversos factores, entre los que destacan la
disponibilidad de la secuencia de su genoma (The Tomato Genome Consortium,
2012), su enorme importancia econémica y sus caracteristicas biologicas. Al respecto,
cabe resaltar:

a) La capacidad de medrar bajo diferentes condiciones de cultivo con un ciclo de vida
relativamente corto.

b) Reproduccion autégama, aunque admite el cruce con otras especies.

c) Alta fertilidad y posibilidad de propagacién asexual mediante esquejes.



d) Genoma relativamente pequefio (950 Mb) y diploide con un nimero basico de 12
cromosomas (2n=24).

e) Posibilidad de regenerar plantas enteras a partir de diferentes explantes.

Ademas, en contraste con otros organismos modelo como Arabidopsis thaliana (L.),
Heynh. o arroz (Oryza sativa L.), el tomate es la Unica planta modelo con hojas
compuestas y, 1o que es mas importante desde un punto de vista aplicado, produce
frutos carnosos que son muy importantes para la dieta humana. Por todo ello, esta
especie esta siendo objeto de gran numero de estudios, lo cual se ha visto favorecido
por la existencia de colecciones de mutantes espontaneos, o inducidos por agentes
quimicos o irradiacion, que estan disponibles en el Tomato Genetic Resource Center
(Lozano et al., 2009).

1.1.5. Desarrollo de la planta de tomate

En la mayoria de las especies cultivadas, el habito de crecimiento, su arquitectura y
diversos caracteres morfolégicos cambiaron de forma drastica como resultado de la
domesticacion. El cuello de botella ocasionado por la seleccién a partir de un escaso
numero de individuos provoco un estrechamiento de la variacién y un efecto de deriva
génica que en muchos casos se tradujo en un proceso de especiacién. La
domesticacion representa, pues, una forma acelerada de evolucibn que provoca
cambios significativos en el fenotipo de los 6rganos de mayor interés para los seres
humanos como, por ejemplo, semillas, frutos, raices, tubérculos, etc. Uno de los casos
mas extremos ha sido la domesticacion del tomate, gracias a la cual su fruto es hasta
1000 veces mas grande que los de sus progenitores silvestres (Cong et al., 2008). En
este apartado se mencionan brevemente las caracteristicas mas importantes

relacionadas con el desarrollo de una planta de tomate.
Habito de crecimiento

La mayoria de los cultivares de tomate, asi como los parentales silvestres, muestran
un habito de crecimiento indeterminado, es decir, la estructura del brote primario
termina en una inflorescencia y el crecimiento se reanuda desde la yema axilar de la
hoja mas joven. El proceso se va repitiendo de forma indefinida permitiendo la
formacion de mdltiples inflorescencias y el crecimiento indeterminado del tallo. Se ha
comprobado que un gen clave en este caracter es SELFPRUNING (Pnueli et al.,
1998). En este caso, el crecimiento indeterminado de las variedades se debe al alelo
dominante (sp+) mientras que la presencia en homocigosis del alelo recesivo (sp)



conlleva un crecimiento determinado, con plantas de porte bajo y produccion precoz.
Estas variedades se usan habitualmente para producir tomates para la industria.

Hoja

Las hojas son o¢rganos fotosintéticos y su forma y tamafio son factores muy
importantes que influyen en procesos como la absorcion de energia y el intercambio
gaseoso. El tomate y sus especies silvestres relacionadas desarrollan hojas
compuestas que varian mucho en el grado de diseccion de la hoja. Un ejemplo de esta
variacion es la identificada por Hooker en 1851 en Solanum cheesmaniae y S.
galapagense. Las dos especies son sexualmente compatibles, pero existen como
poblaciones distintas en el medio silvestre, hibridando y ocupando habitats distintos. S.
cheesmaniae presenta hojas compuestas semejantes al tomate cultivado; en cambio,
S. galapagense presenta mayor complejidad en las hojas, con mayor grado de
diseccion en sus bordes y con foliolos terciarios y cuaternarios no observados en S.

cheesmaniae.

De acuerdo al estudio realizado por Kimura y
colaboradores (2008) se llegdé a la
conclusion de que la variacion fenotipica de
las hojas de S. galapagense y S.
cheesmaniae esta determinada en parte por
la accion del gen KNOX1 (KNOTTED-LIKE

HOMEOBOX) que codifica para un factor de

transcripcion (Figura 3). Figura 3. Hojas de S. cheesmaniae y
S. galapagense (Kimura et al., 2008)

Flor

La transicién de la fase vegetativa a la fase reproductiva es un evento muy importante
en el ciclo de vida de la planta ya que permite la formacion de flores y frutos. Se ha
comprobado que existe una variacion significativa entre especies estrechamente
relacionadas tanto en el numero de inflorescencias como en el numero de flores que
brotan de cada inflorescencia. Actualmente se han identificado varios genes que
participan de forma importante en el control de la transicion floral, como FALSIFLORA
(FA)y SINGLE FLOWER TRUSS (SFT) (Molinero-Rosales et al., 1999 y 2004).

Las inflorescencias se desarrollan cada 2 o 3 hojas y normalmente tienen de 7 a 10
flores. La flor de tomate es hermafrodita, regular y actinomorfa. Tiene cinco o0 mas
sépalos, con igual numero de pétalos que tienen color amarillo y estan dispuestos de
forma helicoidal. Presenta un cono estaminal con 5-6 estambres unidos a la corola por

9



filamentos cortos con anteras alargadas y un gineceo central que consta de entre dos
a multiples carpelos con un estilo largo. La primera flor se forma en la yema apical y
las demas se disponen lateralmente alrededor el eje principal de la inflorescencia. La
flor se une al eje floral por medio de un pedicelo articulado que contiene una zona de

abscision.
Fruto

El fruto que proviene del ovario de la flor esta formado por un mesocarpio y un
endocarpio carnosos, que encierran y protegen el desarrollo de semillas que se
encuentran en los l6culos. Las semillas estan envueltas por el tejido placentario
formado por un mucilago gelatinoso y su ndmero es variable, dependiendo de las
variedades. La domesticacion del tomate ha dado lugar a una gran diversidad en el
fenotipo de los frutos. Algunas de las caracteristicas mas importantes que se
seleccionaron durante la domesticacién fueron la apariencia y calidad de los frutos. En
comparacion con sus parientes silvestres el tomate cultivado tiene frutos de tamano
mas grande y presenta gran diversidad de
formas: esférica, alargada, achatada,
cordiforme, aperada, etc. (Figura 4). Se
han clonado varios genes que controlan el
tamafno o la morfologia de los frutos de |/\
tomate: FW2.2 (Frary et al, 2000) tiene
una cierta contribucion en el peso de los
frutos; SUN (Xiao et al., 2008) y OVATE
(Liu et al, 2002) controlan la forma de
fruto, aperado o alargado; FASCIATED
(Cong et al.,, 2008) controla el numero de

Figura 4. Diversidad fenotipica del
tomate (Paran y Knaap, 2007).

l6culos, el tamano del fruto y la forma del fruto. Recientemente, se han identificado
otros genes, como FIN y FAB, que tienen un papel importante en el tamano del
meristemo de la flor y del fruto (Xu et al. 2015).

Ademas del tamario y la forma, se pueden encontrar en el mercado variedades con
gran diversidad en el color del fruto: rojo, naranja, rosa, verde, amarillo, plrpura, etc.
Actualmente se conocen algunos de los genes clave que controlan este caracter
(Giovannoni, 2004).
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Sistema radicular

El sistema radicular de las plantas es de vital importancia para su desarrollo. Ademas
de la funcion de anclaje, sus células son las encargadas de absorber y transportar el
agua y los nutrientes que hay en el suelo. El sistema radicular presenta una
arquitectura de ramificacion compleja con numerosos tipos de células cuyo desarrollo
debe ser dinamico y tener una elevada plasticidad. El estudio méas profundo sobre los
tipos celulares presentes en la raiz se ha realizado en Arabidopsis thaliana. Sin
embargo, teniendo en cuenta las peculiaridades y diferencias entre especies, es
necesario ampliar estos estudios a otros genotipos, principalmente las especies de
interés agronémico como el tomate (Ron et al, 2013). El desarrollo de raices en
tomate sigue el patrén de las plantas dicotiledéneas (Kalidhasan et al., 2015). El
crecimiento comienza con la aparicion de la radicula, la primera sefial externa de la
iniciacion de la germinacion. A partir de esta raiz embrionaria o primaria se desarrollan
las raices secundarias y a partir de ellas las terciarias, etc. Se puede desarrollar un
sistema radicular alternativo a Hormones Genes and signaling
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4
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conocimiento sobre la forma plesRhets

Lateral roots

—
en que algunas hormonas o Figura 5. Factores hormonales, amblentales
y genéticos implicados en el enraizamiento

agentes ambientales regulan lateral y adventicio (Verstraeten et al., 2014).

el desarrollo radicular, no

habia sido parejo con el de los genes que controlan su crecimiento (Jung y McCouch,
2013). Por fortuna, recientemente se han descubierto algunos de los genes que estan
implicados en estos procesos (Figura 5).
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1.2. El estrés abiotico

La definicibn mas préactica para el estrés es una fuerza adversa o una condiciéon que
inhibe el funcionamiento normal y el bienestar de un sistema biol6gico como, en
nuestro caso, las plantas (Mahajan y Tuteja, 2005). Como resultado, el estrés puede
modificar la expresién de genes y provocar tanto cambios en el crecimiento como

danos en células y/o tejidos.

Las plantas estan constantemente expuestas a cambios en las condiciones
ambientales. Cuando estos cambios son extremos las plantas lo perciben como una
sefal de estrés (Ciarmiello et al., 2011). El estrés abibtico es la principal causa de
pérdidas en los cultivos, reduciendo hasta en un 50% los rendimientos. Las principales
causas de estrés son la sequia, la salinidad, las temperaturas extremas y la alta
radiacion (Wang et al., 2016). En nuestras condiciones climaticas, la sequia y la
salinidad son los principales factores abiéticos que influyen en el desarrollo éptimo de
una planta. Por tanto, uno de los mayores desafios a los que se enfrenta la agricultura
moderna es mejorar la tolerancia de los cultivos frente a estos factores y generar

mayores rendimientos con una menor necesidad de recursos.

1.2.1. Respuesta de las plantas al estrés

Las plantas activan diversos mecanismos de defensa para responder a un ambiente
desfavorable. Con la disponibilidad de la secuencia de los genomas y diversas

[1P-4

herramientas biotecnoldgicas (genética molecular, diferentes “6micas”, QTL's y
transformacién genética) se han logrado importantes avances en el desciframiento de
las vias de sefalizacion y componentes involucrados en la respuesta al estrés abiotico

en plantas.

La via de respuesta genérica para una planta sometida a un determinado estrés
abiodtico se divide en las siguientes fases: percepcion de sefales, transduccion,
expresion de genes de respuesta al estrés, y la activacion de respuestas fisiologicas y
metabdlicas (Wang et al., 2016). La senal de estrés se percibe primero por receptores
presentes en la membrana de las células. Después, la sefal capturada se convierte en
intracelular a través de otros mensajeros incluyendo iones de calcio, fosfato de inositol,
especies reactivas de oxigeno (ROS), nucleétidos ciclicos (cCAMP y cGMP), azGcares y
oxido nitrico. Posteriormente, estos segundos mensajeros inician las vias de
transduccién de sefales modulando los niveles de calcio intracelular. Estas
variaciones en los niveles de calcio intracelular son detectadas por proteinas llamadas

sensores de calcio que inician una cascada de fosforilacién de proteinas como algunas
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MAP-kinasas, CDPK’s u otras. Al final de este proceso de fosforilacion se activan o
inactivan algunos factores de transcripcion por las proteinas quinasas o fosfatasas y
se unen a promotores de genes sensibles al estrés para regular su transcripcion,
conduciendo finalmente a la adaptaciéon de la planta a las condiciones estresantes
(Figura 6).

Estrés

l

Percepcion de estrés Sensores receptores

}

Segundos mensajeros (Ca®,ROS)
Sefial de transduccion l l l

Ruta MAPK Ruta CDPK Otros

} } !

y . Factores de transcripcion FTs
Regulacion de transcripcién

AP2/ERFBP MYB  WRKY NAC Otros

e

Genes-estrés-respuesta

|

Respuesta fisiologica Tolerancia al estrés o resistencia

Expresion de genes

Figura 6. Via de sefalizacién implicada en respuesta al estrés abiético en las
plantas (modificado a partir de Wang et al., 2016).

1.2.2. Estrés salino

En la agricultura, el término salinidad se refiere a la presencia en el suelo de una
elevada concentracién de sales que perjudica a las plantas por su efecto téxico y la
disminucion del potencial osmético del suelo. La salinidad es uno de los factores mas
serios que limitan la productividad de los cultivos. Se estima que mas de 45 millones
de hectareas de tierras irrigadas estdn afectadas por este problema vy
aproximadamente 1,5 millones de hectareas dejan de ser tierras cultivables cada afno
como resultado de la salinizacion de los suelos (Carrillo et al., 2011).
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Una planta afectada por el estrés salino retrasa la germinacion, reduce su brotacién y
el crecimiento de las raices, reduce la actividad fotosintética, aumenta la respiracion,
pierde vigor y puede llegar a morir. Estos cambios en el crecimiento de las plantas se
deben a tres componentes principalmente: el efecto osmético que limita la capacidad
de absorcién de agua por parte de las plantas, la toxicidad iénica producida por la
acumulacién de sales dentro de la planta y el estrés oxidativo que se produce cuando
las plantas se ven sometidas a condiciones de salinidad (Frary et al., 2010).

Las plantas han desarrollado diversos mecanismos para sobrevivir en suelos salinos,
entre los que se encuentran: homeostasis y compartimentacion iénica, transporte y
absorcion idnica, biosintesis de osmoprotectores y solutos compatibles, defensa frente
al estrés oxidativo, sintesis de poliamidas, generacion de oOxido nitrico (NO) y
modulaciéon hormonal (Gupta y Huang, 2014).

Homeostasis y compartimentacion ionica

En un suelo salino, la elevada concentraciéon de iones Na® y CI provoca una
interferencia en la absorcion y captacion de nutrientes como K*, Ca** y NOj. Al
mantenimiento del equilibrio i6nico de la célula frente a los cambios del medio externo
se le denomina homeostasis idnica. El estrés salino altera la homeostasis i6nica
provocando un exceso de Na® en el citoplasma. El exceso de Na* desplaza al K*
reduciendo la actividad de muchas proteinas. Uno de los factores determinantes de la
tolerancia celular a la salinidad reside en la capacidad de mantener una alta relacién
K*/Na* en el citosol. EI K es el principal catién y nutriente celular, esencial para
mantener la turgencia, el potencial y la integridad de la membrana. Ademas, es un
elemento critico en la actividad enzimatica en diferentes rutas (Ashley et al., 2006; Zhu
etal., 1998).

Las plantas emplean varias estrategias para combatir el estrés iénico que les impone
la salinidad. Algunas de ellas son la regulacion de la absorcion de Na* por la raiz, el
transporte hasta la parte aérea de la planta y la compartimentacion en células foliares
que pueden secretar Na® de las hojas. Mediante estas estrategias las plantas
minimizan la presencia de elevadas concentraciones de iones tdxicos en sus érganos
mas sensibles. Ademas de estos mecanismos, cuando en un ambiente salino se
produce un incremento en la concentracion de Na* en el citoplasma, por encima de un

valor critico, se inicia el proceso homeostatico de exclusion.

La compartimentacion del Na® es una respuesta para la prevencion de la toxicidad en

el citosol. La compartimentacion iénica es un mecanismo dependiente de un
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antiportador activo Na*/H* (sodio/protdn) que tiene lugar en el tonoplasto. Este proceso
es mediado por dos enzimas, ATPasa (H'- ATPasa) y pirofosfatasa (H*-PPasa), que
se combinan en la membrana y forman una bomba de protones. La ATPasa es la
bomba de protones dominante que mantiene el pH en condiciones fisiolégicas
normales y la enzima pirofosfatasa es un sistema auxiliar que bombea protones cuyo
rol se fortalece en etapas de desarrollo y condiciones especificas como la hipoxia y el
estrés salino (Liu et al., 2014).

La importancia de la actividad del antiportador Na*/H* para la tolerancia a la salinidad
se vio sustentada con el descubrimiento del primer antiportador AtNHX1 (Apse et al.,
1999) identificado en Arabidopsis thaliana, cuya sobreexpresion confiere una cierta
tolerancia a la salinidad en plantas transgénicas de esa misma especie. En
Arabidopsis thaliana, sin embargo, la homeostasis idnica esta regulada principalmente
por la ruta SOS (Salt Overly Sensitive).

La homeostasis idnica y la ruta SOS

Las proteinas SOS son sensores de senal de calcio que activan la maquinaria para la
exportacion de Na* y la discriminacion de K*/ Na* (Shi et al., 2002). El descubrimiento
de la via de sefalizacién SOS en la regulacién de la homeostasis idnica bajo estrés
salino ha permitido clarificar como detecta el Na* el sistema celular (Zhu, 2002). La
identificacion de mutantes hipersensibles a NaCl de Arabidopsis thaliana ha sido clave
para la localizacién y clonacién de genes asociados a la tolerancia a salinidad. La via
SOS permite la exclusién de exceso de iones Na' fuera de la célula a través de la

membrana plasmatica y ayuda a reinstaurar la homeostasis idnica.

En particular, SOS1 codifica un antiportador Na*/H* de membrana plasmatica y las
plantas de Arabidopsis thaliana con mutaciones en este gen son extremadamente
sensibles al estrés salino y requieren de mayores niveles de K* para un crecimiento
normal. El gen SOS2 codifica una proteina quinasa del tipo serina/treonina (Ser/Thr).
El gen SOS3 codifica una proteina de unién a Ca®* que actta como efector de los
mecanismos celulares de sefalizacién por calcio. El estrés salino induce una sefal de
Ca* que activa la interaccién de SOS3 con SOS2 formando un complejo (Tirkan y
Demiral, 2009). El complejo de proteina quinasa SOS3/SOS2 regula la expresiéon de
otros genes y ademas SOS2 activa el antiportador Na*/H" (NHX1) secuestrando el Na*
en la vacuola. SOS4 contribuye a la homeostasis del Na" y K™ a través de la regulaciéon
de canales de iones y transportadores (Shi et al., 2002). Por altimo, SOS5 codifica una
proteina de adhesion superficial celular que ayuda en el mantenimiento de la
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integridad y arquitectura de la pared celular y esta involucrado en el mantenimiento de
la expansion celular (Mahajan et al., 2008; Turkan y Demiral, 2009) (Figura 7).
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Figura 7. Regulacién de la homeostasis idnica a través de la ruta SOS (Turkan y
Demiral, 2009).

Cabe destacar por ultimo que se han identificado algunos genes SOS en tomate, una
especie que, por sus caracteristicas, podria ser mas adecuada que Arabidopsis para el
estudio de diversos mecanismos como, por ejemplo, el transporte de Na* a largas
distancias. Olias y colaboradores (2009) clonaron el gen SISOS1y comprobaron como
las plantas que tenian este gen silenciado eran mas sensibles a la salinidad. Ademas,
se pudo demostrar que este gen es clave para el transporte del Na* en la raiz y su
retencion en el tallo, impidiendo que los iones provoquen efectos perjudiciales en
tejidos fotosintéticamente activos. También se ha clonado el homologo funcional en
tomate del gen SOS2 (Huertas et al., 2012). SISOS2 parece estar implicado en la
tolerancia a la salinidad regulando el transporte del Na* desde la raiz, activando su
carga en el xilema y modulando la compartimentacién de Na* y K* (Belver et al., 2012).
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Biosintesis de osmoprotectores y solutos compatibles

Los solutos compatibles son un grupo de compuestos organicos que no interfieren en
el metabolismo celular. La principal funcidbn de estos osmolitos es proteger la
estructura celular y mantener un balance osmético adecuado cuando se produce un
estrés hidrico o salino cuya consecuencia inicial es una pérdida parcial de turgencia
(Bohnert et al., 1995). En esas circunstancias las plantas pueden activar mecanismos
que disminuyan el potencial osmoético generando metabolitos osméticamente activos.
El tipo de osmolitos que se acumulan es, usualmente, especifico de la especie y
muchos de estos compuestos también se producen como respuesta a la congelacion o
el estrés por calor. Ademas de disminuir el potencial osmoético en el compartimento
citosdlico, los osmolitos también pueden funcionar como osmoprotectores de
proteinas, agregados macromoleculares y membranas, como antioxidantes y como

moléculas de senalizacion.

Los principales osmolitos son prolina, glicinbetaina, los azlcares y los polioles. Desde
hace tiempo se sabe que se produce una acumulaciéon de prolina en algunas plantas
sometidas a estrés salino (Greenway y Munns, 1980; Storey et al., 1977). Sin
embargo, mas recientemente se ha concluido que el contenido de prolina no puede
servir como indicador del nivel de tolerancia a la salinidad ya que su incremento es
una consecuencia del déficit hidrico y no un mecanismo de osmoproteccion implicado
en la tolerancia (Moftah y Michel, 1987). Por otra parte, se ha comprobado que
algunas especies acumulan glicinbetaina en ambientes salinos. En este sentido, a
pesar de que se ha obtenido un cierto incremento de tolerancia a estrés salino en
plantas transgénicas que acumulan estos compuestos, no parece que dicha tolerancia
se deba al ajuste osmoético que producen sino, quizas, a una accion de tipo
osmoprotector (Holmstrom et al., 1996).

Defensa frente al estrés oxidativo

El estrés salino produce un estrés oxidativo en las plantas provocando un desequilibrio
de las cadenas electrénicas de transporte (ETC) en los cloroplastos y las mitocondrias.
En estas condiciones las plantas reducen su conductancia estomatica, lo que limita la
entrada de CO, al cloroplasto y como consecuencia se produce un menor consumo de
NADPH y ATP. Esta respuesta se traduce en una falta de regeneracion de aceptores
de electrones (NADP+, ADP), lo que facilita que el oxigeno (O,) actue como aceptor
de electrones dando lugar a la acumulacién de especies reactivas de oxigeno (ROS)
(Apel y Hirt, 2004).
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El oxigeno puede reducirse a los aniones superéxido (Oy), al radical hidroxilo (OH) y
al peréxido de hidrégeno (H.O.), los cuales son compuestos oxidantes altamente
téxicos y, por lo tanto, potencialmente dafinos para la integridad celular. Las especies
radicales del oxigeno interactian con moléculas organicas tales como proteinas,
lipidos, carbohidratos, incluso con el ADN, provocando en ellas diversos cambios
estructurales que conducen a alteraciones de tipo funcional repercutiendo en la
fisiologia de las células (GroB et al., 2013). El metabolismo antioxidante, incluyendo
enzimas antioxidantes y compuestos no enzimaticos, desempefa un papel
fundamental en la desintoxicacién de ROS inducida por el estrés de salino. La
tolerancia a la salinidad se correlaciona positivamente con la actividad de las enzimas
antioxidantes, como superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutationperoxidasa
(GPX), ascorbatoperoxidasa (APX) y glutationtransentructosa (GR), asi como con la
acumulacion de compuestos antioxidantes no enzimaticos como las vitaminas E 'y C, el

glutation, los B-carotenos, los flavonoides y algunos oligoelementos.
Regulaciéon de hormonas y estrés salino

Las hormonas vegetales, comunmente llamadas reguladores de crecimiento, son
compuestos que pueden actuar en el sitio de su sintesis o transportarse a otro sitio
dentro de la planta para mediar cambios de desarrollo programados genéticamente o
respuestas a estimulos ambientales estresantes (Peleg y Blumwald, 2011). El
crecimiento y desarrollo de las plantas esta regulado de manera coordinada por la
accién de varias hormonas como auxinas, citoquininas, acido abscisico (ABA),
giberelinas (GA), etileno, acido salicilico, brasinosteroides y jasmonatos que controlan
muchos procesos fisioldgicos y bioquimicos teniendo un rol muy importante en la
tolerancia a diversos tipos de estrés abiético (Ryu y Cho, 2015). Sin embargo, todavia
falta mucho por conocer sobre los mecanismos moleculares que subyacen en la

influencia de estas sustancias en la tolerancia a la salinidad (Figura 8).
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Figura 8. Visién general de la regulacion de las hormonas vegetales en la
tolerancia a la salinidad. Las lineas discontinuas indican que los mecanismos
todavia no se han identificado (Ryu y Cho, 2015).

Etileno: Su biosintesis se incrementa en plantas sometidas a estrés y se asocia con
procesos de senescencia y maduracién. Dentro de sus funciones fisioldgicas mas
investigadas, se encuentran las relacionadas con la abscision de hojas,
marchitamiento de flores, maduracién de frutos y otros procesos relacionados con el
envejecimiento (Santner y Estelle 2009). La modulacion del etileno parece que se
realiza a través de la regulacion de genes que se expresan como respuesta a estrés
como AtERF4, Cor6.6, rd17, RD21A 'y VSP2 (Cao et al., 2008). Por otra parte se ha
descubierto que mutantes de pérdida de funcion mkk9 muestran fenotipos de
insensibilidad al etileno y una menor sensibilidad a la salinidad (Yoo et al., 2008).

Jasmonato (JA): ElI JA incrementa sus niveles rapidamente en respuesta a

perturbaciones mecanicas, ataques de insectos o infecciones por patégenos. También
se ha demostrado su papel en la formacion de zarcillos, maduracion de semillas,
produccion de polen y crecimiento de las raices. Al igual que ocurre con el acido
abscisico, la acumulacion de JA es mayor en cultivares con mayor tolerancia a la sal
(Kang et al., 2005). Ademas, se ha observado que la actividad biolégica de JA
aumenté al aplicar un tratamiento salino a las plantas, lo cual indica que esta hormona
podria actuar como protector frente a este estrés (Moons et al, 1997). Se ha
comprobado también que los factores de transcripcion MYC2 se encargan de la
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regulacion de genes inducidos por la presencia de JA y acido abscisico (Kazan y
Manners, 2012).

Acido abscisico (ABA): EI ABA debe su nombre a su papel en la abscision de distintos

organos de las plantas. Desempefna una funcion muy importante durante muchas
etapas del ciclo de vida de la planta, incluyendo el desarrollo de las semillas, la
latencia, la apertura estomdtica, la morfogénesis del embrion y la sintesis vy
almacenamiento de proteinas y lipidos. El ABA regula los procesos de mantenimiento
de turgencia celular y la sintesis de osmoprotectores y enzimas antioxidantes que
confieren tolerancia a estrés. También media en las respuestas de la planta a diversos
estreses y actia como molécula de sefal enddgena responsable de inducir la
tolerancia al estrés abiético; de hecho, se le denomina comunmente como la hormona
del estrés. En respuesta a una situacién de estrés los niveles endégenos de ABA
aumentan rapidamente activando vias de sefalizacion y modificando la expresiéon de
genes y sintesis de proteinas. En este contexto, se han reportado aumentos en la
concentracion de ABA tras la exposicion de las plantas a la salinidad (Zhang et al.,
2006). Ademas de los factores de transcripcion MYC2 comentados en el apartado
anterior se ha demostrado la implicacién de, entre otras, algunas MAP-kinasas (Rao et
al., 2010).

Brasinosteroides (BR): Estos reguladores se han encontrado principalmente en polen,

hojas, yemas, flores y semillas en proporciones y formas diferentes. Tienen un papel
esencial en el crecimiento y desarrollo de las plantas. Sus funciones se relacionan con
la elongacién y divisién celular en tallos, el desarrollo de tubo polinico, la diferenciacién
del xilema y el desarrollo de las hojas. Junto a la gama de respuestas celulares y
morfogénicas atribuidas exclusivamente a BR, también se han encontrado respuestas
frente a fendmenos de estrés bidtico y abidtico. La aplicacién exdgena de BR reduce
de forma efectiva los efectos adversos de los estreses abiéticos induciendo una mayor
tolerancia (Rao et al., 2002; Fariduddin et al., 2013). De hecho se ha documentado en
diversos trabajos el efecto positivo de la aplicacion exdégena de BR para mejorar el
rendimiento de diversas especies sometidas a sequia o salinidad (Wu et al., 2008; Divi
y Krishna, 2009; Hao et al., 2013).

Acido_salicilico (SA): Este compuesto fendlico tiene funciones relacionadas con el

desarrollo y crecimiento de la planta, los procesos de fotosintesis, la transpiracion y la
respuesta a los estreses bidticos. Se ha comprobado que la adicion de SA puede
incrementar los efectos negativos de la salinidad en algunos casos (Barba-Spin et al.,
2011). Cuando la planta se ve sometida a estrés salino, su accion puede estar
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mediada por NPR1 (NONEXPRESSOR OF PATHOGENESIS-RELATED GENESHT)
que activaria WRKY70, un factor de transcripcion (Li et al., 2004).

Giberelinas (GA’s): Estas hormonas intervienen en el crecimiento y desarrollo, la

germinacion de las semillas, la expansién foliar, la fotomorfogénesis, la elongacién del
tallo y la floracion. Ademas, participan activamente en la regulacion de las respuestas
de las plantas al medio. Esta relacion parece estar mediada por las proteinas DELLA
que son reguladores negativos de las GA’s. En concreto, la exposicién a estrés salino
induce una reduccién en los niveles de GA’s bioactivas, lo cual coincide con una
mayor acumulacién de proteinas DELLA. Estas proteinas actuarian promoviendo una
respuesta de la planta relacionada con la reduccion de especies de oxigeno reactivo
(Achard et al., 2006).

Auxinas: Las auxinas tienen un papel principal en la regulacion del desarrollo de las
plantas en procesos como la elongacion celular, la organogénesis de meristemos
apicales y raices, y la dominancia apical. Se ha estudiado el papel de las auxinas en la
superacion de varios tipos de estrés. Aunque no se han encontrado los genes que
podrian estar relacionados con este efecto, se ha comprobado que las alteraciones
observadas en la arquitectura radicular de plantas sometidas a salinidad estan
causadas por la acumulacién y distribucion de las auxinas (Wang et al., 2009).

Citoquininas (CK’s): Las CK’s son un grupo de hormonas que regulan multiples

procesos del crecimiento y desarrollo de las plantas. Desempefian papeles clave en la
divisién celular a través de una compleja red de sefializacion, la dominancia apical, la
senescencia foliar, la diferenciaciébn vascular, la movilizacién de nutrientes, la
diferenciacién de brotes y la produccion de antocianinas (Wani et al., 2016). Se ha
comprobado que bajo condiciones de estrés salino se reduce la biosintesis de estos
compuestos por la raiz y, como consecuencia, baja su concentracion en la parte
aérea, lo cual puede alterar los patrones de expresién de los genes que dependen de
esta hormona. Ademas de este efecto, los receptores de citoquininas HK’s parecen
tener un papel importante en la relacion entre las CK’s y la tolerancia al estrés salino
(Nishiyama et al., 2011).

En conclusion, se ha descrito la importancia que tienen las hormonas en el desarrollo
de una planta, tanto en condiciones normales como cuando las plantas se ven
sometidas a distintos tipos de estrés. El conocimiento de los mecanismos que regulan
estas interacciones pueden ayudar a descubrir nuevas formas de minimizar los efectos
negativos que tienen estas condiciones adversas sobre las plantas para hacerlas mas
tolerantes.
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1.2.3. Estrés hidrico

El agua es uno de los factores esenciales para el desarrollo de las plantas y, por tanto,
su limitacion es una de las principales fuentes de estrés. El estrés hidrico se puede
definir como la situacion en la que el potencial hidrico y la turgencia se reducen lo
suficiente como para afectar a las funciones normales de la planta (Shao et al., 2008).
Esta circunstancia se produce cuando la transpiracion por las hojas es mayor que la
absorcion de agua por las raices. Esta situacién se puede dar no sé6lo cuando hay
poca agua en el ambiente, sino también por bajas temperaturas y una elevada
salinidad del suelo, ya que en ambos casos se reduce la disponibilidad de agua.

Cuando una planta detecta este
~ Water stress problema uno de los primeros efectos
S S para limitar los dafos es regular el
@ cierre  estomatico limitando el

g intercambio gaseoso. A su vez, la

disminucion de este intercambio

o produce una menor disponibilidad de

f o \ , HohtDark 50, vy por tanto, una reduccién de la

; \ eficacia fotosintética. Estos cambios
metabolic

adjustment estan interrelacionados con otros

" procesos como la eliminaciéon de

photosynthesis

ROS scavenging ROS y diversos ajustes metabdlicos.

Todas estas respuestas colectivas

@ conducen a un ajuste en la tasa de
, crecimiento como una respuesta

Growth adjustment and . _ _
stress adaptation adaptativa para la supervivencia

(Figura 9).
Figura 9. Respuesta de las plantas al estrés
hidrico (Osakabe et al., 2014).

Tras provocar estos efectos como mecanismos de adaptacion, el estrés hidrico
produce la reduccién del contenido de agua, una disminuciéon de la turgencia de los
tejidos, la disminucién del crecimiento, el marchitamiento y, si persiste dicho estrés,
puede provocar la muerte de la planta.
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Respuestas fisioldgicas, bioquimicas y moleculares a la falta de agua

Las plantas se adaptan a las condiciones de sequia mediante diversos cambios
fisiologicos, bioquimicos y moleculares (Figura 10).

Estrés por sequia

Respuesta fisiolégica
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Respuesta molecular
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hidrico de las hojas.
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Reduccién del

Disminucién de transito de
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Disminucién de la
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glicina-betaina,
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MDHAR.
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Expresion de genes
sensibles al estrés.
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expresion de genes en
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Expresion de genes de
respuesta al ABA.
Sintesis de proteinas
especificas LEA, DSP,
RAB y dehidrina.

crecimiento.

Figura 10. Bases fisiologicas, bioquimicas y moleculares de tolerancia a estrés
por sequia (Shao et al., 2008).

Como se puede ver, la respuesta de las plantas a la sequia es altamente compleja e
implica cambios deletéreos y/o adaptativos. Ademas, esta complejidad se debe a
factores tales como su genotipo, el estado fenolégico de la planta, la duracion e
intensidad del estrés, el resto de condiciones ambientales, etc.

Efectos del déficit de agua en parametros fisiolégicos y morfolégicos

El estrés hidrico es de naturaleza multidimensional y afecta a las plantas en varios
niveles de su organizacioén (Zlatev y Lidon, 2012). La sequia reduce el potencial hidrico
y la turgencia de la célula de la planta, lo que eleva las concentraciones de los solutos
en el citosol y matrices extracelulares. Como resultado, la expansion celular disminuye
conduciendo a la inhibicién del crecimiento y a problemas en la reproduccion de las
plantas. Estos cambios son observables en diversos parametros como la arquitectura
de la raiz, la longitud del tallo, las variaciones en el area foliar y la biomasa total de las
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plantas (Shao et al., 2008). Ademas de medir estas caracteristicas para determinar el
nivel de tolerancia de un material concreto, la determinacion del contenido relativo de
agua (RWC) suministra una informacién muy valiosa para conocer cuéal es la
capacidad de retencion de agua de una planta, un factor muy importante para
determinar su nivel de tolerancia (Slavik, 1974).

Morfologia radicular: El sistema radicular es el responsable de proporcionar agua y

nutrientes a los diferentes tejidos de la planta asi como de proporcionar el soporte
estructural. Por tanto, desempefia un papel critico en la tolerancia al estrés hidrico. En
respuesta a los cambios ambientales, la arquitectura de las raices se modifica para
aumentar la eficiencia de absorcion. De hecho, en muchas plantas, la sequia provoca
un aumento de la elongacion de la raiz primaria y una supresion de la ramificacién

lateral en respuesta al estrés (Basu et al., 2016).

Longitud de tallo: Bajo condiciones de déficit hidrico, el acortamiento de la longitud del

tallo y la altura de la planta ha sido reportado en muchas variedades cultivadas.
Debido a la limitada disponibilidad de agua, las plantas minimizan su crecimiento
adicional de brotes y hojas. En cambio, expanden su sistema radicular para absorber
el maximo de agua del suelo (Shahzad et al., 2016).

Area foliar: La plasticidad de las hojas es importante para mantener el control del uso
del agua en la planta. El &rea foliar se reduce significativamente bajo condiciones de
estrés hidrico provocando una disminucién en la fotosintesis y, por consiguiente, una
disminucién en el rendimiento. La deficiencia de agua reduce el nimero de hojas por
planta, su tamano, y la longevidad de las mismas hasta su abscisiéon (Shao et al.,
2008).

Biomasa total: Las plantas que enfrentan condiciones severas de déficit hidrico estan
sujetas a una reduccién en su biomasa. La caida de las hojas es una respuesta para
proteger la pérdida extra de agua en forma de transpiracién. Las plantas también
pierden turgencia por la ralentizacién de su desarrollo provocado por la menor
capacidad de absorcién de agua y nutrientes y por su menor actividad fotosintética
(Shahzad et al., 2016).

Contenido de agua relativo (RWC): El crecimiento de una planta depende de la

capacidad de sus hojas para mantener las condiciones adecuadas para realizar, entre
otras funciones, la fotosintesis. La reduccion del contenido de agua en las hojas afecta
seriamente al crecimiento y rendimiento de los cultivos. Asi, un genotipo capaz de

minimizar el estrés manteniendo la turgencia de las hojas tiene ventajas fisiologicas,
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ya que conserva el fotosistema en mejores condiciones. EI RWC es uno de los
parametros mas utilizados para conocer la capacidad de retencién de agua. Se calcula
mediante la relacién entre el contenido de agua de una hoja que lleva cuatro horas
separada de la planta respecto de esa misma hoja recién cortada y re-hidratada para
que muestre el mayor contenido de agua que puede alcanzar (Barrs y Weatherley,
1962).

Por ultimo, cabe destacar que para estudiar el efecto del estrés hidrico en las plantas
se deben controlar multiples factores como su intensidad, el momento de inicio del
tratamiento estresante, la extensién por del tratamiento, etc. En este contexto, la
cuantificacién de la tolerancia a este tipo de estrés a menudo presenta serias
dificultades cuando se realizan estos analisis en condiciones poco controladas.

1.2.4. Relacion de caracteres del desarrollo con el estrés abiotico

El desarrollo final de una planta depende de las interacciones que se produzcan entre
diferentes factores endégenos (expresidén de genes, reguladores del crecimiento,...) y
factores externos (condiciones ambientales, disponibilidad de agua y nutrientes,
presencia de algun estrés,...). Ademas, la respuesta de las plantas frente al estrés
tiene efectos inmediatos sobre multiples procesos del desarrollo, promoviendo
numerosos cambios morfolégicos en 6rganos y tejidos, lo que indica que deben existir
mecanismos comunes que regulan ambos procesos. Sin embargo, se ha hecho
escaso éenfasis en el estudio de la relacion entre el desarrollo y el estrés ambiental. De
hecho, a pesar de que se ha avanzado mucho en el conocimiento de la base genética
y molecular del desarrollo, existen muchas lagunas sobre el balance que la planta
debe ajustar para mantener el crecimiento en condiciones de estrés abibtico. Asi pues,
uno de los retos cientificos y agrondmicos actuales es estudiar cuales son los nexos
de unién entre los procesos de desarrollo y las respuestas a condiciones de estrés
abidtico (Hirayama y Shinozaki 2010; lyer-Pascuzzi et al., 2011; Claeys e Inzé, 2013).
Ademas, mejorando los conocimientos sobre estos procesos pueden surgir nuevas
estrategias para que, a través del balance desarrollo-estrés, se pueda mejorar la
productividad de los cultivos en condiciones adversas. Por ultimo, el conocimiento
adquirido recientemente acerca del desarrollo vegetativo y reproductivo, asi como la
disponibilidad de especies silvestres afines con mayor tolerancia a estreses abiéticos,
convierten al tomate en el modelo mas adecuado, entre las especies de interés
agrondémico, para estudiar los procesos que conectan el desarrollo y la respuesta a

estrés.
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Importancia del desarrollo de la parte aérea en la respuesta al estrés

El crecimiento post-embrionario de la parte aérea de las plantas depende de un
equilibrio entre el mantenimiento de la actividad meristematica del SAM (shoot apical
meristem) y la diferenciacion de las células meristematicas para dar nuevos tejidos con
caracteristicas especificas. En condiciones de estrés, el crecimiento se ralentiza, pero
la actividad meristematica se mantiene a través de mecanismos poco conocidos
(Ogawa et al.,, 2011; Van den Ende, 2014). En el caso del estrés salino, las plantas
tienen que evitar la acumulaciéon de Na* en el meristemo apical y en las hojas jovenes
para que no se detenga el crecimiento (Cuartero et al., 2006; Pardo, 2010). Ademas,
es posible que las especies silvestres, mas tolerantes a la salinidad, hayan
desarrollado mecanismos adaptativos alin mas eficaces para impedir que el Na* llegue
a las zonas en crecimiento activo y, de esta manera, compaginar crecimiento y

defensa a estrés en ambientes desfavorables.

Importancia de la arquitectura radicular en la respuesta al estrés

El sistema radicular es clave en la percepcion de las sefales de estrés cuando una
planta se ve sometida a condiciones de sequia o salinidad. Ademds, su desarrollo se
ve profundamente afectado por la disponibilidad de agua en el suelo y por la salinidad.
Evidentemente, las modificaciones en la eficacia de absorcién de agua y/o exclusion
de iones perjudiciales pueden repercutir en la tolerancia de las plantas a estreses
como sequia y salinidad. Por otra parte, caracteres del desarrollo radicular como la
profundidad, la ramificacion o la presencia de raices adventicias podrian ser tanto o
mas influyentes que los anteriores en la obtencién de plantas con mayor tolerancia a

estos tipos de estrés abiobtico.

El agua se almacena en las capas mas profundas del suelo, debido a que la superficie
se seca mas rapidamente. Por tanto, las plantas que desarrollan sistemas radiculares
mas profundos tienen acceso al agua almacenada en estas capas inferiores. Se ha
demostrado que un enraizamiento mas profundo es beneficioso para la produccién y la
supervivencia de las plantas en condiciones de déficit hidrico (Comas et al., 2013).
Asi, por ejemplo, el mutante de Arabidopsis thaliana edt1 (extremely drought
tolerant1), con raices mas profundas, mostré una alta tolerancia a la sequia (Yu et al.,
2008). Se observo que ello se debia a la sobreexpresion del factor de transcripcion
HD-ZIP HDG11, que aumentd la transcripcion de genes que promovian el
alargamiento celular en la raiz, dando lugar a un sistema radicular mas extendido (Xu
et al., 2014). La expresion de HDG11 en otras especies como el arroz, el alamo y el
algodon, también confiri6 tolerancia a la sequia (Yu et al., 2013).
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Otro aspecto importante en la arquitectura radicular para la tolerancia a estrés por
sequia es su ramificacion, es decir, la formacién de raices laterales. En Arabidopsis
thaliana, Xiong y colaboradores (2006) mostraron un posible vinculo entre la inhibicién
del crecimiento de raices laterales y la tolerancia a la sequia mediada por ABA. En ese
caso, mutantes con un buen comportamiento en condiciones de sequia mostraron una
alta sensibilidad a ABA conduciendo a una inhibicion de la longitud de raices laterales
y, COMO consecuencia, una mayor capacidad de crecimiento de la raiz primaria. Por el
contrario, los mutantes menos tolerantes no mostraron ninguna disminucion de la

longitud de la raiz lateral.

1.3. Herramientas biotecnoldgicas para la identificacion de
genes

El conocimiento de los genes que controlan los caracteres de interés agronémico en
una especie nos puede ayudar a conseguir resultados relevantes para la mejora de
forma rdpida y eficaz. Si bien existen diversas vias para llegar a identificar dichos
genes, el empleo de mutantes afectados en estos caracteres es una de las
aproximaciones mas eficaces. Se pueden identificar mutantes espontaneos, pero lo
mas habitual es crear poblaciones mutagenizadas en las que haya una mayor
probabilidad de encontrar fenotipos alterados en los caracteres de interés. Para
conseguir estas colecciones se puede recurrir al empleo de mutagenos fisicos
(radiaciones), quimicos (e.g. EMS) o a la mutagénesis insercional. En todos estos
casos el objetivo fundamental es crear colecciones lo mas amplias posible, ya que el
proceso de mutagénesis es totalmente aleatorio y no se puede controlar a priori el gen
afectado en cada mutante.

En el caso del tomate se dispone de diferentes colecciones de mutantes. La que se
mantiene en el Tomato Genetic Resource Center (TGRC, Univ. California, Davis) es
una de las mas utilizadas e incluye 978 mutantes espontaneos y variantes naturales.
Otros investigadores han generados algunas poblaciones mutagenizadas con EMS
(Meissner et al., 1997; Gady et al., 2009; Minoia et al., 2010) o mediante irradiacion
(David-Schwartz et al., 2001). Con el empleo de ambos métodos, radiaciones y EMS,
Saito y colaboradores (2011) consiguieron mas de 15.000 familias mutantes de tomate
cv Micro-tom dentro de las cuales ya se han identificado 1048 mutantes. No obstante,
cuando se emplean mutantes espontaneos o inducidos por agentes fisicos o quimicos
la identificacion y clonacion del gen responsable de la mutacion requiere mucho

esfuerzo. Para ello es necesario el empleo de técnicas como el clonaje posicional o las
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nuevas estrategias de mapeo por secuenciacién. En este sentido, la mutagénesis
insercional permite llegar a clonar el gen responsable de la mutaciéon de forma mas

sencilla que con las técnicas anteriormente descritas.

1.3.1. Mutagénesis insercional

La mutagénesis insercional es una herramienta biotecnoldgica con la que se puede
obtener una mayor variabilidad intraespecifica gracias a que un fragmento de ADN de
secuencia conocida, ya sea un transposén o un T-DNA, actia como mutageno. El
método se basa en que la integracion del T-DNA o del transposon dentro de la
secuencia estructural o de los elementos reguladores de un determinado gen
enddégeno puede producir su disrupcion y la consecuente pérdida de funcién o,
alternativamente, una ganancia de funcién o una alteraciéon de su nivel de expresion.
En comparacién con la mutagénesis por métodos clasicos (radiacion, EMS,...), la
mutagénesis insercional presenta una ventaja evidente: el gen mutado queda
etiqguetado por un fragmento de DNA de secuencia conocida, lo cual hace que su

clonacion sea mucho mas sencilla.

En todos los tipos de mutagénesis, uno de los aspectos clave es la generacion del
mayor numero posible de individuos mutagenizados, ya que, cuantos mas individuos
se obtengan, mayor sera la probabilidad de que un determinado gen quede afectado
por el tratamiento. Por lo que se refiere a la mutagénesis insercional, es necesario
disponer de un protocolo de transformacién genética, si empleamos un T-DNA, o de
activacion de elementos transponibles de secuencia conocida, en el caso de los
transposones, con una eficacia suficientemente alta como para obtener grandes

cantidades de lineas mutagenizadas.

Cuando se detecta un mutante, hay que comprobar que su fenotipo se debe al
fragmento de DNA de secuencia conocida empleado como mutageno y no esta
causada por ninguna otra fuente de variacion genética inherente a la produccion de las
lineas mutagenizadas (por ejemplo, variacion somaclonal o activacion de elementos
transponibles de secuencia no conocida). Para ello, se pueden llevar a cabo analisis
moleculares en poblaciones segregantes (por ejemplo, descendencias de
autofecundacion de la planta mutante) en las que se compruebe que el fragmento de
DNA que se usa como mutadgeno estd presente en todas las plantas con fenotipo

mutante.

Como alternativa al empleo de estas técnicas de biologia molecular, se podria estudiar
si existe cosegregacion entre el fenotipo mutante y alguna caracteristica que confiera
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dicho DNA al integrarse en una planta mutagenizada. Por ejemplo, si se emplea un T-
DNA con el gen marcador nptll, se podria analizar la resistencia a la kanamicina de las
plantas para saber si existe una asociacion entre el gen marcador y el fenotipo
mutante. Tras comprobar que hay cosegregaciéon, se pueden emplear técnicas de
clonacion como TAIL-PCR (Singer y Burke, 2003) o Anchor-PCR (Schupp et al., 1999)
para identificar el gen afectado con relativa rapidez.

La mutagénesis insercional se ha convertido en una excelente herramienta para la
generacion de mutantes y la clonacion de genes clave en diferentes procesos del
desarrollo o en la tolerancia a estrés. A continuacién se comentardn las principales
caracteristicas y las ventajas e inconvenientes de los sistemas mas utilizados,

transposones y T-DNA, asi como algunos ejemplos de aplicacion de estas estrategias.
Transposones

Los transposones son secuencias repetitivas de DNA que tienen la capacidad de
moverse (transponerse) de un lugar a otro en el genoma. EI movimiento del
transposon puede dar como consecuencia la disrupcion de un gen enddgeno, la
alteraciébn de sus niveles de expresion, la induccion de reordenamientos
cromosomicos Y, si se produce un aumento del nimero de copias, el incremento del
tamano del genoma (Kazazian, 2004). Los trabajos de McClintock en maiz en los afios
40 y 50 del siglo pasado fueron los que revelaron la existencia de estas secuencias
mdéviles en el genoma con capacidad de duplicarse y cambiar su posicion. Después de
identificar las secuencias Ac y Ds, que son las responsables de la translocacion e
integracion (Fedoroff et al., 1983), se ha podido aplicar este sistema a otras especies
distintas del maiz como Arabidopsis thaliana (Van Sluys et al., 1987), patata (Knapp et
al., 1988), tabaco (Hehl y Baker, 1990) y arroz (Enoki et al., 1999).

En tomate, se ha demostrado que este sistema también funciona (Yoder et al., 1988;
Yoder, 1990; Osborne et al., 1991; Rommens et al., 1992; Carroll et al., 1995). De
hecho, con esta aproximacion, se han podido clonar genes que confieren resistencias
a diferentes razas de Cladosporium fulvum (Jones et al., 1994; Takken et al., 1998) y
al virus del mosaico del tomate (Lanfermeijer et al., 2003). Se identificaron también los
genes Dwarf, que codifica un citocromo Pys (Bishop et al.,, 1996), DCL (DEFECTIVE
CHLOROPLASTS AND LEAVES), que participa en el desarrollo de los cloroplastos y
el parénquima en empalizada (Keddie et al., 1996), FEEBLY, que tiene funciones en el
metabolismo y desarrollo (Van der Biezen et al., 1996), DEM (DEFECTIVE EMBRYO
AND MERISTEMS), que organiza el tejido apical durante el desarrollo de los
embriones y la division celular en el meristemos de la raiz (Keddie et al., 1998), y
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TAPS3, que codifica un factor de transcripcion de la familia MADS-box necesario para la
especificacion de la identidad de pétalos y estambres (Meissner et al, 2000).
Recientemente, Carter y colaboradores (2013) utilizaron este sistema en combinacién
con la técnica de activacion transcripcional para generar mas de 500 lineas
independientes que Unicamente contienen elementos Ds. Aparte de su utilidad para
investigar mutantes presentes en esta coleccién, esta poblacién puede servir para

completar el mapa del genoma de tomate con las localizaciones de elementos Ds.

Aunque se han conseguido resultados muy interesantes, tanto con el sistema Ac/Ds
como con otros parecidos basados en los transposones, esta estrategia tiene ciertas
desventajas y limitaciones. En maiz (Greenblatt, 1984; Dooner y Belachew, 1989),
tabaco (Jones et al,, 1990; Dooner et al., 1991) y Arabidopsis thaliana (Keller et al.,
1993) se ha observado que los elementos moviles tienden a transponerse en
posiciones cercanas a su lugar de origen, es decir, su insercibn no es del todo
aleatoria. Como es logico, para su utilizacion en un programa de mutagénesis
insercional esta caracteristica no es nada deseable, ya que lo que se pretende es que
se puedan producir mutaciones en todo el genoma de la planta. Ademas, otro
problema es la posibilidad de que los transposones no se inserten de forma estable en
el genoma y cambien su posicién a lo largo de varias generaciones, como se ha

observado en Arabidopsis thaliana (Goodrich et al., 1997).
T-DNA

El T-DNA es un fragmento de DNA presente en los plasmidos de algunas especies de
Agrobacterium (e.g. A. tumefaciens). Estas bacterias han desarrollado un complejo
mecanismo que les permite transferir este fragmento de DNA hasta el nucleo de las
células vegetales para que sinteticen sustancias beneficiosas para ellas. Este
fragmento esta flanqueado por dos regiones de 25 pares de bases que se denominan
bordes (izquierdo y derecho). Para generar mutantes insercionales, el T-DNA se debe
insertar en el genoma de las plantas mediante transformacion con Agrobacterium

tumefaciens u otro método alternativo.

Diversos investigadores han estudiado el mecanismo de transferencia e integracion
del T-DNA en plantas y se ha demostrado qué factores de las plantas juegan un papel
importante en su integracion (Zupan et al., 2000; Gelvin, 2000, 2003). La distribucién
del T-DNA a lo largo del genoma es aleatoria (al menos hasta cierto punto), ya que no
existen puntos calientes o preferenciales de integracion (Franzmann et al., 1995).
Diversos autores (Miyao et al., 2003; Kolesnik et al., 2004) han demostrado que el T-
DNA es menos propenso a integrarse en puntos calientes, a diferencia de los patrones
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de integracion de los transposones Tos17y Ds en arroz. Se ha recalcado desde hace
tiempo que el T-DNA suele integrarse en regiones del genoma transcripcionalmente
activas (André et al., 1986; Koncz et al., 1989; Herman et al., 1990), lo cual seria una
ventaja porque es en estas regiones donde residen la mayor parte de los genes.

El analisis de varias colecciones de mutantes de insercion con T-DNA en Arabidopsis
ha indicado una tendencia a la integracion en regiones reguladoras 5’ de genes y en
regiones ricas en adenina y timina (Brunaud et al., 2002; Szabados et al., 2002).
Ademas, el andlisis de mas de 140.000 lineas T-DNA de Arabidopsis revel6 que
proporcionalmente habia menos inserciones en regiones centroméricas que en
regiones de eucromatina ricas en genes, lo cual sugiere de nuevo que los eventos de
insercién del T-DNA tienen preferencia por las zonas del genoma con alta densidad de
genes (Alonso et al., 2003). De igual forma, el analisis de mutantes T-DNA de arroz
indica una preferencia del T-DNA a insertarse en regiones ricas en genes, con obvia
predisposicidén de integracion en regiones reguladoras 5’ y 3’ (Sallaud et al., 2004). Por
otra parte, la caracterizacion de sitios de insercion del T-DNA de una coleccién de 108
plantas de fresa (Fragaria vesca L.) mediante técnicas de PCR (hiTAIL-PCR) y andlisis
bioinformatico revelaron una preferencia del T-DNA a integrarse en sitos que
contienen guanina y citosina (Ruiz-Rojas et al., 2010).

Ademas de lo dicho anteriormente, la mutagénesis con T-DNA presenta la ventaja,
respecto a los transposones, de que las inserciones de T-DNA dentro de una regién
concreta son quimica y fisicamente estables a lo largo de las generaciones
(Radhamony et al, 2005). Por todos estos motivos los mutantes insercionales
obtenidos con T-DNA se han utilizado como herramienta biotecnologica para la
identificacion de genes clave en diferentes procesos bioldgicos de las plantas.

Se han generado diferentes colecciones de lineas T-DNA en Arabidopsis thaliana (Li
et al., 2003, Krysan et al., 1999, Sessions et al., 2002, Alonso et al., 2003). En esta
especie modelo se estima que al menos el 88% de los genes han sido "afectados" al
menos una vez. La utilidad de este material es evidente y, de hecho, las lineas T-DNA
representan el 80% de las semillas distribuidas entre la comunidad cientifica. Se han
reportado mas de 225.000 lineas de insercion de T-DNA de Arabidopsis thaliana que
representan la casi saturacion del espacio genético de dicha especie. Ademas, se han
determinado los lugares precisos para mas de 88.000 inserciones de T-DNA, lo que ha
llevado a la identificacion de mutaciones en mas de 21.700 de los cerca de 30.000
genes predichos de Arabidopsis thaliana (Alonso et al., 2003).
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En arroz, también existen grandes colecciones de T-DNA desde hace varios anos
(Hsing et al., 2007; Jeon et al., 2000; Jeong et al., 2002; Wan et al., 2009; Wu et al.,
2003). En este caso se estima que se han generado mas de 518.000 lineas de
insercién. Con este numero de lineas es probable que el genoma de arroz, con sus
42.000 genes predichos, esté cerca de su saturacion con este tipo de mutaciones
(Droc et al., 2008).

Ademas, se han descrito colecciones de lineas de T-DNA en otras especies, como
Lotus japonicus L. (Webb et al., 2000), Medicago truncatula Gaertn. (Trieu et al., 2000;
Scholte et al., 2002), Salvia miltiorrhiza Bunge (Lee et al., 2008), Brachyponium
distachyon (L.) Bauv. (Vain et al, 2008), Populus tremula L. x Populus alba L.
(Harrison et al., 2007), Brassica rapa L. (Lee et al., 2004), Brassica napus L. (Bade et
al., 2003), Hordeum vulgare L. (Zhao et al., 2006), Fragaria vesca L. (Zhao et al.,
2004), Prunus domestica L. (Nagel et al., 2008), Malus domestica Borkh. (Flachowsky
et al, 2012) Solanum tuberosum L. (Butler et al, 2016), Beta vulgaris L.
(Mohammadzadeh et al., 2012), Cucumis melo L. (Kakutani et al., 2016). Por lo que
respecta al tomate, algunos investigadores han obtenido algunas lineas T-DNA en
tomate (Mathews et al., 2003; Gidoni et al., 2003), aunque su numero es limitado.

Nuestro grupo es el que ha generado la mayor coleccion de lineas T-DNA de tomate y
especies silvestres relacionadas (mas de 7.500 lineas). Estos trabajos se han llevado
a cabo con Solanum pennellii (Atarés et al., 2011), Solanum lycopersicum (Pérez-
Martin et al, 2017), Solanum pimpinellifolium (el ancestro del tomate) y Solanum
galapagense (resultados no publicados).

Para llevar a cabo un programa de mutagénesis insercional se puede emplear
cualquier T-DNA, pero lo habitual es utilizar construcciones que aporten un valor
anadido a las plantas transgénicas obtenidas. Una opcién es el empleo de vectores
gue activen la transcripcion de los genes vecinos a su punto de insercion para obtener
mutantes dominantes de ganancia de funcion (Activation Tagging). Para ello, se suele
utilizar un T-DNA con varios promotores 35S (Hayashi et al., 1992; Suzuki et al., 2001)
u otros similares. En este caso, la integracion del T-DNA corriente arriba de un gen
enddgeno podria provocar un aumento en su nivel de expresion y la aparicion de un
fenotipo alterado como consecuencia de dicha sobreexpresion. Estas construcciones
presentan dos ventajas respecto del empleo de otros T-DNA. En primer lugar, permite
identificar genes redundantes para una funcién (Kirik et al., 2004). La anulacion de
funcion de uno de estos genes redundantes no tendria por qué dar un fenotipo
mutante, ya que el otro gen situado en cualquier zona del genoma podria asumir su
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funcion. En segundo lugar, la activacién transcripcional permite identificar genes cuya
anulacién de funcién produce un fenotipo sutil (i. dificil de detectar), lo que si puede
ser factible mediante su sobreexpresion (Zhao et al., 2001; Van der Graaff et al., 2002;
Wen et al., 2004).

Con este sistema se han identificado varios genes en Arabidopsis (Kakimoto, 1996;
Kardailaky et al., 1999; Borevitz et al., 2000; lto y Meyerowitz, 2000; Huang et al.,
2001; Zhao et al., 2001). Por ejemplo, Weigel y colaboradores (2000) han identificado
30 mutantes dominantes de Arabidopsis a partir de 10.000 lineas transformadas con
una construccién que promovia la activacion transcripcional. En esa misma especie
modelo, Marsch-Martinez y colaboradores (2006), emplearon un método de activacién
transcripcional basado en el transposén En-I de maiz y, tras analizar 2.900 lineas,
encontraron 31 mutantes dominantes. En arroz, Wan y colaboradores (2009)
generaron, durante seis afos, una coleccion de 50.000 plantas transgénicas utilizando
el vector pER38 de activacion transcripcional y detectaron alrededor de 400 mutantes
dominantes. También se ha utilizado este sistema en Petunia x hybrida Hort. Ex E.
Vilm. (Zubko et al., 2002), Catharanthus roseus (L.) G. Don. (Van der Fits et al., 2001)
y en Populus tremula L. x Populus alba L. (Busov et al., 2011). En tomate, Mathews y
colaboradores (2003) generaron 10.427 lineas transgénicas independientes con una
construccion de activacion transcripcional que portaba cuatro copias del promotor 35S
e identificaron 1.338 lineas (12.83%) con alteraciones fenotipicas relacionadas con el
desarrollo de la planta.

Sin embargo, se ha visto que este sistema presenta algunos inconvenientes. Por
ejemplo, en Arabidopsis se ha encontrado una correlacién entre el numero de
inserciones de T-DNA, el estado de metilacion de la secuencia del intensificador 35S y
la actividad del mismo (Chalfun-dunior et al, 2003). Los autores de este trabajo
observaron que todas las plantas que portaban mas de una insercion de T-DNA
mostraban metilacion del intensificador 35S y un dramatico descenso en la actividad
del mismo. Esto indicaba que, en la mayoria de las lineas obtenidas mediante
activacion transcripcional, el intensificador 35S era silenciado debido a la metilacion
inducida por la integracion de multiples insertos de T-DNA. Como lo habitual en los
vectores de activacion transcripcional es poner varios promotores 35S en tandem,
existe la posibilidad de que la sobreexpresién de un gen conlleve a un mecanismo de
silenciamiento postranscripcional, es decir, en lugar de mutantes de ganancia de
funcion, lo que se obtienen son mutantes de pérdida de funcién. Otros inconvenientes
asociados al empleo de esta aproximacion son la alta frecuencia de plantas que
muestran efectos pleiotropicos y la dificultad a la hora de clonar el gen afectado, ya

33



que la influencia de las sefnales reguladores se puede producir aunque el inserto esté
situado lejos del gen enddgeno, es decir, no siempre el gen queda etiquetado por el

inserto.
Trampas génicas

Se han desarrollado otros tipos de vectores, denominados genéricamente como
‘trampas génicas’ (trapping), que pueden aportar un valor afadido a las lineas T-DNA
en el contexto de un programa de mutagénesis insercional. En este caso, el T-DNA
porta, ademas de un gen marcador, un gen delator con un promotor minimo, sin
promotor, con un sitio aceptor de splicing. Se pueden diferenciar, pues, tres tipos de
trampas génicas: trampas de intensificadores, trampas de promotores y trampas de
genes (Springer, 2000).

Cuando se emplea una trampa génica en un programa de mutagénesis insercional hay
dos alternativas para identificar nuevos genes. La primera es evaluar el fenotipo y ver
si la insercién del T-DNA en un gen enddgeno ocasiona un cambio cualitativo. La
segunda consiste en evaluar la expresion del gen delator en diferentes érganos vy
tejidos, y a lo largo de diversos estados del desarrollo, para ver si aparecen patrones
de expresion del gen delator asociados a un cierto gen endégeno. La informacion de
ambas estrategias puede ser complementaria, ya que una vez identificado un fenotipo
mutante se puede obtener informacion adicional sobre el gen endégeno mediante el
analisis del patrdn de expresion del gen delator en las plantas mutantes.

El gen delator méas utilizado en una trampa génica es el gen uidA que codifica la
proteina GUS. Una de las ventajas de este delator frente a otras alternativas es que la
observacién microscépica de la tincién de la proteina GUS es tremendamente mas
sensible que la de otros genes delatores (e.g. GFP o Luc), ya que permite su
deteccion en una o pocas células (Topping et al., 1994; Sundaresan et al.,; 1995,
Campisi et al., 1999; He et al., 2001).

Como ya se ha comentado, existen tres tipos de trampas génicas. En la trampa de
intensificadores (“enhancer trap’; Figura 11 A), el gen delator se fusiona con un
promotor minimo (caja TATA con un sitio de inicio de la transcripcién). El promotor
minimo es incapaz de promover un nivel de transcripcion detectable, pero su insercion
en el area de accion de un determinado intensificador, y en la direccién correcta, activa
la expresion del delator, imitando el patrébn de expresion que dicho intensificador
confiere al gen enddgeno. El sistema se describid por primera vez en un trabajo con

Drosophila (O'Kane y Gehring, 1987) y, desde entonces, ha sido utilizado con éxito en
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especies vegetales como Arabidopsis thaliana (Geisler et al., 2002; He et al., 2001;
Sundaresan et al., 1995), arroz (Johnson et al., 2005; Peng et al., 2005; Sallaud et al.,
2003; Wu et al., 2003), Solanum pennellii (Atarés et al., 2011), Solanum lycopersicum
(Pérez-Martin et al, 2017), Solanum pimpinellifolium y Solanum galapagense
(resultados no publicados).

La trampa de promotores (promoter trap) tiene una estructura idéntica a la anterior,
pero sin el promotor minimo. En este caso, para que se exprese el delator es
necesario que el T-DNA se inserte en uno de los exones de un gen enddgeno (Figura
11 B). Este tipo de construcciones han sido muy valiosas para identificar marcadores
especificos de determinados tipos celulares (Lindsey et al, 1993). En particular,
descubrir genes que se expresen de forma especifica a lo largo del desarrollo de un
embrién representa un desafio importante por las limitaciones de tamafo y
accesibilidad. Pese a ello, Blanvillain y Gallois (2008) comprobaron que mediante la
utilizacién de una trampa de promotores se pueden solventar estos problemas y
alcanzar el objetivo deseado.

Por ultimo, la trampa de genes (gene trap) no tiene promotor, sino un sitio aceptor de
splicing justo antes de la regidén estructural del delator (Sundaresan et al., 1995). En
este caso, para que se exprese el delator es necesario que el T-DNA se inserte en uno
de los intrones de un gen enddgeno y en la misma orientacion (Figura 11 C).

N

A Enhancer TATA
' ' ‘ TATA Enhancer -trap
—
B Enhancer TATA
4%*_*” promotor-rap

Figura 11. Esquema de las construcciones utilizadas como trampas génicas y
proteinas resultantes de la expresion del gen enddgeno y del gen delator. A)
trampa de intensificadores. B) trampa de promotores. C) trampa de genes. En
color rojo el gen enddgeno y la proteina correspondiente; en azul el gen delator.
(Springer, 2000).
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Por tanto, cada tipo de trampa tiene sus ventajas e inconvenientes. En el caso de la
trampa de intensificadores, como basta que se inserte en el area de accion de un
intensificador (regién promotora, exones, intrones e incluso fuera del gen enddgeno),
el nimero de eventos donde se observa la expresion del gen delator es mayor. El
inconveniente estriba en que, como el intensificador puede activar la expresion del gen
delator a una distancia considerable, el esfuerzo a la hora de clonar el gen puede ser
mayor. Por otro lado, el inconveniente principal de las trampas de promotores y de
genes, es que para que funcionen deben integrarse dentro de un exdn o de un intrén,
respectivamente, y, por tanto, el numero de genes que van a detectarse es menor. Por

el contrario, en este caso, el gen queda estrictamente etiquetado por el T-DNA.

El interés de esta estrategia estriba en la naturaleza dual de las trampas. Por un lado
generan mutaciones de insercién como cualquier T-DNA vy, por otro, permiten estudiar
el patrén de expresion del gen etiquetado. De esta forma, ademas de poder inferir la
funcién del gen etiquetado a partir del fenotipo mutante, se puede obtener informacién
relacionada con el patrén de expresion espacio-temporal de dicho gen, ya que, por el
diserio de las trampas, la expresién del gen delator puede imitar la expresion del gen
enddgeno etiquetado. Ademas, el empleo de trampas génicas tiene grandes ventajas
sobre la mutagénesis insercional sensu stricto porque, gracias al estudio del patron de
expresion del delator, se pueden identificar genes con funciones redundantes, genes
que se expresan en multiples estados de desarrollo y producen efectos pleiotrépicos,
genes cuya disrupcién provoca letalidad temprana, y genes cuya disrupcién ocasiona
un fenotipo tan sutil que a veces no llega a detectarse en la evaluacion fenotipica de
las plantas (Springer, 2000).
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En nuestro grupo se ha generado una coleccién de més de 7000 lineas T-DNA de
tomate y especies silvestres relacionadas con el fin de encontrar mutantes que
permitan identificar los genes que controlan diferentes caracteres. En colaboracion con
los grupos del Dr. Lozano (Universidad de Almeria) y la Dra. Bolarin (CEBAS-Murcia)
se han identificado mas de quinientos mutantes y se han clonado unos treinta genes
implicados en diversos caracteres del desarrollo o en la tolerancia al estrés salino.

Hasta hace poco, la seleccion de mutantes relacionados con estrés abibtico se
realizaba en funcion de su capacidad para mostrar un desarrollo normal en
condiciones control y un comportamiento diferencial en condiciones estresantes. No
obstante, nuestros resultados recientes han revelado la intima relacién entre ciertos
caracteres del desarrollo y la tolerancia a estrés abiético. Por ejemplo, un mutante con
mayor desarrollo del sistema radicular podria ser mas tolerante a situaciones de
sequia. Alternativamente, ciertas condiciones de estrés provocan cambios en el color
de la hoja o en la senescencia foliar y, por ello, la deteccion de mutantes alterados en
estos procesos puede ayudar a identificar genes relacionados con estrés abibtico.
Asimismo, nuestros resultados previos han revelado una conexién funcional entre el
desarrollo del meristemo apical y la tolerancia a estrés salino. En conjunto, estos
resultados han abierto el camino para identificar genes directa o indirectamente
relacionados con la tolerancia a estrés abidtico a través del andlisis de ciertos
mutantes del desarrollo que muestran un fenotipo alterado en condiciones control.

Con estos antecedentes se establecen los siguientes objetivos:

1. Poner a punto un método para identificar mutantes afectados en su tolerancia
al estrés hidrico y realizar un escrutinio en lineas T-DNA.

2. Caracterizar fenotipica y genéticamente los mutantes con cambios en el nivel
de tolerancia a estrés hidrico.

3. Continuar con el escrutinio de lineas T-DNA de tomate y Solanum galapagense
en condiciones de estrés salino.

4. Caracterizar fenotipica y genéticamente los mutantes de tomate y Solanum
galapagense alterados en el nivel de tolerancia a estrés salino.

5. Caracterizar fenotipica y genéticamente mutantes alterados en caracteres del
desarrollo que pueden estar directa o indirectamente relacionados con la
tolerancia a diversos tipos de estrés abibtico.

6. Iniciar el analisis funcional del gen identificado en el mutante dor (defective in
organogenesis and rooting).
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MATERIAL Y METODOS
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3.1 Material vegetal y técnicas basicas

En este trabajo se han utilizado lineas T-DNA de tomate (Solanum lycopersicum) de
los cultivares Moneymaker y P73 y lineas T-DNA de Solanum galapagense, una
especie silvestre del mismo género, obtenidas en nuestro grupo a través de la
transformacién genética con una trampa de intensificadores (Atarés et al., 2011) con el
vector pD991 (Figura 12) cedido amablemente por el Dr. Thomas Jack (Dpto. de

Ciencias Bioldgicas de la Universidad de Dartmouth).
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Figura 12. Representacién esquematica del plasmido pD991 que incluye la
trampa de intensificadores.

Las lineas T-DNA de tomate cultivado se nombraron con numeros consecutivos
seguidos del acronimo ET MM o ET 73 por la construccién utilizada (i.e. Enhancer
Trapping) y el genotipo transformado, Moneymaker o P73 respectivamente. En el caso
de las lineas T-DNA de Solanum galapagense se nombraron con las letras ET GA.
Para la realizacion de esta tesis el material de partida fueron semillas TG2 obtenidas

de la autofecundacién de plantas transformantes diploides TG1.
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3.1.1. Esterilizacion de semillas

El cultivo in vitro en condiciones axénicas requiere de una esterilizacion superficial del
material vegetal antes de su implantacién. EI método empleado para la esterilizacion
de las semillas de las dos especies fue el mismo y consistié en sumergirlas en una
solucién de hipoclorito de sodio al 2% m/v (lejia comercial diluida a 50%). Para mejorar
el contacto del material vegetal con la solucion esterilizante se afadieron unas gotas
de un agente tensoactivo, 7X-O-matic (Flow Laboratories, Inc, Virginia, EEUU).
Después de sumergir las semillas durante 30 minutos en esta solucion, se realizaron
tres lavados consecutivos de 5, 10 y 15 minutos en agua destilada estéril para eliminar

los restos del agente esterilizante en una cabina de flujo laminar.

3.1.2. Obtencion de plantulas y plantas axénicas

Las semillas esterilizadas se sembraron en placas Petri a las que previamente se
habia introducido dos hojas de papel de filtro y 7 mL de agua estéril. Las placas se
cultivaron en una camara a 25°C y oscuridad hasta que las radiculas de las semillas
emergen. Una vez que las semillas germinan se transfieren al medio de germinacién

(Tabla 4) para que sigan con su crecimiento.

Tabla 4. Medio de germinacion MG

Componente (g-L7)
Solucién mineral | MS*
Sacarosa | 10
Agar bacteriolégico (Duchefa®) | 8

* Murashige y Skoog, 1962

Las plantas axénicas se obtuvieron a partir del cultivo de los apices meristematicos de
las plantulas (Figura 13).

Apices
meristematicos

Plantulas de Obtencion de
Pregerminacion Siembraen MG explantes

Cotiledones

Figura 13. Obtencién de plantulas y plantas axénicas. La barra representa 1 cm.
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Una vez anadidos los componentes de los medios de cultivo el pH se ajusté a 5.7 con
KOH y HCI antes de anadir el agente gelificante. Los medios de cultivo se esterilizaron
en autoclave a 115°C durante 30 minutos. El medio de germinacién salino es el medio
MG suplementado con NaCl 100 mM para el caso de las lineas T-DNA de tomate
cultivado y 75 mM para las lineas de Solanum galapagense.

Los apices meristematicos se cultivaron en recipientes de vidrio (105 mm de altura x
95 mm de diametro) con 50 mL de medio basico MB3 (Tabla 5) durante un periodo de
25 a 30 dias. Las camaras de cultivo empleada para éste y el resto de experimentos
tenian fotoperiodo (16 horas luz / 8 horas oscuridad) y una intensidad luminosa de 70

HE-m?-s™ y una temperatura constante de 25 + 2°C.

Tabla 5. Medio basico MB3
Componente gL’
Solucién mineral | MS*
Sacarosa | 30
Myo-inositol | 0,1
Tiamina clorhidrica | 0,001
Agar bacteriolégico (Duchefa®) | 8

3.1.3. Clonacion de plantas

La propagaciéon clonal tuvo como objetivo la obtencién de plantas genéticamente
idénticas a través de la multiplicacion vegetativa. Para la clonacién se utilizaron apices
meristematicos o0 yemas axilares que se cultivaron en recipientes de vidrio (150 mm de

altura x 60 mm de diametro) con 40 mL de medio basico MB3 (Tabla 5).

3.1.4. Aclimatacion y cultivo en invernadero

Las plantas axénicas con 30 dias de cultivo
en medio basico, tras desarrollar un sistema
radicular suficiente, estaban listas para ser
aclimatadas. En primer lugar, se extraia la
planta del recipiente de vidrio, eliminando los '
restos de agar de la raiz y procurando no
dafnarla. Después, se trasplantaba a una |
maceta (9 cm de diametro) que contenia fibra

de coco estéril y se cubria con un vaso de
plastico transparente para evitar la

deshidratacion (Figura 14). A los 10-15 dias  Figura 14. Plantas recién aclimatadas.

La barra representa 1 cm.
se trasplantaban a una maceta de mayor P
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tamano (28 cm de diametro) con fibra de coco y se retiraba el vaso de plastico sin que
las plantas se deshidrataran, dandose por concluida la etapa de aclimatacion.

Las plantas se cultivaron en invernadero, entutoradas a una guia, con sistema de
refrigeracion por aire acondicionado, iluminacién artificial (lamparas de mercurio de
400 W) y abonado mediante fertirrigacion.

3.2. Esquema de trabajo con las lineas T-DNA

Este es el esquema de trabajo que se ha seguido con las lineas T-DNA de tomate y
Solanum galapagense obtenidas previamente en nuestro grupo (Figura 15).

Deteccion de mutantes

Andlisis Analisis
fenotipico genetico

L
Desarrollode Modo de Nimero de
la planta hormonas. .. herencia insertos

\ J
Desarrollo Dasarrollo |
temprano reproductivo Cosegregacion
inserto nptll
funcional
MorfogeneSIs

Identificacion del gen alterado

funcional |
I II 1 Cruce con S.
pimpinellifolium
Sobrexpresion AHFIECI.D,H e Complementacion
HACEn Obtencion
de F2

: | Secuenciacion

Figura 15. Representacion del esquema de trabajo general llevado a cabo en
nuestro programa de mutagénesis insercional
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El primer paso del programa de mutagénesis insercional fue identificar los mutantes.
Para ello, se emplearon un numero suficiente de plantas TG2 (24 plantas por cada
linea T-DNA) para poder detectar tanto las mutaciones dominantes como las de
caracter recesivo (en ese caso sélo se observa el fenotipo mutante en una cuarta parte
de las plantas analizadas). En nuestro caso, se identificaron mutantes mediante el
cultivo de plantas TG2 en invernadero y también empleando el cultivo in vitro como
método de escrutinio. Ademas, en algunos de los experimentos de identificacion de
mutantes se incluyeron agentes estresantes para poder detectar mutantes afectados

en la tolerancia a esos estreses.

Una vez se identificaba un presunto mutante y se corroboraba dicho resultado, se
llevaba en paralelo su andlisis fenotipico, para ver qué caracteres estaban afectados, y
su andlisis genético, para saber el modo de herencia del caracter y si el gen afectado
ha quedado etiquetado por algun fragmento de ADN de secuencia conocida. Este
punto es muy importante ya que si existia cosegregaciéon se abordaba un Anchor-PCR
para intentar secuenciar las regiones flanqueantes al T-DNA y lograr asi identificar el
gen alterado. En cambio, si no se puede establecer ninguna cosegregacion entre un
fragmento de ADN de secuencia conocida (sea un inserto total o un inserto parcial del
T-DNA y/o del cuerpo del vector) y el fenotipo mutante, se procedia de forma diferente:
cruzando una planta mutante con Solanum pimpinellifolium, obteniendo la generacion
F2 de ese cruce, identificando suficientes plantas mutantes en esa generacién e
identificando los genes candidatos por técnicas de secuenciacion (mapeo por
secuenciacion). Obviamente esta opcion conllevaba mucho mas tiempo y esfuerzo

hasta lograr saber cual era el gen alterado.

Por dltimo, una vez se habia identificado el gen que podia ser el responsable del
fenotipo detectado se procedia a su analisis funcional mediante su sobreexpresién y
anulacion de funcién en la linea parental o mediante la complementacion del mutante
para revertir su fenotipo. A continuacién se explica con detalle la metodologia llevada a
cabo en esta tesis en cada uno de los pasos del esquema de trabajo.

3.3. Deteccion de mutantes

Se llevé a cabo el escrutinio de lineas T-DNA para identificar los mutantes afectados
en su tolerancia tanto para estrés salino como para estrés hidrico. Para el estrés salino
se han evaluado 175 lineas T-DNA de tomate cultivado y 202 lineas T-DNA de
Solanum galapagense. En cuanto al estrés hidrico, se han evaluado 83 lineas de T-
DNA de tomate. Todos estos escrutinios se han llevado a cabo en la generacion TG2
de cada linea para poder identificar mutaciones recesivas y tener una buena fiabilidad
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en dicha deteccién. Esto ha supuesto cultivar mas de 11.000 plantas TG2 (24 plantas
de cada linea) para cada condicion evaluada.

3.3.1. Deteccion de mutantes alterados en la tolerancia a salinidad

Para identificar mutantes afectados en su tolerancia a la salinidad mediante el
escrutinio de una coleccion de lineas T-DNA, se decidi6 utilizar la metodologia
previamente puesta a punto en nuestro grupo (Sanchez-Sauceda, 2016). Como
material de partida se emplearon semillas TG2 que, una vez esterilizadas y
pregerminadas, se transfirieron a medio de germinacién con cloruro sodico (NaCl) y se
mantuvieron en la camara de cultivo (ver apartado 3.1.2) durante 30 dias. Las lineas
identificadas como mutantes se cultivaron de nuevo para corroborar el fenotipo
observado. Ademas, al detectar un mutante en condiciones de cultivo con salinidad,
también se evalu6 en condiciones control (i.e. medio de germinacion sin NaCl) para
determinar si el fenotipo detectado era especifico de estrés salino (s6lo se observaron
alteraciones en condiciones salinas) o, por el contrario, era un mutante afectado en

caracteres del desarrollo.

3.3.2. Deteccion de mutantes alterados en la tolerancia al estrés hidrico

Para abordar el escrutinio de una coleccion de lineas T-DNA y conseguir la
identificacion de mutantes afectados en su tolerancia al estrés hidrico se decidié poner
a punto un método que permitiera conseguir esto de forma eficiente. En este caso se
probaron tres tipos de evaluaciones, una con cultivo in vitro y otras dos cultivando las
plantas en el invernadero. Tras analizar los resultados de estos experimentos (datos
no mostrados) se decidié realizar el escrutinio en condiciones de cultivo in vivo con

tres ciclos de ausencia de riego de diez dias de duracién cada uno.

Por tanto, la metodologia para el escrutinio de lineas T-DNA alteradas en su tolerancia
al estrés hidrico consistié6 en someter a plantulas con tres hojas verdaderas cultivadas
en macetas de 14 cm de diametro con fibra de coco a tres ciclos consecutivos de falta
de riego (10 dias cada ciclo). El experimento se llevd a cabo durante 30 dias en los
que se rego los dias 0, 10, 20 y 30. La ventaja de esta metodologia es que, en
principio, se podian detectar tanto mutantes sensibles al estrés hidrico como tolerantes
respecto al WT (Figura 16).
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Pregerminacion
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Condiciones iniciales

! ‘I Primer ciclo de estrés
Dia 10 Riego.

Dia 11. Recuperacién e
inicio de segundo ciclo de
esirés.

Figura 16. Representacion del primer ciclo del método para la identificacion de
mutantes afectados en su tolerancia al estrés hidrico en lineas T-DNA de tomate.
Las barras representan 10 cm.

3.4. Analisis fenotipico

El analisis fenotipico de los mutantes identificados se realiz6 en condiciones in vitro e
in vivo y en diversas etapas de su desarrollo que iban desde el estudio de la plantula y
de la planta axénica hasta el desarrollo reproductivo variando segun la naturaleza del
mutante. A continuacién se describen los principales caracteres que se estudiaban en
cada etapa del desarrollo.
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3.4.1. Desarrollo de la planta in vitro

El analisis fenotipico in vitro presenté algunas ventajas respecto del crecimiento in
vivo: condiciones ambientales mas controladas, menor necesidad de espacio, mayor
rapidez, posibilidad de visualizar continuamente las raices y evaluacion de caracteres
imposibles de analizar in vivo (e.g. capacidad de regeneracion adventicia).

Desarrollo temprano y morfogénesis

El analisis fenotipico comenzd con la evaluacién del desarrollo de las plantulas que se
obtenian tras la germinacion de las semillas (Figura 17). En esta etapa se observaba
la formacion de la raiz embrionaria, el desarrollo del apice meristematico, el desarrollo
de las primeras hojas y la presencia de eventos de muerte temprana, senescencia,
clorosis, etc. Ademas, los cotiledones e hipocétilos de las plantulas de 7 dias se
emplearon para evaluar su capacidad de regeneracion adventicia cultivandolos en
medio IKZ 4.0 4.0 1.0 (MB3 + &cido indolacético 4 mg-L™" + kinetina 4 mg-L" + zeatina
1 mg-L") o para evaluar su capacidad de enraizamiento adventicio cultivandolos en
medio | 4.0 (MB3 + &cido indolacético 4 mg-L™"). Estos experimentos se podian
complementar empleando los mismos medios pero utilizando como material de partida
explantes de hoja.

Los é&pices meristematicos se
utilizaron para obtener plantas
axénicas (Figura 17), evaluar la
parte aérea de la planta
(desarrollo del apice, morfologia
foliar, etc.) y para estudiar el
desarrollo de las raices
adventicias en medio base o
anadiendo al MB3 diferentes
tipos (&cido indolacético, &cido

indolbutirico, etc.) y

concentraciones de auxinas.

_ Figura 17. Plantula de 7 dias y planta axénica de
También se emplearon para 30 dias de tomate (izquierda y derecha
respectivamente). La barra representa 1 cm.

evaluar el efecto del estrés
salino sobre los mutantes afadiendo al medio base MB3 diferentes concentraciones
de NaCl.
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3.4.2. Desarrollo de la planta in vivo

El analisis fenotipico in vivo se realiz6 a partir de semillas o a partir de plantas
aclimatadas. Las plantas cultivadas en el invernadero se caracterizaron tanto en su
desarrollo vegetativo como reproductivo mediante toma de imagenes y mediciones de
diferentes partes de las plantas. Se especifica en cada mutante las caracteristicas de

estos analisis.

Injertos

En algunas ocasiones se han realizado injertos entre plantas mutantes y plantas WT
para evaluar la influencia que tiene la parte aérea y la parte radicular sobre el fenotipo
mutante observado o para conseguir semillas de un mutante que tuviera muy afectado

el desarrollo radicular y no pudiera crecer hasta dar frutos.
El proceso para la realizacion de injertos fue el siguiente (Figura 18):

a) Una vez esterilizadas y pregerminadas las semillas WT y M se sembraron en
una maceta con sustrato en el invernadero.

b) Tras 10 dias de cultivo, cuando comenzaron a aparecer las primeras hojas
verdaderas, se eliminaron los cotiledones y las hojas expandidas del apice
meristematico de la plantula que iba a ser la parte aérea del injerto.

c) Después se realizd un corte en bisel por debajo de los cotiledones en ambas
plantulas de tal manera que tuvieran un didmetro similar y se juntaron ambas
partes (patron-injerto) uniéndose con una pinza.

Corte en bisel Injerto

Plantula de 10 dias ¥ «ﬁ Colocacioén en el patrén

Figura 18. Procedimiento para la realizacion de injertos. La barra representa 1 cm.

Los injertos se representan como una fraccién indicando el genotipo de la parte aérea
en la parte superior y el genotipo de la raiz en la parte inferior.
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3.4.3. Técnicas de microscopia

En algunos mutantes se realizaron estudios histolégicos utilizando un microscopio
optico (LEICA 5000) con camara digital DS-Ri. La preparacién de las muestras se
realiz6 mediante la siguiente metodologia.

Fijacion de las muestras e inclusion en parafina

Se introdujeron pequenas secciones de tejido vegetal en el fijador FAE (Tabla 6) y se

sometieron a vacio durante 5 minutos.

Tabla 6. Composicién del fijador FAE

Componente Concentracion

Etanol absoluto 50%
Formaldehido 37% 10%
Acido acético glacial 5%

Posteriormente se cambié el fijador utilizado por fijador fresco y se mantuvieron las
muestras de 4 a 16 horas a 4°C. Transcurrido este tiempo se eliminé el fijador y se
fueron haciendo cambios cada media hora a soluciones de etanol con concentraciones
crecientes (50%, 70%, 85%, 95% y 100%). Después, se pasaron las muestras por
concentraciones crecientes de Histoclear en etanol absoluto (33%, 50%, 67% y 100%).
Tras esto, se pasaron las muestras por concentraciones crecientes de Parafina en
Histoclear (33%, 50%, 67% y 100%) manteniendo una temperatura de 58°C. Una vez
las muestras quedaron incluidas en Parafina ya se pudieron montar los bloques para
que el tejido pudiera ser cortado con un micrétomo y obtener asi las secciones

correspondientes para montarlas sobre portaobjetos con Polysina.
Eliminacion de la parafina y tincion con azul de toulidina

Para eliminar la parafina y tefiir los tejidos de los cortes se sumergieron los
portaobjetos en las siguientes soluciones: Histoclear durante 10 minutos, EtOH 100%
durante 10 minutos, EtOH 90% durante 5 minutos, EtOH 70% durante 5 minutos y
agua durante 10 minutos. Después de realizar estos pasos se sumergieron los
portaobjetos en una solucion de azul de toulidina 0,02% durante 2 minutos, se lavaron
con agua para eliminar los restos de colorante y se dejaron secar. Por ultimo la

muestra se visualiz6 en el microscopio capturando las imagenes correspondientes.
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3.4.4. Cuantificacion de hormonas vegetales endégenas

Para la cuantificacion de las hormonas endoégenas se tomaron muestras de 100 a 200
mg de tejido vegetal fresco de las plantas que se deseaban analizar (3 réplicas
biolégicas por cada genotipo). Las muestras se molieron con nitrégeno liquido antes
de realizar la cuantificacion que se llevd a cabo en el Servicio de Cuantificacion de
Hormonas del IBMCP. El protocolo utilizado en este andlisis incluyé la extraccién y
purificacion de las muestras con 2-3 columnas de extraccién en fase solida (SPE; de
fase reversa e intercambio iénico), el uso de estandares internos deuterados (excepto
para el caso de JA, que se utilizd dihidrojasmonico) y el andlisis mediante UPLC-
espectrometria de masas (UPLC acoplada a Q-Exactive, Orbitrap). Las hormonas

cuantificadas fueron:

a) Giberelinas (GA’s): incluyendo dos GA’s de las rutas biosintesis de GA1 y
GA4.

b) Hormonas acidas: incluyendo el acido jasménico (JA), el acido salicilico (SA),
el acido indolacético (IAA) y el acido abscisico (ABA).

c) Citoquininas (CK’s): Incluyendo la dihidrozeatina (DHZ), la isopenteniladenina
(IP) y la trans-zeatina (tZ).

Se ha representado la diferencia relativa de cada hormona analizada del mutante
respecto del cv. Moneymaker ((M-WT)/WT) y si existié diferencia significativa mediante
el test t entre la media de la concentracién del WT y del mutante para cada hormona

analizada.

3.4.5. Evaluacion del contenido de agua relativo RWC

Para evaluar si algunas de las lineas con fenotipos relacionados con la tolerancia a
sequia o salinidad tenian alterados los procesos de transpiracion se decidié medir su
capacidad de retencion del agua. Esto se llevé a cabo mediante la aplicacion de la
metodologia descrita por Fanourakis y colaboradores (2011). La metodologia fue la
siguiente (Figura 19).

a) Se cortaron 20 foliolos para cada condiciéon y se mantuvieron durante 1 hora en
un medio con el 100% de humedad relativa para conseguir una hidratacién
maxima. Esto se consiguié dejando los foliolos sobre un papel de filtro
humedecido e introduciendo todo ello en bolsas de plastico cerradas.

b) Se procedié a pesar los foliolos después de este periodo, determinando el peso
fresco saturado (SFW).
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c) Inmediatamente después se dejaron los foliolos fuera de la bolsa sobre una
gradilla durante 4 horas y se pesaron para determinar el peso fresco (FW).

d) Por dltimo, se colocaron los foliolos en una estufa a 80°C durante 24 horas
para eliminar toda el agua y se pesaron para obtener el peso seco (DW).

e) Finalmente se calculé el contenido de agua relativo (RWC) mediante la

siguiente férmula:
FW — DW

= SFrw —pw ~ 100

Muestra Hidratacion durante 1hora

Colocar en estufa a 80°Cdurante 24 horas

Fresh weight—Dry weight
RWC= e
Saturated fresh weight—Dry weight

Figura 19. Metodologia para calcular el contenido de agua relativo RWC.

3.5. Analisis genético

El andlisis genético de los mutantes identificados se llevé a cabo para averiguar cual
era su modo de herencia asi como para saber el niumero de insertos T-DNA que
portaban. Ademas, combinando los resultados de fenotipo y presencia o ausencia de
un inserto de T-DNA se pudo averiguar cudl de ellos presentaba cosegregacion y, por
tanto, podia ser identificado el gen alterado mediante Anchor-PCR.
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3.5.1. Analisis del modo de herencia del fenotipo mutante

Mediante los andlisis del fenotipo de las plantas transformadas (TG1) y las
segregaciones observadas en sus descendencias (plantas TG2 obtenidas mediante
autofecundacién de las TG1 o plantas procedentes de retrocruces) se vio qué tipo de
mutacion se habia producido. Como ya se ha comentado, el material vegetal
empleado en este trabajo fueron plantas TG2, por tanto, si el modo de herencia de la
mutacion fuera dominante, la planta TG1 mostraria un fenotipo mutante y en la
descendencia TG2 obtenida por autofecundacién se esperaria que % de los individuos
fueran mutantes (homocigotos y hemicigotos) y 4 WT (acigotos). En cambio, si el
modo de herencia de la mutacion fuera recesivo, la TG1 mostraria el fenotipo WT y en
la descendencia se esperaria que % tuvieran fenotipo WT (acigotos y hemicigotos) y
fenotipo mutante (homocigotos). Con este analisis, ademéas del modo de herencia, se
pudo analizar la influencia de la mutacién en la viabilidad de las plantas mutantes o,
dicho de otro modo, la presencia de mecanismos de subletalidad asociados a la

mutacion.

Por ultimo, el ajuste de los datos observados a los datos esperados para cada una de
las segregaciones posibles se realiz6 mediante el Test x° aceptando la hipétesis de
partida cuando la probabilidad de fallo era menor del 5%. En el caso de realizar varios
experimentos donde se analizaba la segregacion fenotipica, se llevé a cabo el Test y*
de homogeneidad para asegurarnos de que se podian unir todos esos datos y tratarlos

como si estuvieran obtenidos en un Unico experimento.

3.5.2. Analisis del numero de insertos de T-DNA

Para saber si en una planta habia algun inserto T-DNA el primer paso fue determinar
si esa planta era resistente a la kanamicina. De esta forma se detectaban todas
aquellas plantas que portaban, al menos, un inserto T-DNA con el gen nptll funcional.
En esta Tesis se utilizd principalmente el analisis de la resistencia a la kanamicina
como método para estimar el nimero de insertos T-DNA con el gen nptll funcional.
Para saber si una planta era resistente o sensible a la kanamicina se cultivaron
semillas en medio de germinacion, yemas axilares en medio de enraizamiento o
explantes de cotiledén u hoja en medio organogénico, todos ellos con 100 mg-L" de
kanamicina (Figura 20). Tras estos andlisis, en el caso de que hubiera un Unico inserto
de T-DNA con el gen nptll funcional, la segregacién observada en TG2 se ajustaria a 3
Kan® : 1 Kan®; mientras que si hubieran dos insertos de T-DNA con el gen nptll
funcional, la TG2 se ajustaria a una segregacion de 15 Kan” : 1 Kan®.
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Figura 20. Evaluacién de la resistencia a la kanamicina en cotiledones, hojas y
yemas axilares (izquierda, centro y derecha respectivamente). La barra representa
1cm.

El ajuste de los datos observados a los datos esperados se hizo de forma anéloga al

visto en el analisis del modo de herencia.

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

La determinacién de si existia cosegregacion de un inserto T-DNA (sea completo o
parcial) y el fenotipo mutante fue un aspecto clave en el estudio de estas lineas.
Mediante técnicas de cultivo in vitro se pudo establecer la cosegregacion entre la
presencia de un inserto T-DNA con el gen nptll funcional y el fenotipo mutante. Para
ello hubo que comparar en plantas de poblaciones segregantes (TG2 y TG3
habitualmente) las segregaciones respecto de su fenotipo y de su resistencia a la
kanamicina. En estos experimentos se modelizé la segregacién esperada para los
casos de cosegregacion y de ausencia de cosegregacion. Por ejemplo, en un mutante
recesivo, si se encontraba una planta mutante (M) sensible a la kanamicina (Kan®) se
podia establecer que no existia cosegregacion de un inserto T-DNA con el gen nptll

funcional y el fenotipo mutante.

El ajuste de los datos observados a los datos esperados se hizo de forma anéloga al

visto en el analisis del modo de herencia.
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Analisis de cosegregacion mediante PCR

Cuando se evalla la resistencia a la kanamicina mediante cultivo in vitro, s6lo se podia
saber si se habia integrado algun inserto T-DNA con el gen nptll funcional. En el caso
de los mutantes que presentaban alguna planta de fenotipo mutante sensible a la
kanamicina (el fenotipo mutante no estaba causado por la insercion de un T-DNA con
el gen nptll funcional), se comprobaba si la mutacion estaba causada por la insercidén
de un fragmento parcial del T-DNA o del cuerpo del vector (el mutante seria sensible a
la kanamicina pero el gen afectado podria estar etiquetado por un fragmento de ADN
de secuencia conocida). La alternativa para evaluar la presencia de estas secuencias
fue realizar varias reacciones de PCR disefiando diferentes parejas de cebadores para
amplificar fragmentos del T-DNA o diferentes regiones del cuerpo del vector del
plasmido pD991 (Figura 21). Las condiciones de la PCR utilizadas fueron:
desnaturalizacién inicial de 5 min a 94°C, seguido de 35 ciclos de 30 s a 94°C, 30 s a
60°C y 1 min a 72°C, terminando con una extension final de 5 min a 72°C. Las
reacciones de PCR se analizaron por electroforesis en gel de agarosa, tefiidas con
BrEt al 1% y se visualizaron con luz U.V.

pD991

=60 CaMV minimal promoter

ATG STOP STOP ATG
 uanan | WS vee | g B —
E p—-—-uy r p—_—y

Fo < ) S
1096pb G 3 986pb g S
| E—— |
1103pb 892pb
838pb 1004pb

1177pb

5272pb

Gentamycin ' N
ori CO|E1 -60 CaMV minimal promoter

. oripRI
Resistance InTs stor SToP  ATS P

I e
Lﬂ H

1615pb

'3157pb

L: 1135pb
A:852pb C:992pb M: 997pb
B:827pb D: 1020pb

Figura 21. Representacién esquematica de los cebadores empleados para
rastrear la presencia de fragmentos de T-DNA y del cuerpo del vector en plantas
mutantes (arriba y abajo respectivamente).
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3.6. Evaluacion de la expresién del gen delator

En los genotipos en los que se establecié la existencia de cosegregacion entre el
inserto T-DNA se utilizo la estrategia Anchor-PCR (Schupp et al., 1999), con la que se
pudo determinar las secuencias flanqueantes a ambos extremos del T-DNA (Gidoni et
al., 2003). Ademas, se llevd a cabo el analisis histoquimico X-GLUC para detectar la
expresion del gen delator uidA. Tras recoger las muestras, se les anadia X-GLUC
(Tabla 7) en cantidad suficiente para que las cubriera. Estas muestras se dejaron
durante 24 horas incubando en oscuridad, a 37°C para que tuviera lugar la reaccion
histoquimica.

Tabla 7. Composicién del X-GLUC

Componente Concentracion

X-GLUC (Disolver en DMSO 1%) | 1.0 mM
Tampon Na,HPO, | 100 mM

Tampon NaH,PO, | 100 mM

EDTA | 10 mM
K-Ferrycyanide (Felll) | 0.5 mM
K-Ferrycyanide (Fell) | 0.5 mM
Triton X-100 | 0.1%
Agua destilada | Hasta volumen final

Tras la incubacion, se eliminé la solucion X-GLUC y se realizaron varios lavados con
etanol 70% para eliminar la clorofila de los tejidos y poder detectar mejor la tincion azul
que producia la expresion del gen uidA. Las fotografias de estas muestras se tomaron
con la ayuda de una lupa (MZFLIII; Leica).
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4.1. Identificacion y caracterizacion de mutantes alterados en
su nivel de tolerancia a estrés hidrico o salino

En nuestro grupo hemos generado una amplia coleccién de lineas T-DNA de tomate y
de especies silvestres relacionadas (Solanum pennellii, Solanum pimpinellifolium y
Solanum galapagense). A partir de las mas de 7500 plantas transgénicas diploides
obtenidas se han realizado diversos escrutinios para identificar lineas mutantes. Este
trabajo se ha realizado mediante la evaluacién de las propias plantas transgénicas
(TG1), a fin de detectar mutaciones dominantes, o mediante el escrutinio de un
nuamero suficiente de semillas TG2, para identificar mutaciones de naturaleza recesiva.
Gracias al esfuerzo realizado, tanto en nuestro grupo como en los grupos con los que
colaboramos en esta linea de investigacion, el del Dr. Rafael Lozano (Universidad de
Almeria) y el de la Dra. M# Carmen Bolarin (CEBAS, Murcia), se han identificado méas
de 570 lineas T-DNA que presentan alguna alteraciéon en caracteres del desarrollo

vegetativo, del desarrollo reproductivo y/o de la tolerancia a estreses abidticos.

En este trabajo nos hemos centrado en la identificacién y caracterizacion de mutantes
afectados de forma especifica en su tolerancia al estrés salino o hidrico, asi como en
la identificacion y caracterizacibn de mutantes del desarrollo cuyas alteraciones

pueden estar relacionadas con el crecimiento de una planta en condiciones de estrés.

En trabajos previos del grupo se habian realizado diversos escrutinios para identificar
mutantes afectados en su nivel de tolerancia a la salinidad. EI método que ofrecio
mejores resultados fue el cultivo in vitro de semillas TG2 en medio de germinacion con
NaCl. Este sistema nos ha dado muy buenos resultados, ya que proporciona unas
condiciones controladas que permiten identificar los cambios fenotipicos asociados a
un cambio en el nivel de tolerancia a la salinidad. De hecho, en esta tesis se han
evaluado 175 lineas T-DNA de tomate y 202 lineas T-DNA de S. galapagense con
este método, lo que ha permitido identificar algunos de los mutantes que se describen

mas adelante.

Sin embargo, al empezar este trabajo, no disponiamos de un método para evaluar la
tolerancia al estrés hidrico. Ciertamente, en la bibliografia se pueden encontrar
diferentes métodos, pero, en nuestra opinién, algunos de ellos ofrecen resultados un
tanto cuestionables. Por tanto, la primera tarea fue encontrar un método que pudiera

estimar adecuadamente el nivel de tolerancia al estrés hidrico en plantas de tomate.

En primer lugar, ensayamos un método basado en la adicién de polietilenglicol (PEG)
al medio de cultivo, ya que se ha descrito que el PEG secuestra o limita la
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disponibilidad de agua por parte de las células vegetales. Sin embargo, tras cultivar
plantulas de tomate y de varias especies silvestres relacionadas en medio de
germinacion con nueve concentraciones de PEG, descartamos este método porque
los resultados no eran representativos del nivel de tolerancia real. En efecto, a
diferencia de lo que ocurre con el tomate, algunas de las especies silvestres exhiben
un elevado nivel de tolerancia a la sequia, hasta el punto de que algunas accesiones
son capaces de medrar en ambientes de tipo semidesértico, o incluso tan extremos
como el desierto de Atacama. Pese a ello, los ensayos in vitro o con PEG no permitian
discriminar entre la tolerancia al estrés hidrico del tomate y de algunas de estas
accesiones. Es posible que ello se deba a que en cultivo in vitro la humedad dentro del
recipiente es cercana al cien por cien. Por ello, pensamos que la evaluacion in vivo

podria ser mas adecuada para evaluar la tolerancia a este tipo de estrés.

Se realizaron una serie de ensayos para ver cual podria ser el mas adecuado para
identificar mutantes hipersensibles 0 mas tolerantes al estrés hidrico. En todos los
casos intentamos que las condiciones afectaran claramente a la planta pero que, al
mismo tiempo, no condujeran a un colapso a corto plazo. Tras evaluar la adicién de
PEG a la solucién nutritiva, la eliminacién total del riego, la reduccién del caudal de
riego y tres ciclos de ausencia de riego durante diez dias y restauracion del riego tras
cada ciclo, se llegé a la conclusion de que este ultimo método era el que producia los
mejores resultados.

Las principales ventajas eran que las plantas WT se recuperaban tras los diez dias de
ausencia de riego, aunque los sintomas de deshidratacién eran evidentes al final de
cada ciclo, y que el fenotipo se puede ir corroborando en los tres ciclos de sequia. Por
tanto, ése fue el método empleado para el escrutinio de 83 lineas T-DNA. A
continuacion se muestran los resultados méas destacados de esta evaluacién, que
condujo a la identificacion y caracterizacién de los mutantes 1389 ET MM y 2149 ET
MM. Ademas, también se presentan los resultados de la caracterizacién de tres
mutantes identificados previamente en nuestro grupo por su mayor sensibilidad al
estrés salino: las lineas 1560 ET MM, 698 ET MMy 916 ET MM.
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Mutante 1389 ET MM

Este mutante fue el primero que detectamos en el escrutinio de tolerancia a estrés
hidrico. A partir del cultivo de plantas procedentes de semillas TG2 en el invernadero y
la aplicacién de un régimen de tres ciclos de riego de diez dias cada uno, se identifico
este mutante por su mayor sensibilidad al tratamiento estresante que las plantas WT.
El caracter mas evidente fue la pérdida de turgencia en las hojas en la parte final de

cada ciclo de riego (Figura 22).

Figura 22. Fenotipo de plantas de la linea 1389 ET MM sometidas a un ciclo de
tratamiento de estrés hidrico. La barra representa 5 cm.
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Tras la identificacion de las presuntas plantas mutantes en el primer ciclo de ausencia
de riego, el fenotipo se confirmé en los otros dos ciclos de estrés en los que las
mismas plantas mostraron mayor sensibilidad al estrés hidrico (Figura 23).

WT M

1* ciclo

de estrés

22 ciclo

de estres

3* ciclo

de estrés

Figura 23. Fenotipo al final de cada ciclo de riego de plantas de la linea 1389 ET
MM cultivadas en el invernadero. La barra representa 5 cm.
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Pese a las diferencias en el grado de marchitamiento de las hojas al final de cada ciclo

de estrés, tanto las plantas WT como las mutantes se recuperaban tras el riego de

recuperacion que se aplicaba a los 10, 20 y 30 dias (Figura 24).

Figura 24. Fenotipo de plantas de la linea 1389 ET MM un dia después del riego
de recuperacion tras un tratamiento de estrés hidrico. La barra representa 5 cm.

Se calcul6 el contenido de agua relativo (RWC) en hojas procedentes de plantas WT y

mutantes para evaluar la capacidad de retencién de agua en las hojas (Figura 25).
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Figura 25. Pérdida de agua de foliolos de hojas en distinto estado ontolégico
procedentes de plantas adultas tras 4 horas a temperatura ambiente de la linea
1389 ET MM.




Al realizar este experimento en diversos momentos del desarrollo de la hoja se ha
comprobado que en todas las etapas ontogénicas existe una ligera mayor pérdida de
agua en las plantas mutantes. Ademas, conviene resaltar que esta diferencia entre las
plantas WT y mutantes se incrementaba conforme aumentaba la edad de las hojas

evaluadas.

Se obtuvo progenie de las plantas mutantes y se evalué el comportamiento de esta
linea bajo condiciones de estrés salino en invernadero regando plantas de 25 dias con
solucién nutritiva a la que se le afnadi6 100 mM de NaCl. No se observaron diferencias
entre el comportamiento de las plantas WT y mutantes (Figura 26).

WT M
Riego testigo Riego 100 mM de NaCl Riego testigo Riego 100 mM de NaCl

Riego 100 mM de NaCl

Figura 26. Fenotipo de la linea 1389 ET MM después de 30 dias de riego con
solucién salina (100 mM de NaCl). La barra representa 5 cm.

En funcién de los resultados obtenidos en estos experimentos podemos afirmar que
esta linea presenta una mutacién que disminuye de forma significativa la tolerancia al
estrés hidrico, aunque el gen alterado no tiene un papel relevante en la tolerancia al

estrés salino.
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Analisis del modo de herencia del fenotipo mutante

Se evaluaron 42 individuos de la linea 1389 ET MM, observando una segregacion de
31 plantas WT y 11 mutantes. El andlisis x° de datos acumulados indicé que el

fenotipo estaba causado por una mutacién monogénica recesiva (Tabla 8).

Tabla 8. Analisis del modo de herencia del mutante 1389 ET MM.

Segregacion WT M Total x°
Experimento 1 Observada 16 5 o1
Esperada (3:1) 15.7 5.3 0.02
Experimento 2 Obsel’vada 15 6 21
Esperada (3:1) 15.7 5.3 0.14
Datos acumulados * Observada 31 11 49
Esperada (3:1) 31.5 10.5 0.03

2E| analisis x° de homogeneidad (x°h =0.13) indica que las muestras son homogéneas (P>0.05; 3% 14.1.=
3.84)

Analisis genético del numero de insertos T-DNA

Al haber observado que el fenotipo no se detecta in vitro, sino en plantas cultivadas en
el invernadero, para llevar a cabo el analisis del numero de insertos en medio con
kanamicina se esterilizaron segmentos nodales de cinco plantas de fenotipo mutante y
siete de fenotipo WT para poder evaluarlas en condiciones axénicas. En estos doce
individuos se observaron 8 plantas Kan" y 4 Kan®. Aunque fueron pocos los individuos
evaluados, los resultados sugieren que la linea 1389 ET MM porta un Unico inserto T-
DNA con el gen nptll funcional (Tabla 9).

Tabla 9. Andlisis del nimero de insertos T-DNA con el gen nptll funcional de la
linea 1389 ET MM.

Segregacion Kan" Kan® Total x°
. Observada 8 4
Experimento 1 Esperada (3:1) | 9.0 3.0 12 0.44

2 Analisis x® (P>0.05; % 1 4.1. = 3.84)

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

De las cuatro plantas sensibles a la kanamicina, dos tenian fenotipo mutante. Por
tanto, se comprobd que no existe cosegregaciéon entre el inserto T-DNA con el gen
nptll funcional y el fenotipo mutante en la linea 1389 ET MM (Tabla 10).
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Tabla 10. Andlisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo mutante de la
linea 1389 ET MM.

wT M |
Kan® | Kan

Total
Kan® | Kan®
Experimento 1 5 2 3 12

Después de comprobar la ausencia de cosegregacion, realizamos cruces entre plantas

mutantes sensibles a la kanamicina y plantas de Solanum pimpinellifolium. Se obtuvo
la F2 correspondiente de ese cruce y se identificaron en esta poblacion plantas con el
fenotipo mutante y WT (Figura 27). En este momento, disponemos del material

necesario para la identificacion del gen mediante mapeo por secuenciacion.

Figura 27. Fenotipo de plantas F2 procedentes del cruce de la linea 1389 ET MM
con Solanum pimpinellifolium tras el primer ciclo de estrés hidrico y un dia
después del riego de recuperacion (arriba y abajo respectivamente). La barra
representa 10 cm.
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Mutante 2149 ET MM

Se evaluaron en condiciones axénicas plantulas procedentes de semillas TG2.
Durante los primeros siete dias de cultivo en medio de germinacién no se observé
ningun fenotipo, pero tras el cultivo del &pice meristematico en medio base se
identificaron algunas plantas con el fenotipo alterado. En concreto, a los 15 dias de
cultivo, aparecieron plantas con las hojas cloréticas y con una menor ramificacion de

los haces vasculares del limbo foliar (Figura 28).

At

Figura 28. Fenotipo de plantas axénicas de la linea 2149 ET MM tras 15 dias de
cultivo en medio base. Haz (centro) y envés (abajo) de limbo de foliolo. La barra
representa 1 cm.

El sistema radicular adventicio era diferente con respecto al WT y, ademas, las plantas
mutantes tenian raices primarias de menor longitud y mayor grosor (Figura 29).
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Figura 29. Fenotipo del sistema radicular adventicio en plantas axénicas de la
linea 2149 ET MM después de 15 dias de cultivo en medio béasico. La barra
representa 1 cm.

Una vez identificado el fenotipo en condiciones in vitro, se evalué esta linea en el
invernadero. Se cultivaron semillas TG2 y se observd que las hojas de las plantas
mutantes tenian un color verde palido, similar a lo que ocurria in vitro. En cuanto al

sistema radicular, el crecimiento fue similar al WT (Figura 30).

70



Figura 30. Fenotipo de plantas y de hojas de la linea 2149 ET MM cultivadas en el
invernadero durante 40 dias. La barra representa 5 cm.

Las plantas mutantes cultivadas en el invernadero continuaron su desarrollo
produciendo flores y frutos. En etapa de capullo floral y preantesis no se observaron
diferencias respecto a las flores de plantas WT. Sin embargo, en antesis se vio que las
flores tenian los pétalos algo mas estrechos. Los frutos que cuajaron y llegaron a la

madurez eran de tamafo muy inferior al WT y sin semillas (Figura 31).
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Figura 31. Fenotipo de plantas, flores y frutos de la linea 2149 ET MM tras 90 dias
de cultivo en el invernadero. La barra representa 5 cm.

Conforme el tiempo pasaba se observé cémo las hojas de las plantas mutantes,
ademas de su color verde claro, mostraban un cierto enrollamiento o curvatura del

limbo foliar (Figura 32).

Figura 32. Fenotipo de hojas de planta adulta de la linea 2149 ET MM. La barra
representa 5 cm.
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Al observar las caracteristicas de las hojas se decidid evaluar la capacidad de
retencién de agua, calculando el contenido de agua relativo (RWC) con el método
descrito en Material y Métodos. En el primer ensayo, tras analizar 30 foliolos de cada
tipo, se observo que el mutante tenia una mayor capacidad de retencién del agua. En
efecto, mientras que las hojas del mutante sélo perdian un 18% de su peso total, las
hojas WT perdian el 33%. Debido a lo sorprendente del resultado, este experimento se
repitid por segunda vez, obteniendo datos consistentes con los anteriores (20% de
agua perdida en el mutante y 32 % en el WT) (Figura 33).

Pérdida de agua de foliolos tras 4 horas a temperatura ambiente
(dos experimentos independientes)

110%
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Agua perdida

M Agua retenida
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2149 WT - Exp. 1 2149-WT - Exp. 2 2149 Mut - Exp. 1 2149-Mut - Exp. 2
(63%) (63%) (80%) (78%)

Genotipo - Experimento (RWC%)

Figura 33. Pérdida de agua de foliolos cortados de plantas de tres meses no
sometidas a estrés de la linea 2149 ET MM tras 4 horas a temperatura ambiente.
Se muestran los resultados de dos experimentos independientes. La barra
representa la desviacion estandar.

Como en los dos experimentos realizados se vio que el mutante presentaba una
mayor capacidad de retencion de agua, se decidi6 evaluar la tolerancia al estrés
hidrico de esta linea. Para ello se cultivaron plantas en el invernadero y, una vez que
tenian tres hojas verdaderas, se inici0 el tratamiento estresante sometiendo a las
plantas a tres ciclos consecutivos de diez dias de ausencia de riego. El resultado
obtenido fue que las plantas mutantes mostraban una mayor tolerancia al estrés
hidrico que las WT (Figura 34).
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Dia 0

Dia 8

Dia 10

Dia 11

Figura 34. Fenotipo de plantas de la linea 2149 ET MM en diferentes momentos
de la evaluacion de tolerancia al estrés hidrico mediante interrupcion de riego (10
dias) y recuperacion (riego el dia 11). La barra representa 10 cm.
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Durante el experimento de tolerancia al estrés hidrico se utilizaron algunas hojas para
calcular el contenido de agua (FW-DW/FW) cuando las plantas son sometidas a
estrés. Los resultados indicaron que, aunque al inicio del ciclo de sequia el mutante y
el WT tenian un contenido de agua similar (cercano al 87%), el contenido de agua de
las plantas mutantes estuvo siempre por encima del 85% durante el primer ciclo de
deshidratacion, mientras que el de las plantas WT fue menor del 80% al final del ciclo.
Tras el riego del dia 10, tanto las plantas WT como las mutantes se recuperaron hasta

alcanzar valores cercanos al inicio del tratamiento estresante (Figura 35).

Evolucion del contenido de agua en el primer ciclo de deshidrataciony
recuperacion (riego tras toma de muestra del dia 10)
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Figura 35. Evolucion del contenido en agua en el primer ciclo de deshidratacién y
recuperacion de la linea 2149 ET MM. La barra representa la desviacion estandar.

Para intentar profundizar en la posible causa de la mayor tolerancia al estrés hidrico se
analizé la densidad de estomas y tricomas en el haz y el envés del limbo de hojas de
plantas mutantes y WT cultivadas en el invernadero. No se observaron diferencias
significativas en la densidad de estomas en el haz y el envés de hojas del mutante
respecto al WT (datos no mostrados). En cambio, se observd que las hojas de las
plantas mutantes tenian menor cantidad de tricomas globulares (tipo VI) respecto al
WT (Figura 36).
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Haz

Envés

Figura 36. Fenotipo de haz y envés de hoja joven de la linea 2149 ET MM. La
barra representa 1 mm.

También se realizaron cortes histoldgicos de diferentes partes de las plantas, como
tallo, peciolo o limbo (Figura 37), no llegando a detectarse cambios apreciables con
respecto a las plantas WT.

Figura 37. Cortes histoldgicos de limbos de hojas de plantas de la linea 2149 ET
MM no sometidas a estrés. La barra representa 200 pm.
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Debido a los datos anteriores se consider6 conveniente realizar el experimento de

injertos. Para ello, se cultivaron plantas en el invernadero y se realizaron los injertos

reciprocos: % y % (Figura 38).

Figura 38. Fenotipo de las plantas injertadas de la linea 2149 ET MM (izquierda) y
de las hojas de dichas plantas (derecha) después de 70 dias de cultivo en el
invernadero. La barra representa 5 cm.

Después de 70 dias de cultivo en el invernadero se observd que la parte aérea del
mutante sobre patrén WT era similar al de una planta mutante no injertada, mientras
que el injerto reciproco presenté un aspecto igual al de las plantas WT no injertadas.
Por tanto, en este mutante no parece que el sistema radicular intervenga en el fenotipo

alterado.

Por ultimo, se realizé un experimento in vivo para evaluar el nivel de tolerancia al
estrés salino de este mutante. Para ello se regaron durante 30 dias plantas WT vy
mutantes con solucion de fertirrigacion a la que se le afadié NaCl 150 mM. Se observé
gue no habia diferencias significativas en la disminucion de la altura de las plantas WT
y mutantes, pero, tras 30 dias de tratamiento salino, la disminucién de la masa foliar
de las plantas WT era muy superior a la observada en los mutantes. Es decir, los
resultados apuntan hacia una mayor tolerancia del mutante al estrés salino (Figura
39).
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NaCl0 mM NaCl 150 mM

Figura 39. Evaluacion de tolerancia a estrés salino mediante cultivo en el
invernadero de plantas de la linea 2149 ET MM. En la parte superior se aprecia el
fenotipo de las plantas al inicio del experimento y en la parte inferior tras 30 dias
de tratamiento estresante. La barra representa 10 cm.

En conclusion, este mutante presenta caracteristicas muy interesantes, ya que es
capaz de retener el agua de las hojas con mayor eficacia que el WT, lo cual parece
conferirle una mayor tolerancia al estrés hidrico. En funcién de los resultados
obtenidos en un experimento a corto plazo (30 dias), es posible que el mutante tenga
una mayor tolerancia al estrés salino, aunque esto habria que corroborarlo en

posteriores experimentos a largo plazo.
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Por lo que respecta a caracteres del desarrollo, las hojas exhiben un cierto grado de
clorosis, tienen menor numero de tricomas tipo VI, y, en las plantas adultas, el limbo se
curva hacia la cara abaxial. Las flores no parecen tener ninguna alteracién, excepto en
el estado de antesis, en el que los pétalos son mas estrechos. Los frutos son mucho
mas pequefos y partenocarpicos. Puesto que no se ha detectado cuajado temprano
en las etapas de capullo floral o preantesis, lo mas probable es que la ausencia de
semillas en los frutos se deba a infertilidad del polen. Por ultimo, conviene resaltar que
los experimentos de injerto indican que la raiz del mutante no juega un papel clave en

las alteraciones observadas en la parte aérea.

Analisis del modo de herencia del fenotipo mutante

Se realizaron tres experimentos independientes en los que se observé una
segregacién de 100 plantas WT y 6 mutantes. El andlisis %2 indica que no se puede

aceptar el ajuste a una segregacion 3WT : 1 M.

Los datos se ajustan a una segregacion 15 WT : 1 M, lo que es acorde con una
mutacion doble recesiva. Alternativamente, es posible que la mutacion sea
monogénica recesiva, pero que exista un cierto grado de subletalidad, lo cual haria
que la categoria de plantas mutantes estuviera infrarrepresentada y de ahi la falta de
ajuste a una segregaciéon 3WT : 1 M (Tabla 11).

Tabla 11. Analisis del modo de herencia del mutante 2149 ET MM.

Segregacion WT M Total x°
Observada 26 2
Experimento 1 Esperada (3:1) 21.0 7.0 28 4.76
Esperada (15:1) 26.3 1.7 0.04
Observada 28 2
Experimento 2 Esperada (3:1) 22.5 7.5 36 5.38
Esperada (15:1) 28.1 1.9 0.01
Observada 46 2
Experimento 3 Esperada (3:1) 36.0 12.0 48 11.11
Esperada (15:1) 45.0 3.0 0.36
Observada 100 6
Datos acumulados ® Esperada (3:1) 79.5 26.5 106 21.14
Esperada (15:1) 99.3 6.7 0.06

2 Analisis x° homogeneidad para una segregacion 3:1 (x°+=0.11) y para una segregacion 15:1

(¢ H=
(x°+=0.34) indica que las muestras son homogéneas (P>0.05;(x° 2 41=5.99)
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Analisis genético del numero de insertos T-DNA
En cuanto a la segregacion de resistencia a la kanamicina, se evaluaron un total de 58
plantas, de las cuales solo tres fueron sensibles (Tabla 12).

Tabla 12. Andlisis del numero de insertos T-DNA con el gen nptll funcional de la
linea 2149 ET MM.

Segregacion Kan® Kan® Total 2
Observada 26 2
Experimento1 Esperada (3:1) 21.0 7.0 28 4.76
Esperada (15:1) 26.3 1.7 0.04
Observada 29 1
Experimento 2 Esperada (3:1) 22.5 7.5 30 7.51
Esperada (15:1) 28.1 1.9 0.44
Observada 55 3
Datos acumulados ® Esperada (3:1) 43.5 14.5 58 12.16
Esperada (15:1) 54.3 3.7 0.11

2 Andlisis % homogeneidad para una segregacion 3:1 (x°4=0.11) y para una segregacion 15:1
(x*+=0.36) indica que las muestras son homogéneas (P>0.05;x" 1.41=3.84)

El analisis %2 de los datos acumulados no se ajustd a una segregacién 3 Kan® : 1
Kan®, sino a una segregacién 15 Kan® : 1 Kan®, lo cual indica que esta linea porta dos
insertos T-DNA con el gen nptll funcional

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

Las tres plantas TG2 sensibles a la kanamicina (Tabla 12) eran WT, por lo que no
cabia descartar la existencia de cosegregacion. Se aclimataron estas tres plantas y se
obtuvieron las correspondientes progenies TG3. Tras analizar estas progenies TG3, se
observé que en una de ellas (2149-28 ET MM) aparecieron ocho plantas con fenotipo
mutante, por lo que se concluyd que no existe cosegregacion.

A partir de ese resultado se realizaron cruces de plantas mutantes sensibles a la
kanamicina con Solanum pimpinellifolium, se obtuvo la F2 correspondiente, y se
identificaron en esta poblacion plantas con fenotipo mutante y WT (Figura 40). Este
material nos permitird llevar a cabo la identificacion del gen alterado por clonaje
posicional y métodos de secuenciacion de ultima generacién (NGS).
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Figura 40. Fenotipo de plantas y hojas en la F2 del cruce del mutante 2149 ET
MM con Solanum pimpinellifolium. La barra representa 5 cm (arriba) y 1 mm
(abajo).
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Mutante 1560 ET MM

El mutante 1560, exhibia hipersensibilidad al estrés salino, fue identificado en un
trabajo previo del grupo (Sanchez-Sauceda, 2016). Los datos anteriores habian
indicado que la linea segregaba para un inserto de nptll funcional y que no habia
cosegregacion fenotipo — nptll. En esta tesis se realizaron experimentos adicionales
para caracterizar con mayor detalle el fenotipo mutante.

En primer lugar, con el fin de profundizar en la caracterizacion in vitro en etapa de
plantula, se cultivaron semillas en medio de germinacion con diferentes
concentraciones de NaCl (0, 25, 50, 100 y 150 mM). Los resultados confirmaron que el
mutante 1560 ET MM presentaba una mayor sensibilidad al estrés salino. Las
plantulas exhibieron sintomas de clorosis en las hojas desde NaCl 25 mM, la menor de
las concentraciones evaluadas. En la concentracion de 150 mM de NaCl ni el WT ni el
mutante fueron capaces de expandir sus cotiledones (Figura 41).

0 mM NaCl 25 mM NaCl 50 mM NaCl 100mM NaCl 150 mM NacCl

Figura 41. Fenotipo de plantulas de la linea 1560 ET MM después de 30 dias de
cultivo en medio de germinacion con diferentes concentraciones de NaCl. La barra
representa 1 cm.

82



En cuanto al fenotipo de la planta axénica, tras el cultivo de apices meristematicos
durante 30 dias en medio base suplementado con 100 mM de NaCl no se observaron
diferencias significativas entre las plantas WT y las mutantes (Figura 42).

NaCl 0 mM NaCl 100 mM

Figura 42. Fenotipo de planta axénica de la linea 1560 ET MM después de 30
dias en medio basico sin y con NaCl 100 mM. La barra representa 1 cm.

Es de destacar que no se observé ninguna diferencia apreciable en el desarrollo de las
raices embrionaria y adventicia cuando las plantas se cultivaban en ausencia de

estrés.
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En experimentos previos (Sanchez-Sauceda, 2016) se vio que cuando se cultiva en un
medio basico el dpice meristematico de una plantula mutante tratada con NaCl, y por
tanto clorética, la planta axénica que se obtiene es de fenotipo WT. Estos datos y los
que hemos obtenido en el experimento anterior apuntan hacia una diferencia
significativa en el comportamiento de la planta mutante en funcién del origen de su
sistema radicular: si tiene un origen embrionario las plantas muestran un fenotipo de
hipersensibilidad al ser cultivadas con sal, mientras que si el sistema radicular es

adventicio las plantas mutantes no muestran ninguna alteracién en su fenotipo.

Para ver si este comportamiento diferencial se observaba también in vivo se cultivaron,
por un lado, plantas procedentes de semilla y, por otro, plantas axénicas aclimatadas
en el invernadero. Cuando las plantas procedian de semilla se observaba una
diferencia clara entre el desarrollo del mutante y el WT aunque no se aplicara ningun
tratamiento estresante. En general, las plantas mutantes crecieron mucho menos que
las plantas WT (Figura 43). Conforme aument6 el tiempo de cultivo, las diferencias
entre las plantas WT y mutantes procedentes de semilla se hicieron mas notables. El
tamano y la masa foliar eran inferiores y aparecian sintomas de clorosis vy

senescencia.

Figura 43. Fenotipo de planta de la linea 1560 ET MM procedente de semilla tras
60 dias de cultivo en invernadero. La barra representa 10 cm.
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En cambio, si las plantas habian sido aclimatadas a partir de plantas axénicas, aunque
el mutante crecia un poco mas lento que el WT, su desarrollo era mucho mas parecido

que el de las plantas procedentes de semilla (Figura 44).

1

WT- aclimatada M-semilla M- aclimatada
50 dias 120 dias 50 dias

Figura 44. Fenotipo de plantas aclimatadas y procedentes de semilla de la linea
1560 ET MM cultivadas en el invernadero. La barra representa 10 cm.

Después de comprobar las diferencias de crecimiento sin la aplicacién de ningun tipo
de estrés, se realiz6 un experimento con estrés salino in vivo en plantulas de 20 dias

procedentes de semillas regando con solucién salina con NaCl 100 mM.

A los 15 dias con tratamiento salino, las plantas mutantes presentaron clorosis en las
hojas. Al final del experimento, después de 30 dias de tratamiento se observd una
mayor sensibilidad de las plantas mutantes respecto al WT presentando un menor
crecimiento y una clorosis que afectaba a toda la parte aérea de la planta (Figura 45).
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Riego salino Riego control Riego salino

Riego control

Figura 45. Fenotipo de plantulas de la linea 1560 ET MM cultivadas en el
invernadero con un tratamiento de estrés salino con NaCl 100 mM en los dias 0
(arriba), 15 (centro) y 30 (abajo) del tratamiento. La barra representa 10 cm.

Para discernir la importancia que tenian la raiz y la parte aérea en el fenotipo mutante,

se llevd a cabo un tratamiento salino en plantas injertadas. Se utilizaron injertos en las

. . . , . . WT WT M
cuatro combinaciones posibles entre parte aérea y parte radicular, es decir, —

WT M’ WT

M . L s . . .
y 3 » asi como plantas WT y M sin injertar. Se inicié el experimento de estrés salino
cuando los injertos tenian 30 dias y presentaban el tamano mas uniforme posible. El

riego se realiz6 con solucién salina con NaCl 100 mM durante 1 mes. Como testigos
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del experimento se cultivaron los mismos injertos y plantas WT y M con un riego sin
NaCl.

. . , . . WT
Se observé que los injertos de parte aérea WT sobre patron mutante, es decwv,

fenocopiaban a la planta mutante sin injertar en respuesta al tratamiento estresante,

presentado las mismas caracteristicas de hojas amarillas y débiles tipicas del mutante.
. . . . .. M
Por el contrario, los injertos de parte aérea mutante sobre patron WT, es decwm,

presentaron las caracteristicas de una planta WT regada con solucién salina, esto es,
con las hojas de un color verde intenso (Figura 46).

Injertos de 30 dias. Condiciones iniciales del fratamiento salino

Después de 30 dias en tratamiento salino

Figura 46. Fenotipo de injertos (% y %) en plantas procedentes de semilla de la

linea 1560 ET MM después de 30 dias en experimento in vivo de estrés salino con
100 mM de NaCl. La barra representa 10 cm.
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Al comparar todas las plantas se observo que en los injertos en los que se utiliz6 como
wr M
M y M
injertar. De la misma manera, en los injertos en los que se utiliz6 como patrén el WT,

patrén el mutante ( ) exhibian un fenotipo similar al de la planta mutante sin

(o ¥ 7))
WTyWT

tenian un fenotipo similar al de la planta WT sin injertar (Figura 47).

Figura 47. Fenotipo plantas injertadas obtenidas a partir de semilla de la linea
1560 ET MM después de 30 dias de cultivo en invernadero con estrés salino (100
mM de NaCl). La barra representa 10 cm.

La conclusion de este experimento es que el fenotipo de hipersensibilidad al estrés
salino del mutante 1560 ET MM se debe a un defecto en el sistema radicular.
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Al ver que el caracter méas claramente afectado en el mutante era la clorosis foliar se
evalud el contenido en agua de las hojas de plantas injertadas y sin injertar antes de
empezar el tratamiento estresante y tras 30 dias de cultivo en condiciones de
salinidad.

Los resultados muestran que todas las plantas tenian un contenido de agua similar
antes de empezar el tratamiento, entre 84% y 86%. Al final del tratamiento estresante
las hojas de las plantas cuya raiz era WT habian disminuido un poco su contenido en
agua (82-84%), mientras que las hojas de las plantas cuyas raices eran mutantes
habian incrementado de forma significativa su contenido en agua (90-91%) (Figura
48).

Contenido de agua en hojas de plantas de la linea 1560 ET MM en
condiciones de cultivo control y con NaCl 100 mM

100%

95%

90% I

85%

M sin sal
80% - con sal
75% -
70% -

WT/WT M/WT WT/M
Genotipo

—

Contenido en agua % (FW-DW/FW)

Figura 48. Contenido de agua en hojas de plantas de la linea 1560 ET MM
después de 30 dias de cultivo en invernadero sin y con estrés salino (100 mM de
NaCl). La barra representa la desviacion estandar.

Ademas, en este caso se evalud al final del tratamiento salino la pérdida de agua de
los foliolos (RWC) con la metodologia descrita previamente. Los datos obtenidos
indicaron que las hojas de las plantas con la raiz mutante tenian una menor cantidad
de materia seca (9-10%) que las hojas de las plantas con raiz WT (16-18%). Pese a la

gran diferencia en el contenido de agua que tenian las hojas, el porcentaje de agua
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perdida durante las cuatro horas de tratamiento es muy similar entre los seis tipos de
plantas (14-19%) (Figura 49).

Pérdida de agua de foliolos tras 4 horasa temperatura ambiente
(hojas jovenes de plantas regadas con sal)
110%

90% . 15% 14% 15% 19% 16% 15%

80%

70%

60% Agua perdida

68%
50% . 68% M Agua retenida
40% B Materia seca
30%
20%
10% 18% 16%
O% T T T T
WT/WT M/WT WT/M M/M
Genotipo

Figura 49. Pérdida de agua de foliolos (RWC) tras 4 horas a temperatura
ambiente de plantas injertadas de la linea 1560 ET MM tras 30 dias de cultivo en
invernadero con tratamiento estresante de NaCl 100 mM. La barra representa la
desviacion estandar.

Por lo visto en estos experimentos, independientemente del genotipo de la parte aérea
(WT o M), las raices del mutante son capaces de absorber y transportar una mayor
cantidad de agua en condiciones de estrés salino. Este mayor aporte de agua con
elevadas dosis de iones perjudiciales para la planta podria ser el motivo de una
intoxicacion i6nica que determinaria la aparicion de clorosis y el fenotipo de
hipersensibilidad al estrés salino.

Si esta hipétesis fuera correcta y la raiz de la planta mutante tuviera mayor capacidad
de absorcion de agua podria tener un comportamiento interesante en un tratamiento
de estrés hidrico donde se limite el aporte de agua sin incrementar los niveles de
salinidad. Se llevaron a cabo estos experimentos tanto en plantas procedentes de
semilla (i.e. con el sistema radicular embrionario) como en plantas aclimatadas (i.e.
con un sistema radicular adventicio) (Figura 50 y 51 respectivamente). En ambos
casos el resultado fue el mismo, las plantas mutantes mostraron una clara tolerancia a

las condiciones de estrés hidrico impuestas por el régimen de riego
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Condiciones
iniciales

Dia 11
Recuperacion

Figura 50. Fenotipo de plantas con sistema radicular embrionario de la linea 1560
ET MM durante diferentes etapas del primer ciclo de estrés hidrico. La barra
representa 5 cm.




Condiciones
iniciales

Dia 10

Dia 11
Recuperacion

Figura 51. Fenotipo de plantas con sistema radicular adventicio de la linea 1560
ET MM durante diferentes etapas del primer ciclo de estrés hidrico. La barra
representa 5 cm.
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Mutante 698 ET MM

La linea 698 ET MM presenté un fenotipo mutante identificado en un trabajo previo de
nuestro grupo. Esta linea segregaba para un inserto T-DNA y se comprobé la ausencia
de cosegregacion. La caracteristica principal del mutante 698 ET MM es su
hipersensibilidad al estrés salino, aunque en condiciones de cultivo sin estrés presento
un fenotipo WT.

Debido a las similitudes fenotipicas encontradas entre los mutantes 698 ET MM y 1560
ET MM se realiz6 un ensayo de alelismo para determinar si ambos fenotipos estaban
causados por una alteracién en el mismo gen o en genes distintos. Los resultados de
dicho test apuntaban a que efectivamente ambas mutaciones estaban causadas por la

alteracion de un mismo gen.

En el contexto de esta tesis, se han realizado similares evaluaciones que con la linea
1560 ET MM a fin de corroborar este resultado y, ademas, se han realizado otros
ensayos para caracterizar el fenotipo de hipersensibilidad del mutante 698 ET MM.

Se cultivaron semillas en medio de germinacién con diferentes concentraciones de
NaCl (0, 25, 50, 100 y 150 mM) para realizar la caracterizacion fenotipica in vitro en
etapa de plantula. Los resultados confirmaron que el mutante 698 ET MM presentaba
una mayor sensibilidad al estrés salino que el WT. Al igual que sucede en la linea
1560 ET MM, las plantulas de 698 ET MM exhibieron sintomas de clorosis en las
hojas, incluso en medio con NaCl 25 mM, la menor de las concentraciones evaluadas.
En la concentracion de 150 mM de NaCl ni el WT ni el mutante fueron capaces de
expandir sus cotiledones. Por otra parte, cuando las plantulas se cultivaron en medio
sin estrés salino no se aprecié ninguna diferencia entre las plantulas WT y mutantes
(Figura 52).
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0 mM NaCl 25 mM NaCl 50 mM NaCl 100 mM NaCl 150 mM NaCl

Figura 52. Fenotipo de plantulas de la linea 698 ET MM después de 30 dias en
medio MG con diferentes concentraciones de NaCl. La barra representa 1 cm.

Tras el cultivo de los apices meristematicos durante 30 dias en medio basico sin y con
100 mM de NaCl no se observaron diferencias significativas entre las plantas axénicas
WT vy las mutantes (Figura 53). Esto indica que, al igual que ocurre con el mutante
1560 ET MM, el fenotipo de hipersensibilidad depende del tipo de raiz: cuando el
sistema radicular es embrionario las plantas de 698 ET MM son sensibles a la
salinidad; en cambio, si el sistema radicular es de tipo adventicio las plantas tienen un
comportamiento idéntico al del WT.
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NaCl 0 mM NaCl 100 mM

Figura 53. Fenotipo de planta axénica de la linea 1560 ET MM después de 30
dias en medio basico y medio basico con NaCl 100 mM. La barra representa 1 cm.

A continuacion, se estudié el comportamiento del mutante en cultivo in vivo bajo estrés
salino. Se cultivaron semillas pregerminadas WT y mutantes en el invernadero v,
cuando las plantas tenian las dos primeras hojas verdaderas y un tamano uniforme, se
inici6 el tratamiento salino regando con una solucion de NaCl 100 mM. Desde los
primeros 15 dias del tratamiento estresante se observd una mayor sensibilidad del
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mutante, presentando clorosis en las hojas, mientras que el WT adquiri6 el color verde
intenso caracteristico al ser regado con solucién salina. Conforme aumenté el tiempo
de exposicion al estrés salino las plantas mutantes presentaron un porte mas débil y
clorético (Figura 54).

Riego control WT Riego salino Riego control M Riego salino

Figura 54. Fenotipo de plantas procedentes de semilla de la linea 698 ET MM
cultivadas en el invernadero con un tratamiento de estrés salino con NaCl 100 mM
en los dias 0 (arriba), 15 (centro) y 30 (abajo) del tratamiento. La barra representa
10 cm.

Ademas, se realizaron injertos en las diferentes combinaciones entre parte aérea y
raiz, WT y mutante, y las plantas injertadas se trataron con estrés salino. Los
resultados fueron similares a los observados en la linea 1560 ET MM. El fenotipo de
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menor crecimiento y clorosis en las hojas se observaba en las plantas cuyas raices
eran de genotipo mutante independientemente del genotipo de la parte aérea.

Ademas, en este caso se evalud al final del tratamiento salino la pérdida de agua de
los foliolos (RWC) con la metodologia descrita previamente. Los datos obtenidos
indicaron que las hojas de las plantas con la raiz mutante tenian una menor cantidad
de materia seca (8-9%) que las hojas de las plantas con raiz WT (18-20%). Pese a la
gran diferencia en el contenido de agua que tenian las hojas, el porcentaje de agua
perdida durante las cuatro horas de tratamiento es muy similar entre los cuatro tipos
de plantas (14-16%) (Figura 55).

Pérdida de agua de foliolos tras 4 horas RT
(hojas jovenes de plantas adultas regadas con sal)

110%

100% = -
90% +— 16% 14% 15% 14%

80% -

70% -

() -
60% Agua perdida

0, -
50% W Agua retenida

0, -
40% W Materia seca

30% -

20% -

10% -

O%' T

WT/WT M/WT WT/M M/M
Genotipo

Figura 55. Pérdida de agua de foliolos (RWC) tras 4 horas a temperatura
ambiente de plantas injertadas de la linea 698 ET MM tras 30 dias de cultivo en
invernadero con tratamiento estresante de NaCl 100 mM. La barra representa la
desviacion estandar.

Este comportamiento relacionado con la transpiracién foliar de plantas sometidas a
estrés salino es muy parecido al observado en la linea 1560 ET MM (Figura 49). Esto
parece confirmar que en estos mutantes alélicos no esta afectada ninguna
caracteristica relacionada con la transpiracién y que la mayor acumulacién de agua en

las hojas es debida exclusivamente al comportamiento diferencial de la raiz mutante.
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Mutante 916 ET MM

Este mutante recesivo hipersensible al estrés salino fue identificado y caracterizado en
trabajos previos del grupo (Sanchez-Sauceda, 2016). Las plantulas mutantes, que se
comportaron como el WT en ausencia de estrés, fueron extremadamente sensibles al
estrés salino ya que su hipocétilo se engrosaba y se inhibia totalmente el desarrollo de
la parte aérea. Tras observar este fenotipo in vitro se comprobd que las plantas de
esta linea tenian un comportamiento similar en el invernadero. En ausencia de estrés
no habia diferencias con el WT, mientras que a los pocos dias de aplicacién de estrés
salino la parte apical del tallo se mostraba claramente afectada, detuvo su crecimiento
y el apice meristematico acabéd por colapsar (Figura 56).

Riego control Riego salino

Figura 56. Fenotipo de las plantas mutantes de la linea 916 ET MM obtenidas a
partir de semilla tras 0 (arriba), 15 (medio) y 30 (abajo) dias de tratamiento salino
en el invernadero. La barra representa 5 cm.

Los analisis realizados en trabajos previos del grupo determinaron que esta linea
segregaba para dos insertos T-DNA. Se llev6 a cabo la segregacion del inserto
responsable del fenotipo mutante y se confirmé la existencia de cosegregacion entre el
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fenotipo y el T-DNA con el gen nptll funcional. Se consigui6 identificar el gen
responsable de esta mutacion al que se le denominé SICBL10 (Egea et al., 2017) o
PMS (Protecting Meristems against Salinity) por el papel que tiene en la proteccién de

esta estructura cuando la planta se ve sometida a estrés salino.

Debido a la importancia de este mutante, en esta tesis se han realizado experimentos
adicionales encaminados a profundizar en su caracterizacion fenotipica. Para intentar
separar los efectos de la parte aérea y de la raiz se hicieron injertos entre plantas WT
y mutantes. Ademas, se han realizado varios experimentos para estudiar si tiene
alterada su capacidad de transpiracion foliar y para ver su comportamiento frente al

estrés hidrico en condiciones de cultivo en invernadero.

En primer lugar se cultivaron semillas en el invernadero y se realizaron injertos en las

diferentes combinaciones: —; 2L: 2. Treinta dias después de realizar los injertos
wWT™ M WT' M

las plantas se sometieron a un tratamiento de estrés salino con 100 mM de NaCl. Al

evaluar el desarrollo de la parte apical se observé que los injertos de plantas mutantes

sobre patrén WT exhibieron las mismas caracteristicas que el mutante, es decir, la

parte apical estaba afectada y detenia su crecimiento (Figura 57).

Riego control Riegosalino

Figura 57. Fenotipo de injertos % de la linea 916 ET MM tras 20 dias de
tratamiento control y tratamiento salino. La barra representa 5 cm.
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Ademas, en los injertos de plantas WT sobre patron mutante las plantas tenian un
fenotipo similar al de las plantas WT (Figura 58).

Riego control . Riego salino

Figura 58. Fenotipo de injertos % de la linea 916 ET MM tras 20 dias de
tratamiento control y tratamiento salino. La barra representa 5 cm.
Con este experimento se concluyé que el fenotipo de sensibilidad del mutante al estrés
salino no esta influido por el sistema radicular de la planta.

Por otra parte, se realiz6 la evaluacion de esta linea en condiciones de estrés hidrico
con la metodologia ya descrita de ciclos de diez dias de ausencia de riego. Se observé
que, tras seis dias de tratamiento, las plantas mutantes presentaban claros sintomas
de pérdida de turgencia mientras que las plantas WT practicamente no se veian
afectadas. Tras diez dias de tratamiento, aunque las plantas WT ya estaban decaidas,
la pérdida de turgencia era muy superior en las plantas mutantes. Un dia después del
riego que se da en el dia 10, tanto las plantas WT como las mutantes se habian
recuperado y no presentaban sintomas de marchitamiento (Figura 59). En los dos

ciclos siguientes el comportamiento fue similar al del primer ciclo.

Tras este resultado, se realiz6 la evaluacién de la pérdida de agua en foliolos de
plantas no sometidas a estrés (Figura 60).
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Figura 59. Fenotipo de planta a partir de semilla de la linea 916 ET MM después
del primer ciclo de estrés hidrico. La barra representa 5 cm.

110%
100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0%

Pérdida de agua de foliolos tras 4 horas a temperatura ambiente

(20 foliolos de plantas de un mes no sometidas a estrés)

24%

MM (74%)

916 ET MM Mut (71%)

Genotipo

Agua perdida
W Agua retenida

M Materia seca

Figura 60. Pérdida de agua de foliolos tras 4 horas a temperatura ambiente
procedentes de plantas de la linea 916 ET MM de un mes no sometidas a estrés.

La barra representa la desviacién estandar.

No se vieron diferencias en el contenido en materia seca, pero si se observo una ligera
mayor pérdida de agua en los foliolos de las plantas mutantes (RWC 74% vs 71%), es
decir, la hojas de las plantas mutantes transpiraron algo mas que las de las plantas

WT.
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4.2. Identificacion y caracterizacion de mutantes del desarrollo
que pueden tener relacion con la tolerancia a estrés abiodtico

Como se ha planteado en la introduccién de esta tesis, los mecanismos que permiten
a una planta resistir situaciones estresantes pueden tener diversa naturaleza. Se han
encontrado mecanismos que actuan a nivel celular (i.e. transporte de sodio y potasio,
compartimentacion de calcio) y otros que lo hacen gracias a cambios morfolégicos que
afectan a dérganos de las plantas (i.e. hojas de las plantas crasas convertidas en
espinas para disminuir la superficie foliar y, por tanto, la transpiracién). Por tanto, la
busqueda de los genes que controlan estos caracteres se debe acometer tanto en
mutantes cuyo fenotipo se manifieste Unicamente en condiciones estresantes como
aquellos cuya modificacion en ausencia de estrés pueda significar alguna alteracién en

su comportamiento cuando se vea sometido a salinidad, sequia, etc.

En este apartado se ha incluido la caracterizacién de diversos mutantes cuyo fenotipo
se observa en condiciones control (i.e. sin estrés adicional) pero que podrian estar
implicados en diferentes mecanismos de tolerancia a estreses. Se ha llevado a cabo
una caracterizacién fenotipica y genética y, en la mayor parte de los casos, se ha
evaluado su comportamiento frente a salinidad y/o estrés hidrico para evaluar cémo
afectan los cambios fenotipicos a su nivel de tolerancia. Ademas, estos mutantes se

han ido agrupando por bloques en funcion de cuél es su fenotipo principal.

En resumen, se presentan cinco mutantes del desarrollo de la parte aérea, tres
mutantes variegados y/o cloréticos, cuatro mutantes con alteraciones en los
mecanismos de senescencia y/o letalidad y, por ultimo, cinco mutantes que exhiben
alteraciones en el sistema radicular, la parte de la planta més importante en la

absorcion de agua y sales minerales.
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4.2.1. Mutantes afectados en el desarrollo de la parte aérea

Las plantas han tenido que desarrollar respuestas adaptativas a un entorno en
constante cambio (temperatura, disponibilidad de agua, salinidad, ataque de plagas,
enfermedades,...). Al estudiar las relaciones que hay entre los mecanismos del
desarrollo y las situaciones estresantes podemos encontrar nuevas estrategias que
permitan abordar los efectos negativos que provocan éstas en las plantas. Un ejemplo
de esta relacion es el mutante el 916 ET MM, severamente afectado en desarrollo de
la parte aérea en condiciones de estrés salino. El estudio de otros mutantes afectados
en el desarrollo de la parte aérea nos puede ayudar a descubrir algunos de estos
mecanismos que permiten adaptarse a las plantas a estas situaciones estresantes.

En este primer apartado se presentan los resultados de la caracterizacién de cinco
lineas que tuvieron algun fenotipo mutante en el desarrollo de la parte aérea de la
planta. Las cinco lineas se identificaron como mutantes en el transcurso de esta Tesis.
En concreto, las tres primeras se identificaron en el escrutinio in vitro bajo condiciones
de estrés salino (111 ET GA, 131 ET GA y 2742 ET MM). Otra linea, la 2647 ET MM
M1, se identificé durante un experimento de corroboracién en TG2 ya que se habia
seleccionado por haber observado un fenotipo curioso en TG1 que debia comprobarse
si se transmitia a la descendencia. La ultima, la 1458 ET MM, se identific6 durante el
cultivo de plantas TG2 en el invernadero para realizar la identificacién de plantas
alteradas en su tolerancia al estrés hidrico.
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Mutante 111 ET GA

El primer experimento con esta linea fue el cultivo de semillas TG2 in vitro en medio de
germinacion con sal. Se observaron, después de 30 dias de cultivo, plantulas que
practicamente no desarrollaron la parte aérea y en las que no se veia un apice
meristematico como el de las plantulas WT. Esta alteracién afectaba también al
desarrollo de las hojas, que tenian menor tamano y forma diferente. Pese a los
multiples cambios observados en la parte aérea de la planta, en ese primer
experimento, no se observaron alteraciones destacables en el sistema radicular

embrionario (Figura 61).

Figura 61. Fenotipo de plantulas procedente de semilla de la linea 111 ET GA
después de 30 dias en medio de germinaciéon con NaCl 75 mM. La barra
representa 1 cm.
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Después de detectar el fenotipo mutante en un medio con 75 mM de NaCl, se evalué
la linea en medio de germinacion sin NaCl. En esas condiciones, también se

identificaron algunas plantulas con fenotipo mutante (Figura 62).

Figura 62. Fenotipo de plantula procedente de semilla de la linea 111 ET GA
después de 10 dias en medio de germinacion. La barra representa 1 cm.

A continuacion, se cultivaron apices meristematicos de plantulas WT y M en medio
basico para ver el desarrollo de las plantas axénicas. La planta mutante presentd un
tallo menos elongado, con cambios en su direccion de crecimiento, pero que poco a
poco iba normalizando su desarrollo (Figura 63).

Figura 63. Fenotipo de planta axénica de la linea 111 ET GA después de 20 dias
en medio bésico. La barra representa 1 cm.
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Tras diversas clonaciones, la planta mutante presentaba una morfologia mas similar a
una planta WT. Se aclimataron plantas mutantes para conocer su fenotipo in vivo. Las
plantas mutantes se desarrollaron sin problema, como una planta WT, llegando a
producir flores y frutos de los que se obtuvieron descendencias TG3 (Figura 64).

Figura 64. Fenotipo de plantula mutante aclimatada de la linea 111 ET GA
después de llegar a etapa adulta. La barra representa 10 cm.

Se evaluaron las progenies obtenidas de las plantas mutantes, tanto in vitro como in
vivo. En cultivo in vitro, se observaron alteraciones en el desarrollo del apice
meristematico de las plantulas procedentes de semillas. En sus primeras etapas del
desarrollo, los primordios foliares y las hojas diferian del WT (Figura 65).

Figura 65. Parte aérea de plantulas TG3 mutantes de la linea 111 ET GA después
de 20 dias en medio de germinacion. La barra representa 1 cm.
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Ademas, conforme avanzaba el crecimiento de las plantas, se comprobd cémo
aparecian algunas estructuras meristematicas de forma ectépica, es decir, en lugares
diferentes al WT. En concreto, se observd el desarrollo de meristemos en zonas del
epicétilo (Figura 66).

Figura 66. Presencia de meristemos en el epicétilo de plantulas TG3 mutantes de
la linea 111 ET GA después de 20 dias en medio de germinacién. La barra
representa 0.5 cm.

En el experimento de cultivo in vivo de semillas TG3 mutantes la Unica alteracion
observada fue el desplazamiento de algunas yemas axilares respecto de su
localizacion habitual (Figura 67).
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Figura 67. Fenotipo de plantula TG3 mutante de la linea 111 ET GA después de
30 dias en invernadero. La barra representa 5 cm.

En resumen, esta linea presentaba alteraciones en la parte aérea de la planta,

fundamentalmente en las primeras etapas del desarrollo.

Analisis del modo de herencia del fenotipo mutante

El fenotipo mutante se observo en los dos experimentos llevados a cabo con semillas
TG2. Tras hacer la prueba de homogeneidad se comprobd que ambos experimentos
se podian estudiar de forma agregada. Al comparar la segregacién de los datos
acumulados con respecto a los esperados para una mutacién monogénica recesiva se
concluyé que no habia motivos para dudar de que esta hipétesis fuera correcta (Tabla
13).

Tabla 13. Analisis del modo de herencia del mutante 111 ET GA.

Segregacion WT M Total x°
Experimento 1 Observada 13 5 18
Esperada (3:1) 13.5 4.5 0.07
Esperada (3:1) 18.0 6.0 0.22
Datos acumulados * Observada 32 10 42
Esperada (3:1) 31.5 10.5 0.03

2 Andlisis x* homogeneidad (3% = 0.26) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; %% 1 4.1 = 3.84)
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Analisis genético del numero de insertos T-DNA

En cuanto a la resistencia a la kanamicina, en la TG2 se observo una segregacion de
30 plantas resistentes y 12 sensibles. Tras realizar la prueba de % no habia motivos
para dudar de que la linea 111 ET GA era portadora de un Unico inserto T-DNA con el

gen nptll funcional (Tabla 14).

Tabla 14. Andlisis del numero de insertos T-DNA con el gen nptll funcional de la
linea 111 ET GA.

Segregacion Kan® Kan® Total x°
Experimento1 Espeorzsézrgi? 155 a5 18 0.67
Experimento 2 EspeorZZZr?ﬂ? 11:0 6(.50 24 0.00
Datos acumulados * Espeorzzear\(/gﬂa)l 315 105 42 0.29

2 Analisis x2 homogeneidad (x2H = 0.38) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; X22g_ .= 3.84)

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

Al analizar los resultados anteriores de forma conjunta se concluyé que no existe
cosegregacion entre el fenotipo mutante y el inserto de T-DNA con el gen nptll
funcional, ya que se encontraron cinco plantas mutantes sensibles a la kanamicina
(Tabla 15).

Tabla 15. Andlisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo mutante de la
linea 111 ET GA.

WwWT M
Kan® | Kan® | Kan® | Kan® Total
Experimento1 11 2 1 18
Experimento 2 13 5 5 24
Datos acumulados 24 7 6 42
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Mutante 131 ET GA

Este mutante se identificé en el escrutinio in vitro de estrés salino. En concreto, se
detectaron plantulas procedentes de semilla con un menor crecimiento en medio de
germinacion con sal. A continuacién se evalu6 la linea en medio de germinacién sin
NaCl y también se observé el fenotipo mutante. En ambos casos las plantulas
mutantes presentaron un desarrollo menor de la parte aérea aunque el sistema

radicular parecia no verse afectado de forma importante (Figura 68).

Figura 68. Fenotipo de plantula de la linea 131 ET GA después de 35 dias en
medio de germinacion con NaCl (izquierda) y después de 20 dias en medio de
germinacion (derecha). La barra representa 1 cm.

Figura 69. Fenotipo del SAM de la linea 131 ET GA. La barra representa 0.1 mm.
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Con la ayuda de una lupa binocular se estudi6 la morfologia y tamafo del SAM, no
observando anomalias en el de las plantas mutantes (Figura 69).

Se cultivaron apices meristematicos en medio basico para conocer el fenotipo de la
planta axénica y, al igual que en las plantulas, se observé menor crecimiento en el
mutante. En este caso, el desarrollo radicular adventicio si era claramente diferente al
de las plantas testigo, ya que practicamente no habia raices secundarias bien
desarrolladas en las plantas mutantes (Figura 70).

Figura 70. Fenotipo de plantas axénicas de la linea 131 ET GA después de 30
dias de cultivo en medio basico. La barra representa 1 cm.

Ademas de los experimentos llevados a cabo in vitro, también se cultivaron semillas
para observar el fenotipo de las plantulas crecidas en el invernadero. Tras unos pocos
dias de cultivo, se vieron las mismas diferencias en el desarrollo que se observaron in
vitro, es decir, las plantas mutantes no alcanzaban el tamano de las plantas WT (tallo
menos elongado) y las hojas no alcanzaban el tamafio de las del testigo (Figura 71).
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Figura 71. Fenotipo de plantas procedentes de semilla de la linea 131 ET GA
después de 25 dias en invernadero. La barra representa 1 cm.

A mas largo plazo, se vio como las diferencias en el desarrollo se mantenian a lo largo

de toda la vida de la planta, tanto en la parte aérea como en la raiz (Figura 72).

45 dias 120 dias

Figura 72. Fenotipo de plantas procedentes de semilla de la linea 131 ET GA
después de 45 y 120 dias en invernadero. La barra representa 5 cm.
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Analisis del modo de herencia del fenotipo mutante

Se evaluaron 104 individuos en cuatro experimentos independientes, observando en
todos ellos alguna planta con fenotipo mutante. La segregacién final fue de 83 WT y 21
mutantes. El andlisis x°de los datos acumulados indico que el fenotipo se debe a una

mutacion monogénica recesiva (Tabla 16).

Tabla 16. Analisis del modo de herencia del mutante 131 ET GA.

Segregacion WT M Total x°
Experimento 1 EspeorZZZr@ﬂ? 114§3 4L.17 19 0.16
Experimento 2 EspeorZZZr@ﬂ? 23(;1.3 8‘.17 35 3.44
Experimento 3 Espeort;?jzr\(lgﬂa)l 150 6.0 24 0.00
Experimento 4 Espgiiirﬁﬂi 195 65 26 0.05
Datos acumulados * Espgiiirﬁﬂi 750 260 104 1.28

2 Andlisis x2 homogeneidad (x2 n=2.37) indica que las muestras son homogéneas (P>0.05; x2 3g.1.=7.82)

Analisis genético del numero de insertos T-DNA

En cuanto a la segregacion de resistencia a kanamicina, se analizaron 78 individuos
obteniendo una segregacién de 60 plantas resistentes a la kanamicina frente a 18
sensibles. Con el célculo de la x° de los datos acumulados se concluyé que la linea
131 ET GA porta un inserto con el gen nptll funcional (Tabla 17).

Tabla 17. Andlisis del numero de insertos T-DNA con el gen nptll funcional de la
linea 131 ET GA.

Segregacion Kan® Kan® Total 2
Experimento Espeort;?jzr\(lgﬂa)l s o 19 0.44
Experimento 2 Espgiiirﬁﬂi 2%&.33 8?7 35 0.22
Experimento 3 Espgiiirﬁﬂi 1189.30 et.-)o 24 0.47
Datos acumulados * Espgiiirﬁﬂi 5?3(.)5 115;.35 /8 0.15

2 Andlisis x2 homogeneidad (X2H=0-97) indica que las muestras son homogéneas(P>0.05; X22g_ 1.=5.99)

113



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

Se comprobd que no existe cosegregaciéon entre el inserto T-DNA con el gen nptll
funcional y el fenotipo mutante, ya que se detectaron cinco plantas mutantes sensibles
a la kanamicina en los experimentos realizados (Tabla 18).

Tabla 18. Analisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo mutante de la
linea 131 ET GA.

wWT
Kan® | Kan®
Experimento1 11 4
Experimento 2 25 6
Experimento 3 15 3
Datos acumulados 51 13

114



Mutante 2742 ET MM

El mutante 2742 ET MM se identifico en el escrutinio de plantulas TG2 cultivadas en
medio de germinacion con NaCl. Tras 15 dias de cultivo se observaron algunas
plantulas con las hojas enrolladas y arrugadas. El apice y el sistema radicular no
presentaban alteraciones evidentes (Figura 73).

WT

Figura 73. Fenotipo de plantula de la linea 2742 ET MM en medio de germinacién
salino después de 15 dias. La barra representa 1 cm.

Se realizé la evaluacién en medio de germinacion sin NaCl y se observd también el
fenotipo mutante, aunque en estas condiciones el fenotipo aparecié a partir de los 30
dias de cultivo (Figura 74).

Figura 74. Fenotipo de plantula de la linea 2742 ET MM después de 30 dias en
medio de germinacién. La barra representa 1 cm.
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Se cultivaron los apices meristematicos en medio basico para conocer el fenotipo de la
planta axénica. De nuevo, se observé la formacion de hojas arrugadas y el tallo crecia
con un cierto grado de curvatura. Sin embargo, el sistema radicular parecia normal
(Figura 75).

Figura 75. Fenotipo de planta axénica mutante de la linea 2742 ET MM tras 30
dias de cultivo en medio basico. La barra representa 1 cm.

Se cultivaron semillas TG2 en macetas en el invernadero para conocer el fenotipo in
vivo. Se observé un desarrollo mas lento de las plantas con fenotipo mutante. Las

hojas tenian un aspecto arrugado desde los primeros dias de desarrollo (Figura 76).

Figura 76. Fenotipo de planta de semilla de la linea 2742 ET MM después de 22
dias de cultivo en el invernadero. La barra representa 5 cm.
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Las plantas mutantes se desarrollaron hasta la etapa adulta alcanzando el tamaro de
una planta WT y durante todo el periodo de crecimiento las hojas seguian con una
morfologia anomala (Figura 77).

Figura 77. Fenotipo de planta adulta (izquierda) y de hojas (derecha) de la linea
2742 ET MM cultivada en el invernadero. La barra representa 10 cm.

Respecto al desarrollo floral, se observaron anomalias en las flores desde las primeras
etapas del desarrollo (Figura 78).

Figura 78. Fenotipo de botones florales de la linea 2742 ET MM. La barra
representa 1 cm.
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Los sépalos de los botones florales tenian un aspecto rugoso, las anteras eran
diferentes a las del WT, el estilo presentaba curvatura y el ovario era algo mas
alargado. En las flores en etapa de preantesis se observé un engrosamiento en la

zona del ovario que indicaba un cuajado independiente de la polinizacion (Figura 79).

Figura 79. Fenotipo de flores en preantesis de la linea 2742 ET MM. La barra
representa 1 cm.

En las primeras etapas del desarrollo del fruto se observé que los pétalos se quedaban
adheridos al fruto (Figura 80). En las etapas de fruto verde inmaduro y verde maduro
la cuticula era muy rugosa, lo que quiza explica la tendencia al agrietado de una buena
parte de los frutos. Algunos de ellos alcanzaban un calibre similar a los de WT y
maduraban normalmente. Aun asi, estos frutos, que tenian mayor nimero de l6culos,

no dieron semillas TG3 (Figura 81).

Figura 80. Fenotipo de frutos en diferentes momentos del desarrollo de la linea
2742 ET MM. La barra representa 1 cm.
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Figura 81. Fenotipo de frutos maduros de la linea 2742 ET MM. La barra
representa 1 cm.

Se realizaron injertos entre plantas WT y mutantes. El resultado indico que el fenotipo
mutante so6lo se observaba en las plantas con la parte aérea mutante (Figura 82). No
obstante, cuando la planta tenia el sistema radicular mutante y la parte aérea WT, el
desarrollo de la parte aérea, de aspecto WT, era inferior al observado en el injerto WT
sobre WT, lo que indica que, pese a que la raiz del mutante no parecia distinto al del
WT (Figura 75), su sistema radicular no funciona con absoluta normalidad.

Figura 82. Fenotipo de injertos de la linea 2742 ET MM después de 30 dias de
cultivo en el invernadero. La barra representa 10 cm.
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Analisis del modo de herencia del fenotipo mutante

Se realizaron tres experimentos para analizar un total de 94 plantas TG2. Tras
comprobar que los datos se podian estudiar de forma conjunta, el andlisis ° indico

que no habia motivos para dudar de un modelo de herencia monogénica recesiva

(Tabla 19).

Tabla 19. Analisis del modo de herencia del mutante 2742 ET MM.

2

Segregacion WT M Total X
Experimento 1 EspeorZZZr?ﬂ? 210 70 28 0.00
Experimento 2 EspeorZZZr?ﬂ? 115?7 51.13 21 0.40
Experimento 3 Espeoriiir@ﬂ? 5.7 i3 45 1.25
Datos acumulados * Espgiiirﬁﬂ? 705 255 94 1.15

2 Andlisis x2 homogeneidad (x2H =0.50) indica que las muestras son homogéneas (P>0.05; ng 9.1.=5.99)

Analisis genético del numero de insertos T-DNA

En cuanto a la resistencia a la kanamicina, se realizaron dos experimentos
independientes. De un total de 49 individuos se obtuvo una segregacion de 34
resistentes y 15 sensibles. El andlisis de x° de estos datos acumulados indicé que no
habia motivos para dudar de que la linea 2742 ET MM porte un anico inserto T-DNA

con el gen nptll funcional (Tabla 20).

Tabla 20. Andlisis del nimero de insertos T-DNA con el gen nptl// funcional de la
linea 2742 ET MM.

R

S

2

Segregacion Kan Kan Total X
Experimentof EspeorZZZr?ﬂ? 210 70 28 0.00
Experimento 2 Espeorzsfzieélr\(/g:d1a)l 115:.)’7 5?3 21 1.92
Datos acumulados * EspeorZZZr?ﬂ? 307 123 49 0.82

2 Analisis %> homogeneidad (x°+=1.10) indica que las muestras son homogéneas (P>0.05; %° 1 4.1=3.84)
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Analisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo mutante

Se comprob6 que no existia cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo mutante en
la linea 2742 ET MM, debido a que se observaron cuatro plantas mutantes sensibles a

kanamicina (Tabla 21).

Tabla 21. Andlisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo mutante de la

linea 2742 ET MM.

WT M
= = Total
Kan Kan Kan Kan
Experimento1 17 4 4 28
Experimento 2 10 7 3 21
Datos acumulados 27 11 7 49

Como los cruces de planta mutante con S. pimpinellifolium no dieron semillas, se
realizé el cruce con una planta WT sensible a la kanamicina cuya descendencia
segregaba para el fenotipo mutante, es decir, la planta era hemicigética para la
mutacion. Se obtuvieron semillas F1 y, a partir de algunas de ellas, las
correspondientes progenies F2. Se realiz6 la evaluacion fenotipica en varias F2 y en
una de ellas se obtuvieron plantas WT y M (Figura 83). Se han congelado suficientes
muestras de estas plantas para llevar a cabo la identificacion del gen mediante mapeo

posicional y secuenciacion NGS en un futuro préximo.

Figura 83. Fenotipo de plantas F2 de la linea 2742 ET MM después de 30 dias de
cultivo en el invernadero. La barra representa 10 cm.
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Mutante 2647 ET MM M1

Al cultivar en el invernadero la planta TG1 de la linea 2647 ET MM, se observé la
formacién de brotes adventicios en los nervios de algunas hojas, siendo el resto de
caracteres similares a los del WT. Ademas, al realizar la evaluacion in vitro de las
plantas TG2 se observaron dos fenotipos mutantes. El primero, denominado M1,
mostraba una alteracién en el apice, mientras que el segundo, denominado M2,
exhibia alteraciones en las hojas y el sistema radicular. En este apartado se explican
los resultados y caracterizacion del fenotipo M1.

Se identificé el fenotipo mutante M1 en plantulas cultivadas en medio de germinacién
durante 30 dias. Se observaron plantulas en las que aparecia una zona necrética a
pocos milimetros del apice impidiendo que la plantula siguiera creciendo. Se vio que
esto ocurria tras la formacion de las primeras hojas, cuya morfologia y tamafo eran

similares a las de las plantulas WT, al igual que pasaba con las raices (Figura 84).

/ WT M1

Figura 84. Fenotipo de plantula del mutante M1 de la linea 2647 ETMM en medio
de germinacion después de 30 dias. La flecha indica la zona necrosada. La barra
representa 1 cm.

Para conocer el fenotipo de la planta axénica se cultivaron semillas TG2 en medio de
germinacion y se subcultivé el épice meristematico a medio bésico cuando las
plantulas tenian siete dias y aun no se veia la necrosis en el apice. En las plantas
axénicas el apice también se necrosaba tras desarrollarse las primeras dos hojas de la
planta, lo cual detenia su crecimiento (Figura 85).
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Figura 85. Fenotipo de planta axénica del mutante M1 de la linea 2647 ETMM en
medio basico después de 20 dias. La barra representa 5 mm.

En cuanto al sistema radicular de la planta axénica mutante, se apreciaron dificultades
para que los primordios de las raices secundarias se desarrollaran normalmente
(Figura 86).

Figura 86. Sistema radicular de planta axénica del mutante M1 de la linea 2647
ETMM. La barra representa 1 cm.
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Para evaluar mejor el fenotipo in vivo se cultivaron semillas TG2 en el invernadero. Los
primeros dias de desarrollo no se observd ninguna planta con fenotipo mutante. Tras
20 dias de cultivo algunas plantas presentaron dos hojas totalmente expandidas por
debajo de las cuales comenzd a aparecer una zona de necrosis. A continuacién, el
tallo que quedaba por debajo de esa zona empez6 a engrosar y el apice a perder
turgencia. Finalmente, unos dias después de haberse iniciado este proceso, el apice
colapsé y la parte aérea de la planta dejo de crecer (Figura 87).

Figura 87. Plantas mutantes M1 de la linea 2647 ET MM procedentes de semillas
TG2 tras 20, 22 y 30 dias de cultivo en el invernadero. La barra representa 5 cm.

Tras la necrosis del apice terminal, algunas plantas mutantes activaron la formacién de
brotes a partir de alguna de las yemas axilares que estaban por debajo de la zona de
necrosis. A los pocos dias de iniciar su desarrollo, el brote axilar sufria un proceso
similar al experimentado en la parte terminal del tallo, llegando a colapsar como le
ocurria al apice meristematico. Como resultado de este proceso las plantas mutantes
no podian mantener un crecimiento vegetativo suficiente y acababan por morir de

forma temprana (Figura 88).

124



Figura 88. Fenotipo de plantas de la linea 2647 ET MM tras 30 dias de cultivo en
el invernadero. Detalle de 4pice meristemético (abajo a la izquierda) y yema axilar
(abajo a la derecha) de una planta mutante M1. La barra representa 5 cm (arriba)
y 1 cm (abajo).

Las plantas M1 fueron incapaces de desarrollar flores y frutos debido a las

alteraciones que producia la mutacion.

Analisis del modo de herencia del fenotipo mutante

Se realizaron tres experimentos in vitro 'y uno in vivo y en todos ellos se observé el
fenotipo mutante. El andlisis de homogeneidad indicé que las muestras eran
homogéneas y se podian tratar de forma agregada. Sin embargo, el analisis de los
datos acumulados no se ajusté a la segregacion esperada para una mutacion
monogénica recesiva (3 WT : 1 M) (Tabla 22).
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Tabla 22. Analisis del modo de herencia de de la linea 2647 ET MM M1.

Segregacion WT M Total x°
Experimento 1 ESpgzzzr\(lgie; 221?0 76.50 28 0.19
Experimento 2 Espgiiirﬁﬂi 300 100 40 3.33
Experimento 3 Espgiiirﬁﬂi 405 185 54 5.56
Experimento 4 Espfriiir@ﬂ? o5 55 22 4.91
Datos acumulados * EspeorZZZr@ﬂ? 108.0 36.0 144 12.00

2 Analisis %> homogeneidad (x°+ = 1.99) indica que las muestras son homogéneas (P>0.05; %3 4.1=7.82)

Como puede verse en la Tabla 22, la falta de ajuste a la segregacién 3 WT : 1 M se
debe en todos los casos a que hay menos plantas mutantes de lo esperado. La
explicacion mas probable para este caso es que exista cierta subletalidad asociada al
fenotipo mutante.

Analisis genético del numero de insertos T-DNA

El analisis genético del numero de insertos de T-DNA basado en la evaluacién de la
resistencia a la kanamicina no se ajustaba a una hipétesis de un Unico inserto con el
gen nptll funcional. Por tanto, se realizaron los calculos para una segregacion de 15
Kan® : 1 Kan® y los resultados indicaron no hay motivos para dudar de que esta linea
porte dos insertos de T-DNA con el gen nptl/ funcional (Tabla 23).

Tabla 23. Analisis del nimero de insertos T-DNA con el gen nptll funcional para la
linea 2647 ET MM.

Segregacion Kan® Kan® Total 2
Observada 36 4
Experimento1 Esperada (3:1) 30.0 10.0 40 4.80
Esperada (15:1) 37.5 2.5 0.12
Observada 50 4
Experimento 2 Esperada (3:1) 40.5 13.5 54 8.91
Esperada (15:1) 50.6 3.4 0.96
Observada 86 8
Datos acumulados ® Esperada (3:1) 70.5 23.5 94 13.63
Esperada (15:1) 88.1 5.9 0.82

2 Analisis %> homogeneidad (x°+ = 0.26) indica que las muestras son homogéneas (P>0.05; x° 1 4.1=3.84)
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Analisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo mutante

Para determinar la existencia o ausencia de cosegregacion se aclimataron seis plantas
TG2 WT Kan® y se analiz6 su descendencia. En tres de estas lineas se observaron
plantas de fenotipo mutante M1 (4, 2 y 1 plantas en cada linea) por lo que se concluy6
gue no existe cosegregacion entre un inserto de T-DNA con el gen nptll funcional y el
fenotipo mutante M1.
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Mutante 1458 ET MM

Este mutante se identificé durante el escrutinio in vivo para identificar lineas afectadas
en su nivel de tolerancia al estrés hidrico a partir de semillas TG2. Habida cuenta de
que el fenotipo mutante se observéd desde las primeras etapas de crecimiento de las
plantas, no se aplicé el tratamiento de estrés y se procedié a caracterizar dicho
fenotipo. Las plantas mutantes tenian la parte aérea alterada, crecian menos y las
hojas presentaban distintas alteraciones. En los cortes histolégicos de algunos foliolos
de estas hojas con morfologia alterada se observé que presentaban dos haces
vasculares en el nervio central ademas de un mayor grosor del limbo (Figura 89).

Figura 89. Fenotipo de hojas y cortes histologicos de foliolos de la linea 1458 ET
MM de plantas cultivadas en invernadero. La barra representa 5 cm y 500 pum.
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Conforme avanzaba el desarrollo de las plantas las alteraciones se hacian mas
intensas. Si las hojas basales mostraban algunas alteraciones respecto al WT, las

hojas apicales que aparecian en ese momento tenian una morfologia completamente

filiforme (Figura 90).

Figura 90. Fenotipo de plantas de la linea 1458 ET MM cultivadas en el
invernadero durante 30 dias. La barra representa 5 cm.

Al continuar su desarrollo se observé que, pese a las alteraciones comentadas, las
plantas mutantes formaron algunas flores aisladas en el pice de morfologia similar a
las WT (Figura 91).

Figura 91. Fenotipo de plantas de la linea 1458 ET MM cultivadas en el
invernadero durante 50 dias. La barra representa 5 cm.

En la parte final del ciclo de cultivo de estas plantas, se desarrollaron algunos frutos,
de tamano similar al WT, algo acostillados, con alteraciones en su epidermis, pero que
llegaron a madurar y dar bastantes semillas (Figura 92).
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Figura 92. Fenotipo de planta y fruto mutante de la linea 1458 ET MM. La barra
representa 5 cm.

Al realizar las podas de los brotes laterales durante el cultivo de estas plantas en el
invernadero, se observé la formacion de brotes adventicios en las zonas de corte de

los tallos (Figura 93).
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Figura 93. Formacion de brotes a partir de zonas de corte de la linea 1458 ET MM
in vivo. La barra representa 1 cm.

Se estudié esta nueva caracteristica en cultivo in vitro por las implicaciones que podria
tener la capacidad de regeneracion adventicia del mutante. Se comprobd que en
plantas axénicas mutantes obtenidas a partir de la esterilizacién de semillas TG2
también aparecia este fenotipo. Tras varios subcultivos se vio que en algunas zonas
de corte de los explantes se formaba un pequefio callo y, a partir de él, se producia la
regeneracion de nuevos brotes adventicios (Figura 94).

Figura 94. Formacién de yemas y brotes adventicios en zonas de corte de plantas

axénicas de la linea 1458 ET MM cultivadas en medio bésico. La barra representa
1 mm.

Para comprobar que el fenotipo observado in vitro era el mismo que se habia
detectado en el invernadero, se aclimataron plantas catalogadas como mutantes in
vitro (Figura 95).
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Figura 95. Fenotipo de planta mutante aclimatada de la linea 1458 ET MM. La
barra representa 10 cm.

Tras confirmar que el fenotipo observado in vivo e in vitro corresponden a la misma
mutacion, se analizdé la ploidia de algunas plantas regeneradas in vitro de forma
adventicia a partir de zonas de corte del tallo. Como era de esperar, se detectaron
algunas plantas tetraploides dado su origen adventicio. En concreto, de 17 plantas
analizadas, se detectaron 3 plantas tetraploides (Figura 96).

Figura 96. Planta mutante tetraploide de la linea 1458 ET MM. La barra
representa 10 cm.
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Ademas, también se reintrodujeron in vitro algunos explantes de las plantas mutantes
cultivadas en el invernadero. En estos explantes se reprodujo el fenotipo observado
anteriormente y se obtuvieron brotes adventicios a partir de las zonas de corte.
Ademas, se comprob6 cédmo algunas yemas axilares tenian alterado su desarrollo

temprano lo cual impedia su crecimiento normal (Figura 97).

M

Figura 97. Yema axilar de planta mutante de la linea 1458 ET MM. En la parte
superior se muestra un explante nodal reintroducido in vitro y cultivado en medio
bésico. La flecha muestra la morfologia anémala del meristemo axilar. En la parte
inferior se muestran cortes histolégicos de una yema axilar WT y una mutante. La
barra representa 1 cm (arriba) y 100 um (cortes histolégicos).

Por las implicaciones que presenta este mutante en aspectos relacionados con la
regeneracion y morfogénesis, se ha analizado el contenido hormonal endégeno. En la
Figura 98 se representa el contenido relativo de las tres citoquininas analizadas

respecto de su testigo correspondiente.
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Figura 98. Contenido hormonal endégeno en hojas de plantas mutantes de la
linea 1458 ET MM. Se representa la diferencia relativa del mutante respecto del
WT de cada hormona analizada ((M-WT)/WT). DHZ = dihidrozeatina; IP = 2-
isopentenil-adenina; TZ = trans-zeatina. El asterisco representa que existe
diferencia significativa (test t: P<0,05) entre la media de la concentracién del WT y

del mutante.

Como puede verse, el contenido de dos de las tres citoquininas analizadas
(dihidrozeatina y trans-zeatina) es significativamente superior al del WT. En estudios

posteriores se intentara averiguar como estéa relacionado este incremento de contenido

enddgeno de citoquininas con el fenotipo mutante.

Analisis del modo de herencia del fenotipo mutante

Se realizaron dos experimentos para analizar el modo de herencia del fenotipo
mutante, uno in vivo y otro in vitro, con un total de 98 individuos TG2 de la linea 1458

ET MM. Se observaron 75 plantas de fenotipo WT y 23 mutantes. El anélisis %2 de los

datos acumulados indic6 que no habia motivos para dudar de un modelo de herencia

monogénica recesiva para esta linea (Tabla 24).

Tabla 24. Analisis del modo de herencia del mutante 1458 ET MM.

2

Segregacion WT Total X
Experimento 1 Observada 18 > 23
Esperada (3:1) 17.3 5.7 0.13
Experimento 2 Obsel’vada 57 18 75
Esperada (3:1) 56.3 18.7 0.04
Datos acumulados * Observada 75 23 98
Esperada (3:1) 73.5 24.5 0.12

2 Analisis x2 homogeneidad (x2H=0.05) indica que las muestras son homogéneas (P>0.05;x21 g.1.=3.84)
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Analisis genético del numero de insertos T-DNA

En lo que respecta a la resistencia a la kanamicina de las plantas cultivadas en el
experimento in vitro, se observd una segregacién de 51 plantas resistentes y 24
plantas sensibles. Al realizar el anélisis de x° se concluyé que la linea 1458 ET MM

porta un inserto con el gen nptll funcional (Tabla 25).

Tabla 25. Andlisis del nimero de insertos T-DNA con el gen nptl// funcional de la
linea 1458 ET MM.

Segregacion Kan® Kan® Total x
. Observada 51 24
Experimento1 Esperada (3:1) |  56.3 18.7 75 1.96

2 Analisis %2 (P>0.05;%% 4.1 =3.84)

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

Se comprobd que no existe cosegregacion entre el inserto T-DNA con el gen nptll
funcional y el fenotipo mutante en la linea 1458 ET MM, ya que se observaron cuatro
plantas mutantes sensibles a la kanamicina (Tabla 26).

Tabla 26. Andlisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo mutante de la
linea 1458 ET MM.

WT M |

Total
Kan® | Kan® Kan® | Kan®
Experimento1 37 20 14 75

Al comprobar que no existia cosegregacion, se realizaron cruces entre plantas

mutantes y plantas de S. pimpinellifolium. Se obtuvieron semillas F2 de ese cruce y se
realizd la evaluacién fenotipica de estas plantas. Tras su cultivo en el invernadero se

identificaron plantas WT y plantas mutantes en este cruce (Figura 99).
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Figura 99. Fenotipo de F2 de la linea 1458 ET MM in vivo. La barra representa 10
cm.

Gracias a este material, del que se han tomado y congelado muestras, se podra llevar
a cabo en un futuro préximo el mapeo por secuenciacion del gen alterado en este

mutante.
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4.2.2. Mutantes afectados en variegacion y clorosis

El contenido total de clorofila disminuye cuando una planta se ve sometida a estrés
salino durante largos periodos de tiempo. En esos casos aparece habitualmente un
fenotipo de clorosis. El estudio de los procesos relacionados con el contenido de
clorofila y el desarrollo y concentracion de cloroplastos en las células puede abrir
nuevas estrategias para evitar los dafnos que producen el estrés salino sobre las
plantas cultivadas. Los mutantes variegados y los que muestran un fenotipo clorético
en ausencia de ningun tipo de estrés nos pueden ayudar a identificar los genes que
estan relacionados con estos procesos biolégicos.

En este apartado se han incluido tres mutantes, uno clorético y dos variegados. En
este segundo apartado se muestran los resultados correspondientes a la
caracterizacion de tres lineas que presentaron cambios en la coloracién de sus
organos vegetativos, es decir, variegacién o clorosis. Las dos primeras lineas (2494
ET MMy 245 ET GA) se identificaron en TG1, donde se observé un fenotipo variegado
en el limbo de las hojas. La tercera linea (2232 ET MM) se identificé en el escrutinio de
progenies TG2 en condiciones de estrés salino.

Mutante 2494 ET MM

Este mutante se detecté en plantas TG1 cultivadas in vitro, debido a la variegacion
sectorial en las hojas. Se aclimataron plantas TG1 en el invernadero para conocer su
fenotipo y obtener progenie TG2. Se confirm6 el fenotipo in vivo, observandose
variegacion tanto en las hojas como el tallo. Los frutos obtenidos a partir de estas
plantas, aunque de menor tamafno que los del WT, llegaron a madurar y tenian
algunas semillas (Figura 100).
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Figura 100. Fenotipo de una planta TG1 de la linea 2494 ET MM. Hoja en cultivo
in vitro (izquierda) y tallo, hojas, frutos de plantas cultivadas en el invernadero
(centro y derecha). La barra representa 1 cm.

Tras la germinacion de las semillas procedentes de la TG1, se evaluaron las plantas
TG2 en cultivo in vitro. Se observaron algunas plantas con pequehas zonas
variegadas en las hojas, y, tras su aclimatacion, se confirmé el fenotipo mutante en el

invernadero (Figura 101).

Figura 101. Fenotipo de planta TG2 mutante de la linea 2494 ET MM aclimatada y
cultivada en el invernadero durante 60 dias. La barra representa 5 cm.
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Analisis del modo de herencia del fenotipo mutante

Al detectarse el fenotipo mutante en la planta TG1 nos encontramos ante un mutante
de naturaleza dominante. Se obtuvieron pocas semillas TG2, cuya segregacion se
ajusta perfectamente a la proporcion 1 WT : 3 M esperada para un mutante

monogénico dominante (Tabla 27).

Tabla 27. Analisis del modo de herencia del mutante 2494 ET MM.

Segregacion WT M Total x°
Observada 2 6
Experimento 1 Esperada (3:1) 6.0 2.0 8 10.67
Esperada (1:3) 2.0 6.0 0.0

2 Analisis %°=0.00 (P>0.05; %% 1.1 =3.84 )

Analisis genético del numero de insertos T-DNA

Se analizaron los 8 individuos TG2 para tratar de inferir la segregacion de la
resistencia a la kanamicina. Como era de esperar, debido al escaso tamafo de
muestra, el andlisis ¥* no permite determinar cuantos insertos con el gen nptll
funcional porta la linea 2494 ET MM. Lo Unico que se puede afirmar es que los datos

se ajustan tanto a uno como a dos insertos (Tabla 28).

Tabla 28. Andlisis del numero de insertos T-DNA con el gen nptll funcional de la
linea 2494 ET MM.

Segregacion Kan® Kan® Total 2
Observada 7 1
Experimento1 Esperada (3:1) 6.0 2.0 8 0.67
Esperada (15:1) 7.5 0.5 0.53

2 Analisis %°=0.67 (P>0.05; %% 14.1. = 3.84)

Para llegar a una conclusioén concreta, se obtuvieron semillas de retrocruce utilizando
plantas TG1 como parental femenino. Se llevd a cabo el test de resistencia a la
kanamicina y, de 20 plantas analizadas, 9 presentaron resistencia y 11 fueron
sensibles. Esta segregacién no se ajusta a la proporcion 3 Kan® : 1 Kan®
correspondiente a una linea con dos insertos (x°=9.60>3.84), pero se ajusta
perfectamente a un modelo 1 Kan® : 1 Kan® (x?=0.20<3.84), que seria el esperado

para una linea con un unico inserto de T-DNA con el gen nptll funcional.
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Analisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo mutante

Al tratarse de un mutante de naturaleza dominante, las plantas WT deberian ser
sensibles a kanamicina y las plantas mutantes resistentes. Como en el test de
resistencia a la kanamicina realizado en TG2 se observo una planta WT resistente a la
kanamicina se concluy6 que no existia cosegregacion (Tabla 29).

Tabla 29. Andlisis de cosegregacién en del inserto T-DNA y el fenotipo mutante en
TG2 de la linea 2494 ET MM.

| WT M
R

Total

Kan Kan Kan Kan

Experimento1 1 6 0 8

Otra prueba de la ausencia de cosegregacion fue la deteccién de una planta de
retrocruce que mostré el fenotipo mutante en cultivo in vitro y fue sensible a la
kanamicina. Si el fenotipo de esa planta se corroborara in vivo, se dispondria del
material necesario para llevar a cabo los cruces con S. pimpinellifolium y abordar el

mapeo por secuenciacion.
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Mutante 245 ET GA

Este fenotipo mutante se observé en plantas TG1 in vitro. Las hojas del mutante eran
variegadas, mientras que el sistema radicular y la morfologia de las hojas eran WT
(Figura 102).

Figura 102. Fenotipo de la hoja de planta axénica de la linea 245 ET GA en cultivo
in vitro. La barra representa 1 cm.

Se aclimataron plantas TG1 para ver si este fenotipo también se observaba in vivo.
Las plantas presentaron un desarrollo muy parecido al de las plantas WT, pero las
hojas seguian siendo variegadas (Figura 103).

Figura 103. Fenotipo de la planta de la linea 245 ET GA en condiciones de cultivo
en invernadero. La barra representa 10 cm.
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Ademas de la variegacién de las hojas, en estas plantas cultivadas en el invernadero,
se vio que también estaba afectado el color de las flores, ya que presentaban un tono
amarillo mas pélido que el WT, aunque su tamarno y morfologia eran similares a las del
WT (Figura 104)

Figura 104. Fenotipo de la hoja y de las flores en antesis (detalle de sépalos y
pétalos) de la linea 245 ET GA. La barra representa 1cm.
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No se pudieron obtener semillas TG2 a partir de las plantas TG1 cultivadas en el

invernadero, ya que no cuajé ningun fruto de autofecundacién.

Como consecuencia, se intenté la obtencién de semillas de retrocruce. En este caso si
se obtuvieron algunas semillas al utilizar las plantas TG1 como parental masculino. El
cruce inverso (i.e. 245 ET MM x WT) se intent6 en repetidas ocasiones, pero no se

obtuvo ninguna semilla.

Analisis del modo de herencia del fenotipo mutante

En este caso, al haber detectado el fenotipo mutante en las plantas TG1, nos
encontramos ante un mutante de naturaleza dominante. Como las plantas TG1 no
desarrollaron frutos de autofecundacién, no se ha podido ver el fenotipo de las plantas
homocigoéticas para la mutacién. Tampoco se han obtenido, hasta el momento,
semillas en el retrocuce del mutante con polen del WT. Sin embargo, si que se
obtuvieron siete plantas del retrocruce con el mutante como parental masculino. Todas
estas plantas presentaron un fenotipo WT. Al haberse utilizado el mutante como
parental masculino, esto podria indicar un efecto de letalidad en los gametos
masculinos que portan el T-DNA. Para poder confirmar esta cuestion seria necesario
seguir insistiendo en la obtencion de semillas de retrocruce en ambos sentidos y de
autofecundacion cultivando las plantas TG1 en diferentes condiciones ambientales.

Analisis genético del nimero de insertos

Se evalud la resistencia a la kanamicina de las plantulas de retrocruce y, en todos los
casos, las plantas eran sensibles a la kanamicina. Por tanto, lo més probable es que
esta linea haya integrado una unica copia de T-DNA con el gen nptl// funcional.

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

Aunque haria falta realizar nuevos estudios para ver si existe cosegregacion, los datos
de que disponemos hasta el momento no permiten desechar esta posibilidad. En
concreto, si hubiera un efecto de letalidad de los gametos masculinos se esperaria que
todas las plantas del retrocruce WT x 245 ET MM fueran sensibles a la kanamicina,
como asi ocurri6. Por ultimo, dada la dificultad que ha mostrado este mutante para la
obtencién de semillas de retrocruce y autofecundacion, lo mas practico en este caso
seria realizar la amplificacion mediante Anchor-PCR a partir de la planta TG1 para ver
si se detecta algun gen candidato responsable del fenotipo mutante.
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Mutante 2232 ET MM

El mutante 2232 ET MM se identifico en el escrutinio de lineas T-DNA en medio de
germinacion con NaCl. Se observd que algunas plantulas tenian los cotiledones y las
hojas de color verde pélido (Figura 105). Al evaluar la linea en medio de germinacion

sin NaCl también se detectaron plantulas con fenotipo mutante (Figura 106).

Figura 105. Fenotipo de plantulas de la linea 2232 ET MM tras 30 dias de cultivo
en medio de germinacion con NaCl. La barra representa 1 cm.

WTl M'
M

Figura 106. Fenotipo de plantulas de la linea 2232 ET MM después de 7 dias
(arriba) y 12 dias (abajo) de cultivo en medio de germinacién. La barra representa
1cm.
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En cuanto al fenotipo de la planta axénica, se cultivaron apices meristematicos en
medio béasico y se observd el fenotipo mutante con un crecimiento mas lento y clorosis

en toda la planta (Figura 107).

Figura 107. Fenotipo de planta axénica de la linea 2232 ET MM después de 25
dias de cultivo en medio basico. La barra representa 1 cm.

También se vio el fenotipo mutante en plantas cultivadas en el invernadero a partir de
semillas TG2. Al igual que en cultivo in vitro, las plantas tenian un crecimiento mas

lento y clorosis en las hojas (Figura 108).

Figura 108. Fenotipo de plantas de la linea 2232 ET MM procedentes de semillas
TG2 tras 25 dias de cultivo en invernadero. La barra representa 10 cm.

Se siguié el desarrollo de las plantas con fenotipo mutante en el invernadero vy, en
todos los casos, tenian menor tamano que sus correspondientes WT (Figura 109).
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Figura 109. Fenotipo de plantas de la linea 2232 ET MM tras 90 dias de cultivo en
invernadero. La barra representa 10 cm.

La morfologia de las hojas no estaba alterada. Por tanto, la caracteristica mas evidente
de este mutante fue la clorosis en todas las etapas de crecimiento (Figura 110).

Hoja joven Hoja adulta

M
M

Figura 110. Fenotipo de hojas de plantas de la linea 2232 ET MM cultivadas en el
invernadero. La barra representa 5 cm.

Las plantas mutantes llegaron a desarrollar frutos al final de su ciclo de cultivo, en el
que muchas de las hojas estaban practicamente senescentes. Los frutos obtenidos
fueron de pequefno tamaro, pero llegaron a madurar normalmente y a dar alguna
semilla (Figura 111).
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Figura 111. Fenotipo de planta y fruto mutante de la linea 2232 ET MM. La barra
representa 10 (izquierda) y 1 (derecha) cm.

Analisis del modo de herencia del fenotipo mutante

En dos experimentos independientes se analizaron un total de 58 plantas TG2, de las
cuales 39 tenian fenotipo WT y 19 fenotipo mutante. Tras comprobar que los dos

experimentos se podian analizar de forma conjunta, se vio que los datos acumulados

se ajustaban a un modo de herencia monogénico recesivo (Tabla 30).

Tabla 30. Analisis del modo de herencia del fenotipo mutante en la linea 2232 ET MM.

2

Segregacion WT M Total X
Experimento 1 Espeorkaf;gr\(/g:O:a)l 270 0.0 36 0.59
Experimento 2 Espeorkaf;gr\(/g:O:a)l 116‘.15 52.35 22 152
Datos acumulados * Espeorkaf;gr\(/g:O:a)l 4%?5 114?5 58 1.86

2 Andlisis x2 homogeneidad (x2H=0.25) indica que las muestras son homogéneas (P>0.05;x21 g.1.=3.84)
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Analisis genético del numero de insertos T-DNA

Se determiné que la linea 2232 ET MM seguramente portaba un inserto nptl/l funcional,
ya que las plantas TG2 se ajustaban a una segregacién de 3 Kan” : 1 Kan® (Tabla 31).

Tabla 31. Andlisis del nimero de insertos T-DNA con el gen nptl// funcional de la
linea 2232 ET MM.

Segregacion Kan® Kan® Total x
. Observada 31 5
Experimentot Esperada (3:1) | 27.0 9.0 36 2.37

2 Analisis %2 (P>0.05;%%1 4.1 =3.84)

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

Se comprobd que no existe cosegregacion entre el inserto T-DNA con el gen nptll
funcional y el fenotipo mutante en la linea 2232 ET MM al observar una planta mutante
sensible a la kanamicina (Tabla 32).

Tabla 32. Analisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo mutante de la
linea 2232 ET MM.

WT M
Total

R R

Kan Kan Kan Kan

Experimento1 21 4 10 36

Para corroborar la ausencia de cosegregacion, se obtuvo progenie TG3 de plantas WT
Kan®. En una de ellas se detectaron algunas plantas de fenotipo mutante, lo cual
confirma el resultado previo de ausencia de cosegregacion. En la actualidad se estan
llevando a cabo las tareas necesarias para poder abordar el mapeo por secuenciacion

del gen alterado en este mutante.

148



4.2.3. Mutantes afectados en senescencia y letalidad

Durante el desarrollo de las plantas se producen fendmenos de senescencia de
determinados 6rganos. Ademas, estos procesos intervienen en la respuesta de las
plantas a determinados tipos de estrés. Por ejemplo, la senescencia y abscision de
algunas hojas reducen la pérdida de agua por transpiracion e incrementan la
transferencia de nutrientes de dichas hojas hacia los meristemos y otros érganos de
reserva en condiciones de estrés. Cuando estas condiciones se hacen mas extremas
pueden aparecer también respuestas necroéticas que acaben con la muerte de la
planta. El estudio de todos estos mecanismos puede ayudar a encontrar nuevos genes

gue permitan minimizar los efectos negativos de estos estreses sobre las plantas.

En este tercer apartado se muestran los resultados de la caracterizacion de seis lineas
que presentaron algun fenotipo mutante de senescencia y letalidad. Tres de estos
mutantes se identificaron en el escrutinio de lineas T-DNA en condiciones de estrés
salino in vitro (167 ET GA, 332 ET GA y 1641 ET MM), otro se habia identificado
previamente en el contexto de una tesis del grupo (1524 ET MM) y los otros dos se
identificaron al cultivar en el invernadero plantas TG2 (199 ET MMy 526 ET 73).

Los fenotipos observados abarcan desde un marchitamiento leve, que permite a la
planta desarrollarse casi normalmente, hasta una letalidad que se manifiesta cuando la
plantula tiene pocos dias impidiendo su desarrollo. Entre uno y otro extremo, se
muestra un fenotipo similar a la respuesta hipersensible que exhiben algunas plantas
al ser atacadas por ciertas enfermedades, aunque, en este caso, el fenotipo aparece
sin la presencia de ningun patdgeno.

Mutante 167 ET GA

Este mutante se observé en un experimento de escrutinio in vitro en condiciones de
estrés salino. Las plantulas mutantes presentaron un porte débil, con cotiledones de
color verde palido y sintomas de marchitamiento y senescencia (Figura 112).
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Figura 112. Fenotipo de plantula procedente de semilla de la linea 167 ET GA
después de 10 dias en medio de germinacién con NaCl. Detalle de un cotileddn de
cada genotipo (WT o M). La barra representa 1 cm.

Para ver si el fenotipo se debia a la presencia de sal en el medio se realizd el mismo
experimento pero esta vez sin NaCl. Los resultados indicaron que se trata de un
mutante del desarrollo, ya que el fenotipo se observé desde el quinto dia de cultivo en
medio MG (i.e. sin NaCl) (Figura 113).

Figura 113. Fenotipo de plantulas procedente de semilla después de 5 dias en
medio de germinacion de la linea 167 ET GA. Detalle del apice meristematico. La
barra representa 1 cm.

En estas condiciones, las plantulas presentaron clorosis en los cotiledones y un
desarrollo mas lento de la parte aérea y del sistema radicular. Conforme pasaban los
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dias de cultivo se observaba un incremento en la clorosis de los cotiledones y un porte
mas débil. Ademas, se vio que las raices secundarias se desarrollaban con retraso
respecto de las plantas WT (Figura 114).

Figura 114. Fenotipo de plantulas procedente de semilla de la linea 167 ET GA
después de 7 dias en medio de germinacién. La barra representa 0.5 cm.

A partir de estas plantulas se realizé el cultivo de épices meristematicos en medio
basico. Las plantas axénicas mutantes seguian mostrando un crecimiento mas lento y

un porte mas deébil que el WT, aunque la raiz crecia normalmente (Figura 115).

Figura 115. Fenotipo de planta axénica de la linea 167 ET GA después de 20 dias
de cultivo en medio bésico. La barra representa 1 cm.
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Aunque las plantas mutantes enraizaron de forma similar al WT, no llegaron a medrar

en estas condiciones y todas murieron.

A continuacion se realizaron experimentos de regeneracién a partir de diferentes tipos
de explantes para ver si la capacidad morfogenética estaba afectada por la mutacion.
Se cultivaron explantes de cotiledén e hipocétilo en medio organogénico IKZ y, a los
30 dias, se observo que los explantes de plantulas mutantes daban brotes adventicios
gue elongaban como los WT tras el subcultivo a medio IK (Figura 116).

IKZ =——p Elongacion en IK

Figura 116. Cotiledones (parte superior) e hipocétilos (parte inferior) de la linea
167 ET GA después de 30 dias en medio organogénico IKZ y 30 dias mas en
medio IK. La barra representa 1 cm.

Los brotes adventicios se subcultivaron a medio de enraizamiento. Aunque al principio
los brotes adventicios mutantes enraizaban, a los pocos dias comenzaban a mostrar

sintomas de clorosis y senescencia hasta que acababan muriendo (Figura 117).

152



Figura 117. Plantas regeneradas a partir de explantes de cotiledon de la linea 167

ET GA tras 60 dias de cultivo en medio de enraizamiento. La barra representa 1
cm.

Se sembraron semillas TG2 en el invernadero para ver si la alteracion del desarrollo
observado in vitro se reproducia in vivo. A los 15 dias las plantulas mutantes ya

presentaban unos claros sintomas de clorosis y comenzaron a colapsar (Figura 118).

Figura 118. Fenotipo de plantulas procedente de semilla de la linea 167 ET GA
después de 15 dias en condiciones in vivo. La barra representa 1 cm.

Tras un mes de cultivo en el invernadero todas las plantas mutantes murieron. Por
tanto, se ha identificado una mutacién con claros efectos en el desarrollo temprano de
las plantas, provocando en primera instancia clorosis y, mas tarde, la muerte, aunque,
sorprendentemente, la alteracibn de este gen no afecta a la capacidad de
regeneracion adventicia.
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Analisis del modo de herencia del fenotipo mutante

El fenotipo mutante se detecté en 21 de las 88 plantas analizadas en los tres
experimentos realizados en cultivo in vitro o en el invernadero. El andlisis de
homogeneidad indicé que las muestras eran homogéneas y el andlisis x°de los datos
acumulados indicé que en la linea 167 ET GA no habia motivos para dudar de un
modelo de herencia monogénica recesiva (Tabla 33).

Tabla 33. Analisis del modo de herencia del mutante 167 ET GA.

Segregacion WT M Total x°
Experimento 1 Espeorzizr?i? 270 00 36 0.15
Experimento 2 Espgiiirgﬂi 222(.)5 71% 30 1.11
Experimento 3 Espeorzizr?i? 116?5 5?5 22 152
Datos acumulados * Espeort;?jzr\(/gia)l 650 2.0 88 0.06

2 Analisis x2 homogeneidad (x2H = 2.71) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; x229_ .=5.99)

Analisis genético del numero de insertos T-DNA

Para evaluar la resistencia a la kanamicina se utilizaron explantes de cotiledon de las
plantas WT y segmentos de hipocétilo de las plantas mutantes, ya que los cotiledones
de estas ultimas presentaban clorosis, o que podria dificultar la interpretacion de los
resultados. (Figura 119).

La segregaciéon se ajustdé a 3 plantas Kan®™ por cada planta Kan® en los dos
experimentos realizados. El andlisis de homogeneidad confirmd que las muestras eran
homogéneas y el andlisis de los datos acumulados indic6 que no habia motivos para
dudar de que la linea 167 ET GA porta un unico inserto T-DNA con el gen nptll
funcional (Tabla 34).
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Figura 119. Fenotipo de explantes de cotileddn (plantas WT) e hipocétilo (plantas
M) de la linea 167 ET GA tras 30 dias de cultivo en medio organogénico con
kanamicina. La barra representa 1 cm.

Tabla 34. Andlisis del numero de insertos T-DNA con el gen nptll funcional de la
linea 167 ET GA.

Segregacion Kan" Kan® Total x°
Experimento Espeorzizr?i? 270 00 36 237
Experimento 2 Espggiir@ﬂa; 222%5 76.35 30 0.40
Datos acumulados * Espggiir@ﬂa; 495 165 66 0.51

2 Analisis x2 homogeneidad (x2H = 2.27) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; x2 1g.1.= 3.84)

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

Para saber si el inserto T-DNA presente en esta linea es el responsable de la mutacién
se realiz6 el ensayo de cosegregacion. Entre las 66 plantas TG2 se observaron 19
plantas sensibles a la kanamicina, todas de fenotipo WT (las supuestas acigotas).
Otras 29 plantas presentaron fenotipo WT y eran resistentes a la kanamicina (las
supuestas hemicigotas). Por otra parte, las 18 plantas mutantes fueron resistentes a la
kanamicina (las supuestas homocigotas). Por tanto, no se observé ninguna planta
mutante sensible al antibiético. Tras realizar la prueba de la x°y ver que los datos

observados se ajustaban (x° DA (12.1)= 2.59 < 5.99 541 s%) @ una segregacion 1 WT
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Kan® : 2 WT Kan® : 1 M Kan" se puede concluir, con una probabilidad de fallo menor
del 2 %, que en la linea 167 ET GA existe cosegregacion entre la mutacion y el inserto
T-DNA con el gen nptll funcional (Tabla 35).

Tabla 35. Andlisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo mutante de la
linea 167 ET GA.

Segregacion WT Kan® | WT Kan® | MKan® | Total | 2
Experimento 1 Esperg(;)as ?:VZO:&; 00 180 o0 | % |20
Experimento 2 Esper(ajc?s ?;Vgﬁa)l 76.55 1154.10 71% 30 1420
Datos acumulados * Esperggas ?:Vgoﬁ 1169.)5 3%?0 1165.35 66 | 10

2 Analisis x2 homogeneidad (x2H = 2.59) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; x229_ .=5.99)

Si hay cosegregacion entre el fenotipo mutante y el inserto T-DNA no deberia aparecer
ninguna planta mutante en las descendencias TG3 de plantas TG2 Kan® (acigotas
para el T-DNA). Por tanto, con el fin de corroborar la existencia de cosegregacion, se
realiz6 también la evaluacién fenotipica de progenies TG3 procedentes de TG2 WT

sensibles a la kanamicina (Tabla 36).

Tabla 36. Analisis del fenotipo de tres progenies TG3 procedentes de tres plantas
TG2 WT Kan® de la linea 167 ET GA.

WT M Total
167-1 WTKanS | 33 0 33
167-2WT KanS | 43 0 43
167-3WT KanS | 39 0 39

No se observé en las tres progenies ninguna planta con fenotipo mutante, por lo que
se confirmo la existencia de cosegregacion entre el fenotipo mutante y el T-DNA con el
gen nptll funcional. En la actualidad se esta llevando a cabo la identificacion del gen

etiquetado mediante Anchor-PCR.
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Mutante 199 ET MM

El mutante 199 ET MM se puede detectar en cultivo in vitro de plantas axénicas TG2.
Se caracterizd por presentar sintomas de senescencia y marchitamiento. Ademas,
presentaba manchas necroéticas en el raquis, en las hojas y en el tallo (Figura 120).

Figura 120. Fenotipo de plantas axénicas de la linea 199 ET MM en diferentes
subcultivos (arriba) y detalle de hoja de planta mutante in vitro con inicios de
necrosis (abajo). La barra representa 1 cm.

Se mantuvo la poblacién de plantas (WT y M) en condiciones axénicas para corroborar
los fenotipos observados. En esta linea resultaba dificil identificar si el fenotipo era WT
o mutante en condiciones de cultivo in vitro porque en las plantas testigo también se
observaban con frecuencia sintomas de marchitamineto en algunas de sus hojas. En
estos casos la Unica posibilidad de realizar una adscripcién correcta a la clase
fenotipica es observar el desarrollo de estas plantas durante varios subcultivos. De
esta forma, se pudo adscribir cada planta a una clase fenotipica. A continuacién, se
aclimataron plantas WT y mutantes en el invernadero con un doble objetivo: ver si el
fenotipo mutante se detectaba en esas condiciones y corroborar la adscripcion

fenotipica realizada in vitro.
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Se aclimataron varias plantas y se observé su desarrollo hasta el final del ciclo de
cultivo, lo cual permitié detectar de forma inequivoca el fenotipo mutante. Los primeros
sintomas de necrosis se observaron a los 45 dias de cultivo con la presencia de
manchas en el limbo de las hojas de las plantas mutantes (Figura 121).

Figura 121. Fenotipo de plantas mutantes de la linea 199 ET MM tras 45 dias de
cultivo en el invernadero. La barra representa 10 cm.

Después de 70 dias de cultivo en el invernadero, es decir en etapa de planta adulta,
las manchas de necrosis fueron apareciendo también en el tallo y se extendieron al

raquis de las hojas (Figura 122).
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Figura 122. Fenotipo de plantas mutantes de la linea 199 ET MM tras 70 dias de
cultivo en el invernadero. La barra representa 10 cm.

Las plantas mutantes emitieron nuevos brotes, los cuales no presentaban sintomas de
necrosis inicialmente. Sin embargo, conforme avanzaba su desarrollo, también
acabaron necrosandose. Por ultimo, cuando las plantas alcanzaron su fase final de
desarrollo los sintomas aun fueron mas evidentes, ya que las plantas mutantes se

necrosaron por completo después de desarrollar frutos (Figura 123).
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Figura 123. Fenotipo de plantas mutantes de la linea 199 ET MM al final del ciclo
de cultivo. La barra representa 10 cm.

En las plantas mutantes las manchas necroéticas invadieron todo el raquis y el limbo de
las hojas. En las flores solo se observaron algunas manchas necréticas en pétalos y
sépalos. Sorprendentemente, los frutos no se vieron practicamente afectados en su

desarrollo hasta la maduracién. Como consecuencia, los frutos maduros que se
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obtuvieron de las plantas mutantes presentaron una morfologia y cantidad de semillas
muy similares al WT (Figura 124).

Figura 124. Fenotipo de flores y frutos de la linea 199 ETMM. La barra representa
1cm.

Se obtuvo progenie de plantas mutantes y se analizé en cultivo in vitro. En estado de
plantula no se observé ningun fenotipo. Con relacion a la respuesta morfogenética, los
segmentos de cotileddn de plantulas mutantes regeneraron estructuras organogénicas
en un medio IKZ, de forma similar a como lo hicieron los procedentes de plantulas WT.
Sin embargo, conforme pasaron los dias, fueron apareciendo sintomas de necrosis en

los explantes mutantes (Figura 125).

30dias 50 dias 70 dias 90 dias

Figura 125. Fenotipo de cotiledones de la linea 199 ET MM en medio de
regeneracion IKZ. La barra representa 1 cm.
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Analisis del modo de herencia del fenotipo mutante

Debido a las caracteristicas del mutante, se prefirié realizar la tarea de adscripcion
fenotipica de cada planta en el invernadero para no cometer ningun error. Como las
semillas TG2 de que se disponia para hacer este cultivo eran muy antiguas y no
germinaban bien se decidié realizar este analisis a partir de semillas TG3 procedentes
de una planta TG2 WT-Kan®, ya que sabiamos que esa progenie era analoga a una
TG2. Por tanto, para analizar el modo de herencia en este mutante se cultivaron
semillas TG3 de la linea 199-2 WT-Kan”. Se observaron 10 plantas WT y 2 plantas
mutantes. El analisis x° @.) = 0.44< 3.84 14 (5% Se ajustd modelo de herencia

monogénica recesiva.
Analisis genético del numero de insertos T-DNA

De las 51 plantas TG2 cultivadas in vitro se observaron 37 plantas resistentes a la
kanamicina y 14 sensibles. Al realizar la prueba x* se concluy6 que la linea 199 ET
MM porta un inserto con el gen nptl/ funcional (Tabla 37).

Tabla 37. Andlisis del nimero de insertos T-DNA con el gen nptl/l funcional de la
linea 199 ET MM.

Segregacion Kan" Kan® Total X

. Observada 14 3
Experimento1 Esperada (3:1) 12.7 4.3 17 0.49

. Observada 12 3
Experimento 2 Esperada (3:1) | 11.3 3.7 ' 0.20

. Observada 11 8
Experimento 3 Esperada (3:1) 14.3 4.7 19 2.96

a Observada 37 14
Datos acumulados Esperada (3:1) 38.3 12.7 51 0.16

2 Analisis > homogeneidad (x°r=3.49) indica que las muestras son homogéneas (P>0.05;x% 4.1 =5.99)

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

Este analisis se tuvo que hacer en las generaciones TG3 y TG4 porque las semillas
TG2 disponibles en el momento de realizar el analisis de cosegregacion eran muy
pocas y, por su antigliedad, la tasa de germinacién era muy baja. En concreto, el
andlisis se inicié aclimatando en el invernadero dos clones de una planta resistente a
la kanamicina catalogada como mutante in vitro. También se aclimataron una planta
WT-Kan® y otra WT-Kan®. El fenotipo se confirmé en el invernadero tal y como se ha
descrito en apartados anteriores, es decir, las plantas asignadas inicialmente como M
presentaron un claro fenotipo mutante en invernadero y las plantas asignadas como

WT no tuvieron sintomas de necrosis.
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Se obtuvieron las progenies TG3 de estas plantas y se analizé su resistencia a la
kanamicina. La progenie de la planta mutante fue homogéneamente resistente a la
kanamicina; la progenie de la planta WT-Kan® fue homogéneamente sensible a la
kanamicina; y la progenie de la planta WT-Kan" segregé 3 Kan® : 1 Kan® (Tabla 38).
Estos resultados apuntaban hacia una posible cosegregacion entre un inserto de T-

DNA vy el fenotipo mutante.

Tabla 38. Andlisis del numero de insertos T-DNA con el gen nptll funcional de
progenie TG3 de la linea 199-2 ET MM WT-Kan".

Segregacion Kan® Kan® Total x?
. Observada 16 8
Experimentot Esperada (3:1) | 18.0 6.0 24 0.89

2 Analisis %2 (P>0.05;%% 4.1.=3.84)

Como en ese momento ya no disponiamos de semillas TG2 viables, se siguio
trabajando con la nueva progenie TG3 procedente de la planta WT-Kan® como si fuera
una progenie TG2. Se cultivaron las 8 plantas TG3 Kan® en el invernadero y se
comprobd que eran plantas de fenotipo WT. Se obtuvo descendencia TG4 de tres de
estas plantas WT-Kan® y se analizaron en invernadero para ver si se observaba el
fenotipo mutante. Se comprobé que todas las plantas TG4 analizadas eran WT (Tabla
39).

Tabla 39. Analisis de fenotipo de progenie TG4 de las lineas TG3 WT Kan S de

199-2 ET MM.
Segregacion WT M Total x’
199-2-1 ET MM WT-Kan® Espggiir@ﬂa; 65 27 11 3.67
199-2-20 ET MM WT Kan® Espggiir@ﬂa; 1%(.)0 5(.)o 20 6.67
199-2-23 ET MM WT-Kan® Espggiir@ﬂa; 127?3 5(.)7 23 7.67

Por tanto, teniamos una prueba estadisticamente significativa de la existencia de

cosegregacion.

Para confirmarlo, se obtuvo la descendencia TG4 de cinco plantas TG3 WT y dos
plantas TG3 mutantes y se procedié a evaluar su resistencia a la kanamicina (Tabla
40).
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Tabla 40. Andlisis de fenotipo de progenie TG4 de la lineas TG3 WT y mutantes

de 199-2 ET MM.

R

Kan®

Segregacion Kan Total X
199-2-29 ET MM WT EspeorZZZr?ﬂ? 227% 9?0 36 0.15
199-2-30 ET MM WT EspeorZZZr?ﬂ? 227?0 9?0 36 0.00
199-2-33 ET MM WT EspeorZZZr?ﬂ? 270 50 36 108.00
199-2-35 ET MM WT EspeorZZZr?ﬂ? 225 78 30 90.00
199-2-39 ET MM WT EspeorZZZr?ﬂ? 270 50 36 108.00
199-2-31 ETMM M Espeoriiir@ﬂ? o0 6.0 24 8.00
199-2-38 ET MMM Espgiiirﬁﬂ? ;.% 3(.)0 12 4.00

Como era de esperar, las plantas WT son acigéticas o heterocigéticas para el T-DNA
y, por tanto, sus descendientes son todas sensibles 0 segregan para la resistencia a la
kanamicina respectivamente. En cambio, la descendencia de las plantas mutantes,
homocigoética para el T-DNA, son totalmente resistentes a la kanamicina. Con estos
datos del andlisis en TG3 y TG4 no hay motivos para dudar de que exista

cosegregacion entre la mutacién y el inserto T-DNA con el gen nptll funcional.

164



Mutante 332 ET GA

Este mutante se observé en el escrutinio in vitro de plantas TG2 en condiciones
salinas. Las plantulas mutantes tenian un menor desarrollo, no llegaron a formar hojas
y presentaron un porte débil y un color verde palido. La raiz no parecia afectada,

aunque habia un retraso en la aparicion de raices laterales (Figura 126).

Figura 126. Fenotipo de plantula de la linea 332 ET GA tras 10 dias de cultivo en
medio de germinacion salino. La barra representa 1 cm.

Una vez detectado el fenotipo en condiciones salinas, se evalud la linea en medio de
germinacion no salino. Se observé que también en estas condiciones el fenotipo
mutante aparecia tras cinco dias de cultivo en medio de germinacion (Figura 127).

Figura 127. Fenotipo de plantula de la linea 332 ET GA tras 5 y 10 dias de cultivo
en medio de germinacion. La barra representa 1 cm.
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Al subcultivar los apices meristematicos y las yemas nodales en medio basico, se
observd que las plantas mutantes fueron capaces de desarrollar alguna hoja, pero, al

poco tiempo, experimentaron sintomas de marchitamiento y murieron (Figura 128).

Figura 128. Fenotipo de planta axénica de la linea 332 ET GA procedente del
cultivo del apice meristematico en medio basico. La barra representa 1 cm.

Al evaluar esta linea en el invernadero se observé el fenotipo en los primeros diez dias
de cultivo. Al igual que ocurria en cultivo in vitro, las plantulas TG2 mutantes se
marchitaron rapidamente y no sobrevivieron (Figura 129).

Figura 129. Fenotipo plantulas de la linea 332 ET GA después de 10 dias (arriba)
y 20 dias (abajo) de cultivo en el invernadero. La barra representa 1 cm.

166



Analisis del modo de herencia del fenotipo mutante

Se analizaron 62 individuos en dos experimentos in vitro. Tras comprobar que los
datos de ambos experimentos se podian sumar, el andlisis y*> de datos acumulados
indicé que no habia motivos para dudar de un modelo de herencia monogénica

recesiva (Tabla 41).

Tabla 41. Analisis del modo de herencia del mutante 332 ET GA.

Segregacion WT M Total x°
Experimento 1 Espgrgzzr\(/gﬂa)l 240 80 32 0.67
Experimento 2 Espgriiir@ﬂ? 225 ’5 30 218
Datos acumulados * Espgrzséir??ﬂ? s 155 62 2.60

2 Andlisis x2 homogeneidad (x2H=0.24) indica que las muestras son homogéneas (P>0.05;x21g,|,=3.84)

Analisis genético del numero de insertos T-DNA

En cuanto a la segregacion de la resistencia a la kanamicina, so6lo fue posible realizar
este test a las plantas WT debido a la letalidad del fenotipo mutante. Con estas
limitaciones, se intentd realizar el ajuste a los dos modelos posibles cuando se
analizan las plantas WT de un mutante recesivo que porta un unico inserto, es decir, 2
Kan® : 1 Kan®, para el caso de que exista cosegregacion, y 3 Kan® : 1 Kan®, para el

caso de que no exista cosegregacion (Tabla 42).

Tabla 42. Analisis del nimero de insertos T-DNA con el gen nptll funcional de los
individuos WT de la linea 332 ET GA.

R

S

2

Segregacion Kan Kan Total X

Observada 20 6
Experimento1 Esperada (2:1) 17.3 8.7 26 1.23
Esperada (3:1) 19.5 6.5 0.05

Observada 23 3
Experimento 2 Esperada (2:1) 17.3 8.7 26 5.56
Esperada (3:1) 19.5 6.5 2.51

Observada 43 9
Datos acumulados * Esperada (2:1) 34.7 17.3 52 6.01
Esperada (3:1) 39 13 1.64

2 Analisis > homogeneidad (x°+=0.92) indica que las muestras son homogéneas (P>0.05;%%1 4.1=3.84)

Tras comprobar que los datos de ambos experimentos se podian sumar, el analisis x?
de datos acumulados indic6 que no habia motivos para dudar de la integracién de un
Unico inserto. Ademas, los datos parecen indicar que no existia cosegregacion, ya que
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la segregacion a la que mejor se ajustaron los datos observados fue a la de 3 Kan" : 1

S

Kan®. Para corroborar la ausencia de cosegregacion se recurrio al estudio de

descendencias de plantas TG2 WT-Kan®.

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

Se aclimataron cinco plantas TG2 WT-Kan® para analizar su progenie. Si existiera
cosegregacion, en ninguna de las progenies de estas plantas se podria observar el

fenotipo mutante.

Los resultados obtenidos fueron que en 4 de las 5 progenies analizadas se observo el

fenotipo mutante (Tabla 43)

Tabla 43. Analisis de segregacion de fenotipo de TG3 WT Kanamicina sensible de
la linea 332 ET GA.

WT Total
332-13 WT-Kan® 16 28
332-24 WT-Kan® 21 27
332-28 WT-Kan® 29 29
332-29 WT-Kan® 15 26
332-37 WT-Kan® 21 30

Con estos datos se concluye que no existe cosegregacion entre el fenotipo mutante y
el inserto T-DNA con el gen nptll funcional.
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Mutante 526 ET 73

El fenotipo mutante de esta linea se puede observar en cultivo in vitro de plantulas
TG2. Las plantulas mutantes tenian un menor tamafno que las WT, siendo esta

diferencia méas evidente en la parte aérea (Figura 130).

Figura 130. Fenotipo de plantula de la linea 526 ET 73 tras 7 dias de cultivo en
medio de germinacién. La barra representa 1 cm.

Al cultivar los apices meristematicos en medio basico las plantas mutantes se
desarrollaron menos que las plantas WT y mostraron sintomas de senescencia en las

hojas basales (Figura 131).

Figura 131. Fenotipo de planta axénica de la linea 526 ET 73 tras cultivar los
apices meristematicos 30 dias en medio bésico. La barra representa 1 cm.
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Las plantas mutantes se mantuvieron in vitro realizando varias clonaciones. Durante
estos subcultivos se observé que, subcultivo tras subcultivo, las plantas mutantes

revertian su fenotipo y se parecian cada vez mas a las plantas WT (Figura 132).

Figura 132. Fenotipo de plata axénica de la linea 526 ET 73 tras varios
subcultivos en medio basico. La barra representa 1 cm.

Se estudio el fenotipo in vivo cultivando semillas en el invernadero. Al igual que ocurrié
en cultivo in vitro, el fenotipo mutante se observé en las primeras etapas del
crecimiento. Sin embargo, con el paso de tiempo, el desarrollo se fue normalizando
(Figura 133). Las hojas de las plantas mutantes presentaron un color verde mas
palido, aunque desarrollaron flores y frutos similares a los de las plantas WT.

Figura 133. Fenotipo de plantas procedentes de semilla de la linea 526 ET 73 tras
30, 60 y 180 dias de cultivo en invernadero. La barra representa 10 cm.
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Se realizaron injertos utilizando como patrén el WT y el mutante en ambos sentidos
(%y % ) y se comparé el fenotipo de estos injertos con las plantas WT y mutante sin

injertar. Tras 110 dias de cultivo, se observé que la parte aérea del WT injertada sobre
la raiz del mutante alcanzaba un tamano similar al de la planta M. Sin embargo, la
coloracion verde palida caracteristica de las hojas del mutante sélo aparecié en las

plantas del injerto % (Figura 134).

Figura 134. Fenotipo de injertos de la linea 526 ET 73 después de 110 dias. La
barra representa 10 cm.
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Analisis del modo de herencia del fenotipo mutante

Se realizaron dos experimentos in vitro y uno in vivo, observando plantas con el
fenotipo mutante en todos los experimentos. Tras comprobar mediante el test de
homogeneidad que los datos de los tres experimentos se podian acumular, se

demostré que la segregacion se ajusta a un modelo de herencia monogénico recesivo

(Tabla 44).

Tabla 44. Analisis del modo de herencia del mutante 526 ET 73.

WT

2

Segregacion M Total X
Experimento 1 Espeorziir@ﬂ? 222:.)’5 7?5 30 0.04
Experimento 2 Espeorz?jzr\(lgﬂa)l 3%?0 1 17 0 44 1.94
Experimento 3 Espgrg?g\(/gie; 1156.37 5?3 21 0.02
Datos acumulados * Espgrz?g\(/gie; s 257 95 1.7

2 Andlisis x2 de homogeneidad (x2H=0.73) indica que las muestras son homogéneas (P>0.05;x229,|_=5.99)

Analisis genético del numero de insertos T-DNA

En cuanto a la resistencia a kanamicina, a partir de los resultados de los experimentos
en condiciones axénicas se concluyé que la linea 526 ET 73 portaba un inserto con el

gen nptll funcional (Tabla 45).

Tabla 45. Andlisis del numero de insertos T-DNA con el gen nptll funcional de la

linea 526 ET 73.

R

S

2

Segregacion Kan Kan Total X
Experimento1 Espgrg?g\(/gie; 225 25 30 2.18
Experimento 2 Espgrg?g\(/gie; 330 1o 44 0.00
Datos acumulados * Espgrz?g\(/gie; 555 185 4 0.88

2 Analisis %° de homogeneidad (x°x=1.29) indica que las muestras son homogéneas (P>0.05;141=3.84)
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Analisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo mutante

Se realizaron dos ensayos de cosegregacion entre el inserto T-DNA con el gen nptll
funcional y el fenotipo mutante. Se observé en ambos casos la presencia de una
planta mutante kanamicina sensible (Tabla 46) por lo que se concluyé que no existe
cosegregacion fenotipo-nptll.

Tabla 46 Analisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo mutante de la
linea 526 ET 73.

WwT M
Kan® | Kan® | Kan® | Kan® Total
Experimento1 20 3 6 30
Experimento 2 27 10 6 44
Datos acumulados 47 13 12 74

Al no existir cosegregacion del fenotipo mutante con un inserto de T-DNA se realizaron
cruces de una planta M-Kan® con Solanum pimpinellifolium. Se obtuvo la poblacién F2
correspondiente y se identificaron algunas plantas con el fenotipo mutante (Figura
135). Asi pues, se dispone del material necesario para abordar el mapeo por
secuenciacion a fin de identificar el gen alterado en esta linea.

Figura 135. Fenotipo de plantas F2 del cruce del mutante 526 ET 73 con S.
pimpinellifolium después de 30 dias de cultivo en el invernadero. La barra
representa 5 cm.
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Mutante 1641 ET MM

Este mutante se identificd en el escrutinio de lineas en medio de germinacién con
NaCl. Se observaron varias plantulas que inicialmente presentaban clorosis y detenian
su crecimiento hasta que dias después colapsaban sin llegar a formar hojas. Pese a
todas esas alteraciones de la parte aérea, el sistema radicular no parecia estar
alterado (Figura 136).

Figura 136. Fenotipo de plantulas de la linea 1641 ET MM después de 16
(izquierda) y 30 (derecha) dias de cultivo en medio de germinacion con NaCl. La
barra representa 1 cm.

Al evaluar esta linea en medio no salino también se observé el fenotipo mutante a
partir de los 7 dias en medio de germinacion. En estas condiciones se observaron
plantulas con los cotiledones verde palido que no desarrollaban las hojas normalmente
(Figura 137).

En etapas posteriores se confirmé que el desarrollo de la parte aérea estaba
totalmente ralentizado, los cotiledones perdian turgencia y, aunque el sistema radicular
parecia no verse afectado, la plantula terminaba colapsando y muriendo (Figura 138).
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Figura 137. Fenotipo de plantula de la linea 1641 ET MM después de 7 dias de
cultivo en medio de germinacion. La barra representa 5 mm.

Figura 138. Fenotipo de plantulas de la linea 1641 ET MM después de 16
(izquierda) y 30 (derecha) dias de cultivo en medio de germinacién. La barra
representa 1 cm.
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Se cultivaron apices meristematicos en medio basico para conocer el fenotipo de la
planta axénica. Los apices meristematicos de plantas mutantes enraizaron pero, al
igual que ocurrié en las plantulas, se produjo el colapso sin llegar a desarrollar hojas
(Figura 139).

Figura 139. Fenotipo de plantas axénicas de la linea 1641 ET MM tras cultivar
apices meristematicos durante 30 dias en medio basico. La barra representa 1 cm.

Se llevé a cabo la evaluacion de la capacidad de regeneracién adventicia en
cotiledones cultivados en el medio IKZ (4.0 4.0 1.0) (Figura 140).

Figura 140. Respuesta de explantes de cotiledén de la linea 1641 ET MM
después de 30 dias de cultivo en medio en medio de regeneracién IKZ. La barra
representa 5 mm.

176



Los resultados indicaron que, después de 30 dias de cultivo en medio organogénico
los explantes de cotiledon de plantulas mutantes no fueron capaces de regenerar
yemas adventicias, aunque formaron callo desorganizado antes de que el explante de

partida se volviera clorético y, mas tarde, se necrosara.

Por dltimo, se estudié el fenotipo in vivo cultivando semillas TG2 en invernadero. El
fenotipo mutante se observé claramente en el séptimo dia de cultivo; poco después las
plantulas colapsaron, igual que ocurria en condiciones axénicas (Figura 141).

Figura 141. Fenotipo de plantulas de la linea 1641 ET MM después de 7 y 8 dias
de cultivo en el invernadero. La barra representa 1 cm.

Analisis del modo de herencia del fenotipo mutante

Se analizaron 136 individuos TG2 de la linea 1641 ET MM en tres experimentos in
vitro'y uno in vivo (Tabla 47).

Tabla 47. Analisis del modo de herencia del mutante 1641 ET MM.

Segregacion WT M Total X
Experimento 1 Espeorzizr?i? 235 7 31 1.30
Experimento 2 Espggiir@ﬂ? 203 07 39 2.47
Experimento 3 Espeorzizr?i? 143 4 19 0.44
Experimento 4 Espfa)rzzzr\(/gie; 355 e 47 3.13
Datos acumulados * Espeort;?g\(/gi? 1(?3.0 3350 136 2.51

& Anélisis x2 homogeneidad (x2H=4.83) indica que las muestras son homogéneas (P>0.05;x23 91.=7.82)

El analisis de los datos acumulados indicé un modo de herencia monogénico recesivo.
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Analisis genético del numero de insertos T-DNA

En los dos primeros experimentos no se pudo averiguar si las plantas mutantes eran
resistentes o sensibles a la kanamicina porque morian antes de la evaluacion. A partir
de los resultados en las plantas WT se realiz6 el analisis estadistico para una
segregacion 2:1 (un inserto que cosegrega con el fenotipo mutante), 3:1 (un inserto
gue no cosegrega) y 15:1 (2 insertos que no cosegregan).

Los resultados indicaron que las muestras son homogéneas. La segregacion no se
ajusto a los modelos para un inserto T-DNA (2:1 o 3:1), y, en cambio, si se ajustd a
una segregacién 15:1 (Tabla 48).

Tabla 48. Analisis del nimero de insertos T-DNA con el gen nptll funcional de
plantas WT de la linea 1641 ET MM.

R

S

2

Segregacion Kan Kan Total X

Observada 24 2
. Esperada (2:1) 17.3 8.6 7.69
Experimento1 Esperada (3:1) 19.5 6.5 26 415
Esperada (15:1) 24.4 1.6 0.09

Observada 23 2
. Esperada (2:1) 16.7 8.3 7.22
Experimento 2 Esperada (3:11) | 187 6.3 25 3.85
Esperada (15:1) 23.4 1.6 0.13

Observada 47 4
a Esperada (2:1) 34.0 17.0 14.91
Datos acumulados Esperada (3:1) | 383 12.7 51 8.01
Esperada (15:1) 47.8 3.2 0.22

2 Analisis x2 homogeneidad (x2 w= 0.0) indica que las muestras son homogéneas (P>0.05;x2 191.=3.84)

La hipétesis mas probable era que la linea portara dos insertos T-DNA con el gen nptll
funcional. Esto se comprobé con los resultados del tercer experimento en el cudl se
evalud la resistencia a la kanamicina tanto en plantas WT como mutantes, gracias al

cultivo de explantes de cotiledén en medio organogénico con antibiético (Tabla 49).

Tabla 49. Andlisis del nimero de insertos T-DNA con el gen nptll funcional del
experimento 3 de la linea 1641 ET MM.

Segregacion Kan® Kan® Total x?
Observada 19 0
Experimento 3 Esperada (3:1) 14.3 4.7 19 6.33
Esperada (15:1) 17.8 1.2 1.27

2 Analisis y° (P>0.05;” 141.=3.84)
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Analisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo mutante

Al no haber identificado plantas mutantes sensibles a la kanamicina se decidi6
determinar la existencia o ausencia de cosegregacion mediante el analisis de
progenies TG3 procedentes de plantas WT Kan®. Si existiera cosegregacién, no
deberian aparecer plantas mutantes en dichas progenies TG3. Se evaluaron in vitro
para ver el fenotipo y en una de las progenies analizadas se observo el fenotipo
mutante (Tabla 50), lo que indica la ausencia de cosegregacion.

Tabla 50. Andlisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo mutante en la
progenie de la linea 1641-23 WT Kan® ET MM.

WT M Total
1641-23 WT Kan® 50 65

En este caso, debido a la muerte temprana de las plantas mutantes se realizaron los
cruces de Solanum pimpinellifolium con la planta 1641-23 ET MM. Esta planta no porta
ningun inserto de T-DNA (es sensible a la kanamicina) y es hemicigética para la
mutacion (su descendencia segrega 50 WT : 15 M). Se obtuvieron varias plantas F1 vy,
de cada una de ellas, las correspondientes semillas F2. Se identificaron plantas con el
fenotipo mutante en una de esas F2 (Figura 142).

Figura 142. Fenotipo de plantas F2 de la linea 1641 ET MM después de 7 dias en
medio de germinacién. La barra representa 1 cm.
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Mutante 1524 ET MM

Este mutante se detecté en una tesis doctoral previa de nuestro grupo (Sanchez-
Lépez, 2017). El mutante se caracteriza por una clorosis inicial que se convierte en
una respuesta necrética que afecta al tallo y al resto de los 6rganos vegetativos,
haciendo imposible el desarrollo de los 6rganos reproductivos (Figura 143). El analisis
de segregacion indicé que el fenotipo estaba causado por una mutacién monogénica
recesiva y los analisis ulteriores indicaron que no existia cosegregacién entre el Unico

inserto T-DNA integrado y el fenotipo mutante.

Figura 143. Fenotipo in vivo de planta mutante procedente de semilla de la linea
1524 ET MM después de 50 dias de cultivo en invernadero. La barra representa 1
cm.

En esta tesis se ha tratado de profundizar en la caracterizacion del mutante. Se
cultivaron semillas TG2 en invernadero, detectando plantas de menor tamarno, aun sin

necrosis, a partir de los 15 dias (Figura 144).

‘Wi e e

Figura 144. Fenotipo in vivo de plantas procedentes de semilla de la linea 1524
ET MM después de 15 dias de cultivo en invernadero. La barra representa 1 cm.
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Una vez identificadas las plantas mutantes y WT, se realizaron injertos en todas las
combinaciones posibles a fin de conocer la influencia de la parte aérea y el sistema

. , , . . . . WT
radicular. Después de 30 dias de realizados los injertos se observd que en el injerto o

. L4 . . . WT
la parte aérea estaba clorética y habia crecido menos que el injerto W Por otra parte,

como resultado mas destacable, se vio que las plantas que tenian la parte aérea
mutante con raiz WT tenian un aspecto similar al de las plantas WT. Por tanto, estos
resultados nos permitieron concluir que en esta linea el fenotipo mutante depende
fundamentalmente de la raiz de la planta (Figura 145).

Figura 145. Fenotipo de los injertos % y % y planta mutante de la linea 1524 ET
MM tras de 30 dias de cultivo en el invernadero. La barra representa 1 cm.

Después de 50 dias de cultivo las observaciones anteriores se mantuvieron. Las
plantas con raiz WT presentaban un buen desarrollo mientras que las que tenian raiz

mutante practicamente no crecieron en ese periodo (Figura 146).
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Figura 146. Fenotipo de los injertos y plantas sin injertar de la linea 1524 ET MM
tras 50 dias de cultivo en invernadero. La barra representa 5 cm.

Las plantas se mantuvieron en el invernadero hasta la etapa adulta. Las plantas con

., . . M . .
raiz mutante crecieron menos y, tanto la planta mutante como el injerto Ve murieron sin

producir 6rganos reproductivos. Sin embargo, el injerto i S€ recupero de la necrosis
observada en los inicios del injerto y, aunque su crecimiento fue inferior comparado

L. WT e , ,
con el injerto W pudo completar su desarrollo. Por ultimo, las que tenian raiz WT

. e . . M P
crecieron inicialmente sin problemas. Cabe destacar que el injerto Wt S€ desarrollé

inicialmente de forma muy parecida a las plantas testigo (Figura 147).
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Figura 147. Fenotipo de parte aérea y raiz de plantas injertadas de la linea 1524
ET MM tras 4 meses de cultivo en invernadero. La barra representa 10 cm.

Al analizar la zona de union injerto-patrén se observé que aparece perfectamente
delimitada la zona que sufre necrosis (mutante) de la que permanece sana (WT). Esto

.. WT M -
se puede comprobar tanto en el injerto ——-como en el W De hecho, en este ultimo,
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parte del sistema radicular de la planta injertada se originaba a partir del tallo WT v,
probablemente, ésta es la causa de la recuperacion a largo plazo de la planta. Esta

. . .y . . . M
diferencia también se observo en el injerto inverso W En este caso, desde el punto

de uniéon injerto-patrén hacia la raiz (WT) el tallo era verde y la raiz crecié sin
problemas. Sin embargo, desde esta misma zona hacia la parte aérea de la planta (M)
se observaron claros sintomas de necrosis. En ese caso, los sintomas observados en
el tallo parece que fueron los responsables de que, aunque se formara alguna
inflorescencia, no llegara a desarrollarse ningun fruto (Figura 148).

Figura 148. Fenotipo de la zona de unién injerto-patron, el tallo y los érganos
reproductivos de plantas injertadas de las linea 1524 ET MM tras 4 meses de
cultivo en el invernadero. La barra representa 1 cm.

En definitiva, en este mutante la respuesta necrética se da tanto en la parte aérea
como en la raiz y en ambos casos altera de forma significativa el normal desarrollo de
la planta.
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4.2.4. Mutantes afectados en el desarrollo radicular

El desarrollo de la raiz es uno de los caracteres que mas relaciéon tiene con la
tolerancia a la sequia y la salinidad ya que este 6rgano es el que se encuentra
directamente en contacto con el sustrato del que la planta extrae el agua y los
nutrientes que necesita para sus funciones vitales. El estudio de su crecimiento,
capacidad de formaciébn de raices secundarias y adventicias, presencia de
malformaciones, etc. puede ayudar a descubrir nuevos genes que permitan abordar la

mejora de las plantas cuando se ven sometidoas a estos estreses.

En este cuarto y ultimo apartado se presentan los resultados de la evaluacion de cinco
lineas que mostraron algun fenotipo mutante relacionado con el desarrollo radicular.
Uno de estos mutantes se identifico en el escrutinio de lineas T-DNA en condiciones
de estrés salino in vitro (196 ET GA). La linea 2647 ET MM M2 se identificod en un
experimento de corroboracién en TG2, ya que se habia observado un fenotipo curioso
en TG1 y queriamos saber si se transmitia a la descendencia. La linea 384 ET MM era
un mutante identificado previamente al cultivar en el invernadero plantas TG2. La linea
2666 ET MM y el mutante dor se habian identificado en sendas tesis doctorales de
nuestro grupo. Los fenotipos observados abarcan alteraciones en las raices
embrionarias, primarias o laterales, o en las raices adventicias. En algunos mutantes
se han detectado también cambios en otros caracteres. Ademas, dada la similitud
fenotipica entre dos de estos mutantes, se realizd un test de alelismo que corrobord

que ambas mutaciones afectan al mismo gen.

Mutante 196 ET GA

Este mutante se detect6 en el experimento de evaluacion in vitro en medio de
germinacion con estrés salino. Se observaron plantulas con un crecimiento mas lento
respecto al WT tanto de la parte aérea como del sistema radicular. Los cambios en el
mutante se podian apreciar claramente desde los primeros 10 dias de cultivo (Figura
149).

Una vez detectado el fenotipo mutante en presencia de estrés salino, se evalu6 esta
linea en un medio sin NaCl. En estas condiciones también se observaron plantulas
mutantes. La parte aérea tenia un crecimiento mas lento, pero los cambios mas
importantes se daban en la raiz. Las plantulas mutantes presentaron alteraciones en la
raiz embrionaria, tanto por su menor longitud como por la practica inexistencia de

raices secundarias (Figura 150).
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Figura 149. Fenotipo de plantulas procedentes de semilla de la linea 196 ET GA
después de 10 dias en medio de germinacion con 75 mM de NaCl. La barra
representa 1 cm.

Figura 150. Fenotipo de plantulas de la linea 196 ET GA procedentes de semilla
después de 7 dias en medio de germinacién. La barra representa 1 cm.
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Incluso tras un mes de cultivo, la raiz primaria no habia crecido mucho mas y las

raices secundarias no se desarrollaban (Figura 151).

Figura 151. Fenotipo de plantulas procedentes de semilla de la linea 196 ET GA
después de 30 dias en medio de germinacion. La barra representa 1 cm.

Figura 152. Fenotipo de planta axénica de la linea 196 ET GA después de 30 dias
de cultivo en medio bésico. La barra representa 1 cm.

187



El fenotipo de la planta axénica obtenida tras cultivar apices meristematicos en medio
basico presentaba menor tamafo que el WT vy, de nuevo, el sistema radicular
adventicio estaba claramente alterado. Aunque el numero de raices primarias no
diferia significativamente del WT, su longitud era claramente inferior. Ademas, al igual
gue pasaba con la raiz embrionaria, la formacién de raices secundarias a partir de las
raices primarias adventicias era practicamente inexistente en las plantas mutantes
(Figura 152).

Por tanto, la mutacion afecta tanto al desarrollo de las raices primarias (embrionarias y

adventicias) como a la formacion de raices secundarias.

Para comprobar si el fenotipo observado in vitro se reproducia en el invernadero se
cultivaron semillas TG2 en macetas. Tras unos dias de cultivo se identificaron las
plantas mutantes. Al principio se observaba un menor desarrollo de la parte aérea que
se iba acentuando con el paso del tiempo. Al evaluar el sistema radicular de estas
plantas se vio que también estaba claramente afectado en su desarrollo (Figura 153).

45 dias 75 dias

Figura 153. Fenotipo in vivo a partir de semillas de la linea 196 ET GA después de
45 dias y 75 dias. La barra representa 5 cm.
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Analisis del modo de herencia del fenotipo mutante

Se realizaron dos experimentos en cultivo in vitro y uno en invernadero para conocer el
modo de herencia del fenotipo mutante. El analisis de homogeneidad indicé que las
muestras eran homogéneas. El andlisis de los datos acumulados (x°* de datos

acumulados) indicé que no habia motivos para dudar de un modelo de herencia

monogénica recesiva (Tabla 51).

Tabla 51. Analisis del modo de herencia del mutante 196 ET GA.

Segregacion WT M Total X
Experimento 1 Espeorz?jzr\(lgﬂa)l 2.2 67 27 0.11
Experimento 2 Espgrg?g\(/gie; 2115.30 71.% 28 1.71
Experimento 3 Espgrg?g\(/gie; 118?0 6?0 24 0.22
Datos acumulados * Espgrz?g\(/gie; 595 07 79 0.11

2 Analisis x2 homogeneidad (x2H = 1.94) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; x229_ .=5.99)

Analisis genético del numero de insertos T-DNA

En cuanto a la segregacion de la resistencia a kanamicina, se analizaron 55 individuos
con una segregacion de 40 resistentes y 15 sensibles. Al realizar la prueba de %* se

determiné que la linea 196 ET GA porta un inserto nptl// funcional (Tabla 52).

Tabla 52. Andlisis del nUmero de insertos T-DNA con el gen nptll funcional de la
linea 196 ET GA.

Segregacion Kan® Kan® Total x°

Experimento Espgrg?g\(/gie; 2%1.3 6.7635 28 0.11
Experimento 2 Espfe)rgzir\(/gie; 211?0 7?0 27 0.76
Datos acumulados * Espeorziir@ﬂ? 4‘%(.)3 11;7 55 0.15

2 Andlisis x* homogeneidad (% = 0.72) indica que la muestras son homogéneas (P>0.05; %% 1 4.1 = 3.84)
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Analisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo mutante

Cuando se investigd la existencia, o no, de asociacién entre el fenotipo mutante y el

unico inserto T-DNA de la linea 196 ET GA se comprob6 que no existe cosegregacion,

ya que se observaron cuatro plantas mutantes sensibles a la kanamicina en los

experimentos realizados (Tabla 53).

Tabla 53. Andlisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo mutante de la

linea 196 ET GA.

wWT M
Kan® | Kan Kan® | Kan
Experimento1 16 5 5
Experimento 2 12 6 7
Datos acumulados 28 11 12

Una vez descartada la cosegregacion entre el fenotipo mutante y un inserto de T-DNA

con el gen nptll funcional, se va a analizar si la mutacién se debe a algun inserto

truncado de T-DNA o, alternativamente, a la integracién del cuerpo del vector.
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Mutante 2647 ET MM M2

Al cultivar en el invernadero la planta TG1 de la linea 2647 ET MM, se observé la
formacién de brotes adventicios en los nervios de algunas hojas, siendo el resto de
caracteres similares a los de una planta WT. Ademas, al realizar la evaluacion in vitro
de las plantas TG2 se observaron dos fenotipos mutantes. El primero, denominado
M1, se caracteriz6 por una alteracién en el apice y se describi6 en un apartado
anterior. El segundo, denominado M2, se caracteriz6 por alteraciones en las hojas y el
sistema radicular y es el que se describe en este apartado.

Las plantulas cultivadas in vitro en medio de germinacion tenian un desarrollo més
lento de la parte aérea y un sistema radicular con un menor crecimiento de la raiz

embrionaria y sin formacion de raices secundarias (Figura 154).

Figura 154. Fenotipo de plantulas de la linea 2647 ET MM M2 tras 7 dias de
cultivo en medio de germinacion. La barra representa 1 cm.

Se cultivaron los apices meristematicos de estas plantulas para conocer el fenotipo de
la planta axénica. El sistema radicular adventicio también estaba alterado. Se observo
que las raices primarias no eran capaces de elongar y que no habia formacién de
raices secundarias (Figura 155).
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Figura 155. Fenotipo de planta axénica del mutante M2 de la linea 2647 ET MM
en medio basico. En la fotografia el WT se cultivo durante 30 dias y el mutante M2
durante 90 dias. La barra representa 1 cm.

Respecto a la parte aérea, las plantas axénicas mutantes desarrollaron entrenudos
mas cortos y tenian hojas de morfologia muy diferente al WT (Figura 156).

Figura 156. Fenotipo de las hojas de planta axénica de la linea 2647 ET MM M2.
La barra representa 1 cm.
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Se evaluo6 la capacidad de regeneracién adventicia en medio IKZ 4.0 4.0 1.0 cultivando
como explantes segmentos de raquis. Los explantes mutantes regeneraron brotes
que, incluso en etapas tempranas de su desarrollo, mostraban una morfologia foliar
diferente (Figura 157).

Figura 157. Regeneracion adventicia de la linea 2647 ET MM M2 a partir de
explantes de raquis cultivados 30 dias en IKZ (arriba) y tras un subcultivo a medio
de elongacién (abajo). La barra representa 1 cm.
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También se estudio la respuesta de los explantes en un medio de enraizamiento | 4.0
utilizando como explantes de partida hojas y cotiledones (Figura 158).

Cotiledones

7\

Figura 158. Ausencia de enraizamiento adventicio de la linea 2647 ET MM M2 a
partir de explantes de hoja y cotiledon cultivados 30 dias en | 4.0. La barra
representa 1 cm.

Al igual que lo observado cuando se cultivaron &pices meristematicos, los explantes de
hoja y de cotiledon no fueron capaces de emitir raices adventicias en condiciones
donde si enraizaban los explantes procedentes de plantas WT.

Para caracterizar el fenotipo mutante in vivo se cultivaron semillas TG2 en el
invernadero. El fenotipo se detectd en las primeras etapas del desarrollo de las
plantulas. En los primeros dias se observaron alteraciones en la parte aérea,
cotiledones arrugados y menos expandidos y, sobre todo, un menor desarrollo con
relacion a las plantulas WT (Figura 159).
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45 dias

Figura 159. Fenotipo del mutante M2 de la linea 2647 ET MM a partir de semilla
después de 22 y 45 dias in vivo. La barra representa 5 cm.

A continuacién, se analizé el fenotipo de las raices de las plantas cultivadas en el
invernadero. Al igual que ocurria in vitro, las plantas mutantes tenian una escasa masa
radicular, con raices primarias anémalas y de escasa o nula elongacion, y sin raices
secundarias (Figura 160).

Figura 160. Fenotipo del sistema radicular del mutante M2 de la linea 2647 ET
MM a partir de semilla después de 45 dias in vivo. La barra representa 1 cm.
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Las plantas mutantes siguieron creciendo y desarrollaron flores y frutos. Ademas, se
observd la formacién de estructuras organogénicas en el raquis de algunas hojas
(Figura 161).

Figura 161. Fenotipo del mutante M2 de la linea 2647 ET MM tras 90 dias de
cultivo en el invernadero. Detalle de una hoja y de las estructuras que aparecieron
en su raquis. La barra representa 10 cm.

Se realizaron cortes histoldgicos de raquis de hoja, observando el desarrollo de apices
meristematicos vegetativos y apices diferenciados en meristemos florales (Figura 162).

Figura 162. Cortes histolégicos de raquis de hoja del mutante de la linea 2647 ET
MM M2. La barra representa 200 um.
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Siguiendo con el fenotipado del mutante in vivo, se comprobé que las flores
presentaban alteraciones en etapa de preantesis y antesis. En concreto, el mutante
tenia todos los érganos florales curvados (Figura 163).

Figura 163. Fenotipo de flor en preantesis (izquierda) y antesis (derecha) de la
linea 2647 ET MM M2. La barra representa 1 mm.

En estado adulto, la planta mutante desarroll6 frutos de menor tamano, cordiformes,
asurcados, y sin semillas (Figura 164).

Figura 164. Fenotipo de frutos de la linea 2647 ET MM M2. La barra representa 1
cm.
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Una vez comprobadas las alteraciones que presenta este mutante en su sistema

. . .. . . M wT p
radicular, se realizaron injertos en ambos sentidos (es decir, Wyﬂ) y, ademas, se

. wT M e
compararon estas plantas tanto con injertos .- y —como con plantas sin injertar (WT

y M) (Figura 165).

Figura 165. Fenotipo de plantas injertadas y sin injertar de la linea 2647 ET MM
M2 tras 30 dias (arriba) y 90 dias (abajo) de cultivo en el invernadero. La barra
representa 5 cm.

Los resultados de los injertos indicaron que la raiz es el principal 6rgano responsable

. . . M . . .
del menor crecimiento de las plantas mutantes, ya que el injerto -7 Crecio casi a la par

.. wT . , .
que el injerto T al menos durante los primeros 30 dias de cultivo.
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Las raices del WT no son capaces de normalizar el fenotipo de la parte aérea del
, . , - M YT
mutante, ya que la morfologia de las hojas de la parte aérea del injerto 7 €8 idéntica a

la del mutante sin injertar.

. WT . . , .
Por otro lado, los resultados del injerto v indican que la raiz mutante es incapaz de

soportar un crecimiento normal de la parte aérea WT, provocando ademas anomalias
en su desarrollo que principalmente se traducen en un color rojizo en el tallo y el envés

de las hojas (Figura 166).

Figura 166. Fenotipo de injertos % y % de la linea 2647 ET MM M2 tras 30 dias
de cultivo en el invernadero. La barra representa 5 cm.

Analisis del modo de herencia del fenotipo mutante

Se realizaron dos experimentos in vitro y un experimento in vivo a partir de semillas
TG2. El fenotipo mutante se observé en todos los casos. Sin embargo, la segregacién
en el primer experimento se desvié de los valores esperados para un mutante
monogeénico recesivo (3 plantas WT por cada planta M). El analisis de homogeneidad
indicé que las muestras eran homogéneas y el analisis de los datos acumulados reflejé
el mismo resultado que el primer experimento (Tabla 54).
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Tabla 54. Analisis del modo de herencia de la linea 2647 ET MM M2.

Segregacion WT M Total 2
. Observada 37 3
Experimento 1 Esperada (3:1) |  30.0 10.0 40 6.53
Experimento 2 Observada 46 8 54
Esperada (3:1) 40.5 13.5 2.99
. Observada 20 2
Experimento 3 Esperada (3:1) | 16.5 5.5 22 297
a Observada 103 13
Datos acumulados Esperada (3:1) | 87.0 29.0 116 11.77

2 Analisis > homogeneidad (x°w=0.72) indica que las muestras son homogéneas (P>0.05;x% 4.1 =5.99)

Como puede verse, en todos los experimentos hay un menor nimero de plantas
mutantes de lo esperado. Asi pues, lo mas probable es que la mutacién sea
monogénica recesiva y que la desviacién entre los valores esperados y los observados
para la clase mutante se deba a la existencia de un cierto grado de subletalidad
asociada al fenotipo mutante. Alternativamente, es posible que las semillas tengan
menor capacidad de germinacién o que la alteracion en el desarrollo radicular
provoque una reduccién en la capacidad de crecimiento de los embriones del mutante.

Analisis genético del numero de insertos T-DNA

El andlisis genético del numero de insertos de T-DNA, basado en la evaluacion de la
resistencia a la kanamicina, no se ajustaba a una hipétesis de un unico inserto con el
gen nptll funcional. Por tanto, se realizaron los calculos para dos insertos. Los
resultados indicaron que no hay motivos para dudar de que esta linea porte dos
insertos de T-DNA con el gen nptl/ funcional (Tabla 55).

Tabla 55. Andlisis del nimero de insertos T-DNA con el gen nptll funcional para la
linea 2647 ET MM.

Segregacion Kan® Kan® Total x°
Observada 36 4
Experimento1 Esperada (3:1) 30.0 10.0 40 4.80
Esperada (15:1) 37.5 2.5 0.12
Observada 50 4
Experimento 2 Esperada (3:1) 40.5 13.5 54 8.91
Esperada (15:1) 50.6 3.4 0.96
Observada 86 8
Datos acumulados * Esperada (3:1) 70.5 23.5 94 13.63
Esperada (15:1) 88.1 5.9 0.82

2 Analisis %> homogeneidad (x°+=0.26) indica que las muestras son homogéneas (P>0.05;%% 4 1. =3.84)
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Analisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo mutante

Para determinar la existencia o ausencia de cosegregacion se aclimataron 6 plantas
TG2 WT Kan® y se analizé su descendencia. En las progenies TG3 de estas seis

plantas no se observé el fenotipo mutante (Tabla 56).

Tabla 56. Andlisis de progenie TG3 procedente de TG2 WT Kan® de la linea 2647

ET MM M2.
TG2 WT M Total

2647-2 WT Kan® 20 0 20

2647-12 WT Kan® 20 0 20

2647-14 WT Kan® 21 0 21

2647-17 WT Kan® 24 0 24

2647-18 WT Kan® 21 0 21

2647-19 WT Kan® 24 0 24

Por tanto, no hay motivos para dudar de que exista cosegregacion entre el fenotipo
mutante y un inserto de T-DNA con el gen nptl/l funcional.

Debido a la existencia de cosegregacion con uno de los dos insertos de T-DNA, se
llevaron a cabo los experimentos necesarios para obtener un material que portara el
inserto que ocasiona el fenotipo mutante. Para ello, buscamos una planta TG2 WT
Kan® cuya descendencia segregara para la mutacion y para un inserto T-DNA. Se
obtuvieron progenies TG3 a partir de TG2 con dichas caracteristicas y se observd su
segregacion (Tabla 57).

Tabla 57. Analisis del modo de herencia de progenies TG3 procedentes de TG2
WT Kan" de la linea 2647 ET MM M2 en condiciones in vivo.

TG2 Segregacion WT M Total x°

2647-1 WT Kan® Observada | 20 3 23

Esperada (3:1) 17.3 5.7 1.75
2647-7 WT Kan® Observada 17 8 o5

Esperada (3:1) 18.7 6.3 0.65
2647-8 WT Kan® Observada 12 4 16

Esperada (3:1) 12.0 4.0 0.00
2647-11 WT Kan® Observada 15 5 20

Esperada (3:1) 15.0 5.0 0.00

Después se llevd a cabo la evaluacién de resistencia a la kanamicina. Los resultados
indicaron que la linea 2647-11 ET MM, ademas de segregar para la mutacion portaba

un unico inserto T-DNA con el gen nptl/ funcional (x2(3;1)=0.45<3.84 191, (5%))-

201



Para comprobar que este inserto era el causante de la mutacion se hicieron dos

experimentos en los que se evalu6 tanto el fenotipo como la resistencia a la

kanamicina (Tabla 58)

Tabla 58. Andlisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo mutante de la
linea 2647-11 ET MM M2.

s . WT WT M M Total )
egregacion ota
greg Kan® | Kan® | Kan® | Kan® X
Experimento 1 Observada | 20 / 3 0 30
Esperada (2:1:1) | 15.0 7.5 7.5 0 4.40
Experimento 2 Observada 21 14 9 0 44
Esperada (2:1:1) | 22.0 11.0 11.0 0 1.23
Datos acumulados a Observada 41 21 12 0 74
Esperada (2:1:1) | 37.0 18.5 18.5 0 3.05

2 Analisis % homogeneidad (x*+=2.57) indica que las muestras son homogéneas (P>0.05; %24 1 = 5.99)

Tras comprobar que en esta linea hay cosegregacion fenotipo — nptll, se va a llevar a
cabo la clonacion del gen responsable del fenotipo mutante mediante Anchor-PCR.
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Mutante 2666 ET MM

Este mutante se identifico en el contexto de una tesis previa (Sdnchez-Lépez, 2017),
en la cual se lleg6 a las siguientes conclusiones: i) el fenotipo se debia a una mutacion
monogénica recesiva; ii) la linea tenia dos o tres insertos con el gen nptll funcional; y
iii) que no habia cosegregacién, ya que se encontré una planta mutante sensible a la
kanamicina. En esta tesis se ha tratado de profundizar en la caracterizacion fenotipica

del mutante.

En la plantula cultivada in vitro, el fenotipo del mutante se observ6 desde los 7 dias en
medio de germinacion. Tal y como se habia descrito previamente, el sistema radicular
embrionario estaba claramente alterado respecto al WT, ya que no se observd
elongacion de la raiz principal ni de las raices laterales (Figura 167).

Q,

o

Figura 167. Fenotipo de la plantula procedente de semilla de la linea 2666 ET MM
en medio de germinacion después de 7 dias. La barra representa 1 cm.

En cuanto al desarrollo de la planta axénica en medio basico, se observé un menor
crecimiento de la parte aérea y un escaso desarrollo de las raices adventicias (Figura
168).
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Figura 168. Fenotipo en la planta axénica del mutante 2666 ET MM en medio
basico después de 30 dias. La barra representa 1 cm.

A continuacion, se evalu6 la respuesta organogénica de explantes procedentes de
segmentos de cotiledén en medio IKZ (4.0 4.0 1.0). A los 30 dias, se observo que los
explantes de las plantulas mutantes sélo formaron un pequefio callo en la zona de
corte, mientras que los explantes WT desarrollaron yemas adventicias y brotes. A los
60 dias los explantes mutantes seguian sin dar una respuesta organogénica y el
pequeno callo desorganizado empez6 a experimentar sintomas de necrosis (Figura
169).
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30dias

"

Figura 169. Cotiledones de la linea 2666 ET MM después de 30 y 60 dias en
medio de regeneracion IKZ. La barra representa 1 cm.

También se evalud la respuesta de cotiledones en medio de induccidn de raices | 4.0.
A diferencia de lo que ocurria en los explantes WT, que desarrollaron raices sin
problema, los explantes mutantes no fueron capaces de emitir raices después de 30
dias de incubacion. Como excepcién, un explante mutante logro formar una raiz corta,
que no fue capaz de elongar, a diferencia de lo sucedia en los explantes WT (Figura
170).
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Figura 170. Cotiledones de la linea 2666 ET MM después de 30 dias en medio |
4.0. La barra representa 1 cm.

A continuacién, se evalué el fenotipo in vivo cultivando semillas TG2. Se observd un
menor crecimiento de la parte aérea del mutante, asi como un escaso desarrollo del

sistema radicular (Figura 171).

Figura 171. Fenotipo in vivo a partir de semilla de la linea 2666 ET MM después
de 90 dias. La barra representa 5 cm.
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Se llevé a cabo el experimento de injertos, sobre todo con el fin de averiguar si el
mutante era capaz de fenocopiar al WT si se injertaba sobre patron WT.

. . wT ST .
El desarrollo radicular en el injerto v fue casi idéntico al observado en la planta M sin

injertar, asi como en la injertada sobre su propia raiz. Esto indica que la parte aérea
del WT es incapaz de promover un desarrollo normal de la raiz M. En el injerto

. M , . / . P
reciproco (ﬁ ), la parte aérea (M) experiment6 un cierto desarrollo, pero no llegd a

crecer igual que el WT. Es decir, la raiz del WT es incapaz de originar una fenocopia
WT en la parte aérea M. Lo mas notable es que, la raiz del WT no lleg6 a tener una
masa radicular como la de una planta WT sin injertar (Figura 172). Esto indica que, si
bien la mutacién afecta principalmente a la parte radicular, también tiene un cierto

efecto sobre la parte aérea.

Figura 172. Injertos de la linea 2666 ET MM % ; % ; %
después de 90 dias en invernadero. La barra representa 5 cm.

; M sin injertar y%
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Mutante dor

Este mutante recesivo fue identificado previamente en nuestro grupo. Tras una
evaluacion fenotipica preliminar y un analisis subsiguiente llegamos a la conclusion de
que no habia cosegregacion entre el fenotipo y el inserto T-DNA. Aun asi, el trabajo
realizado en el contexto de la presente Tesis indica que se trata el primer mutante de
tomate que tiene alteraciones en dos procesos tan aparentemente distintos como el
desarrollo radicular y la organogénesis adventicia. Por este motivo, lo hemos
denominado dor (defective in organogenesis and rooting).

La evaluacion de plantulas cultivadas in vitro en medio de germinacion indico
alteraciones en la raiz embrionaria. Las plantulas mutantes solo emitian unas pocas
raices secundarias que presentaban una escasa elongacién. Como consecuencia, el

crecimiento de la parte aérea era menor que el de las plantulas WT (Figura 173).

Figura 173. Fenotipo de plantulas procedentes de semillas del mutante dor
después de 7, 20 y 36 dias de cultivo en medio de germinacion. La barra
representa 1 cm.
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Para estudiar el enraizamiento adventicio se cultivaron apices meristematicos en
medio basico. Se observo que el sistema radicular de las plantas axénicas también
estaba alterado, ya que no tenia raices secundarias, sino solo protuberancias en los
lugares donde deberian haber aparecido las raices laterales. Aparentemente, el
problema no era la formacién de los nuevos meristemos radiculares a partir de las

raices primarias, sino la elongacion de las raices secundarias (Figura 174).

Figura 174. Fenotipo de las raices adventicias de plantas axénicas del mutante
dor. La barra representa 1 cm.

Para ver si el fenotipo mutante se debia a un déficit en auxinas endégenas, se realizé
un experimento cultivando &apices meristematicos en medios con diferentes tipos y
concentraciones de IAA e IBA (0, 0.1, 1.0y 10.0 mg.L™).

La adicion de distintas concentraciones de IAA no ayuddé a normalizar el desarrollo
radicular y, en general, el crecimiento de las plantas mutantes fue menor que el de las
plantas WT (Figura 175).
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IAA 0.0 mg.L'. IAA 0.1 mg.L? IAA 1.0 mg.L ' IAA 10.0 mg.L

Figura 175. Fenotipo de plantas axénicas del mutante dor procedentes del cultivo
de &pices meristeméticos después de 30 dias con diferentes concentraciones de
acido indolacético. La barra representa 1 cm.

De forma similar, la adicion de IBA tampoco condujo a una normalizacion del
desarrollo radicular. Es mas, la adicién de 10.0 mg.L™" de IBA promovi6 la formacién de
callo en la base de las plantas mutantes, a diferencia de lo que sucedié en las plantas
WT, que desarrollaron una gran masa radicular (Figura 176).
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IBAO.0 mg.L! IBAD.1 mg.Lt IBA1.0 mg.L? IBA10.0 mg.L

Figura 176. Fenotipo de plantas axénicas del mutante dor procedentes del cultivo
de &pices meristeméticos después de 30 dias con diferentes concentraciones de
acido indolbutirico. La barra representa 1 cm.

Se realiz6 también un experimento con diferentes tipos de auxinas. Las plantas
mutantes cultivadas en medio basico suplementado con ANA (0.1 mg.L™") formaron un
callo en la base y raices de un grosor considerable, mientras que las plantas WT en

estas condiciones desarrollaron raices adventicias y crecieron de manera normal.
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Las plantas WT y mutantes cultivadas en medios con 2,4-D y 4-CPA (0.1 mg.L") sélo

formaron un callo desorganizado.

Las plantas WT cultivadas en el medio con 2,4-5 T (0.1 mg.L") desarrollaron un buen
sistema radicular, mientras que las plantas mutantes Unicamente desarrollaron un callo

en la base y algunas raices de gran grosor (Figura 177).

ANA 0.1 mg.L? 24-D0.1mgl! 2,45T0.1mgL! 4-CPA0.1mg.lL?

Figura 177. Fenotipo de plantas axénicas del mutante dor procedentes del cultivo
de apices meristematicos después de 30 dias con diferentes tipos de auxinas. La
barra representa 1 cm.
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Se evaludé también la formacién de raices adventicias a partir de explantes de
cotiledon cultivados en medio de enraizamiento 14.0. Tal y como esperabamos, los
explantes de las plantas WT formaron raices adventicias, mientras que los de las

plantas mutante no desarrollaron raices (Figura 178).

Figura 178. Fenotipo de cotiledones del mutante dor tras 30 dias de cultivo en
medio de enraizamiento | 4.0. La barra representa 1 cm.

Para conocer si la alteracion en el sistema radicular estaba relacionada con la
capacidad organogénica del mutante, se realizd un experimento cultivando explantes
de cotiledon en medio de regeneracion IKZ. Los resultados indicaron que la respuesta
morfogenética del mutante también estaba afectada, ya que los explantes mutantes
s6lo produjeron callo desorganizado mientras que los del WT regeneraron yemas y
brotes (Figura 179).

Figura 179. Fenotipo de cotiledones del mutante dor después de 30 dias de
cultivo en medio de regeneracion IKZ. La barra representa 0.5 cm.
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Para evaluar fenotipo in vivo, se cultivaron semillas WT y mutantes en invernadero.
Desde los primeros dias de cultivo se observaron diferencias entre ambos, ya que las
plantas mutantes tenian menor crecimiento de la parte aérea y de la raiz (Figura 180).

Figura 180. Fenotipo a partir de semilla del mutante dor después de 15 (arriba) y
40 dias (abajo) de cultivo en invernadero. La barra representa 5 cm.

214



Al comprobar que el fenotipo in vitro se correspondia con el observado en el
invernadero, decidimos llevar a cabo un experimento que nos permitiera averiguar qué

parte de la planta, la parte aérea o la raiz, se veia mas afectada por la mutacién. Para

wT WT M M

ello se realizaron injertos en las distintas combinaciones posibles: —, —, — vy —.
wr° M’ WT " M

La conclusion fue que el fenotipo mutante se debe a la alteracion que sufre el sistema
. . , . M ..
radicular, ya que al injertar la parte aérea M sobre patron WT, T el injerto

fenocopiaba a la planta WT, desarrollandose sin problemas. En cambio, el injerto WT

sobre patron M, es decir % se comportaba como una planta mutante (Figura 181).

Figura 181. Fenotipo de injertos entre plantas WT y M del mutante dor después de
30 dias de cultivo en invernadero. La barra representa 5 cm.

Ademas, este experimento nos permitié obtener semillas mutantes, ya que el injerto

M .
v mostraba un desarrollo vigoroso y desarrollaba flores y frutos como una planta WT

(Figura 182).
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Figura 182. Fenotipo de plantas injertadas del mutante dor en etapa adulta
(arriba) y de frutos del injerto W—MT (abajo). La barra representa 5 cm.

Tras comprobar que el sistema radicular era el responsable del fenotipo, se realiz6 un
experimento adicional en invernadero para ver la influencia del sistema de riego en el
desarrollo de las plantas mutantes. Habitualmente, en las primeras etapas de cultivo
en el invernadero el riego se hace manualmente, ya que las macetas se colocan en

bandejas a las que se anade la solucidén nutritiva. En el caso de este mutante, como la
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planta practicamente no se desarrollaba, se mantenia en las macetas originales vy,
COmoO consecuencia, no se pasaba a riego por goteo. Por tanto, decidimos utilizar el
riego por goteo desde el inicio del cultivo. Los resultados indicaron que con riego por
goteo la planta mutante fue capaz de desarrollarse mejor que con riego manual,

llegando incluso a desarrollar flores (Figura 183).

Dia 140

Riego por goteo Riego manual Riego por goteo

s

Riego manual

Riego por goteo » Riegomanual

Figura 183. Experimento de riego por goteo y riego manual del mutante dor. La
barra representa 5 cm.

Sin embargo, en ambos casos aparecieron sintomas de marchitamiento en la parte
aérea, lo que corrobora que, aunque el mutante mejora su crecimiento con el riego por
goteo, sigue presentando alteraciones que afectan al desarrollo general de la planta
(Figura 184).
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Riego manual Riego porgoteo

I
140 dias 160 dias

Figura 184. Fenotipo de la parte apical de plantas mutantes del mutante dor
cultivadas en el invernadero con diferentes sistemas de riego. La barra representa
5cm.
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Mutante 384 ET MM

El mutante recesivo 384 ET MM fue identificado en el invernadero. Se observaron
plantas que crecian menos que el WT y con un cierto grado de marchitamiento en las
hojas. Se obtuvieron progenies TG3 a partir de plantas WT y mutantes, y, a partir de

este material se abordo la caracterizacion del mutante con mayor detalle.

En cultivo in vitro, se observo que las plantulas mutantes presentaban alteraciones en
la raiz embrionaria, produciendo una menor masa radicular y un menor desarrollo de

las raices secundarias respecto del WT (Figura 185).

Figura 185. Fenotipo de plantulas obtenidas a partir de semillas de la linea 384 ET
MM después de 38 dias en medio de germinacion. La barra representa 1 cm.

Al cultivar explantes de apice meristematico en medio basico se observaron también
alteraciones en las raices adventicias de las plantas axénicas, con un menor desarrollo

del sistema radicular. Las raices adventicias eran de menor tamano y sin presencia de
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raices secundarias. Ademas, el crecimiento de la parte aérea era claramente inferior

en las plantas mutantes (Figura 186).

Figura 186. Fenotipo de planta axénica de la linea 384 ET MM después de 30
dias en medio basico. La barra representa 1 cm.

Dada la importancia que tienen las hormonas vegetales y, mas concretamente, las
auxinas en el proceso del enraizamiento, se evalud la respuesta de los apices
meristematicos del mutante en medios con diferentes concentraciones de IAA e IBA (0
mg.L", 0.1 mg.L", 1.0mg.L"y 10.0 mg.L"").

En cuanto al IAA, el enraizamiento y el crecimiento de la parte aérea fue menor en las
plantas mutantes en las cuatro concentraciones ensayadas. En ninguna de ellas se

observo desarrollo de raices secundarias (Figura 187).
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IAA 0.0 mg.L! IAA 0.1 mg.L! IAA 1.0 mg.L! IAA 10.0 mg.L!

WT

Figura 187. Fenotipo de plantas axénicas de la linea 384 ET MM procedentes del
cultivo de 4apices meristematicos después de 30 dias con diferentes
concentraciones de acido indolacético. La barra representa 1 cm.

La adicién de IBA al medio de cultivo tampoco origind una fenocopia WT a partir del
mutante. Al igual que ocurrié con el IAA, la adicion de IBA tampoco mejoraba la
formacion de raices secundarias (Figura 188).
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IBA 0.0 mg.L" IBA 0.1 mg.L" IBA 1.0 mg.L™" IBA 10.0 mg.L"

Figura 188. Fenotipo de plantas axénicas de la linea 384 ET MM procedentes del
cultivo de 4apices meristematicos después de 30 dias con diferentes
concentraciones de acido indolbutirico. La barra representa 1 cm.

También se realiz6 un experimento cultivando apices meristematicos de plantas WT y
mutantes en medios suplementados con diferentes tipos de auxinas, como ANA; 2,4-
D; 2,4,5-T y 4CPA, a una concentracion de 0.1 mg.L™".

En los medios con ANA y 2,4,5-T se observé la formacion de raices en las plantas
mutantes, pero de menor tamafno y en menor cantidad que las plantas WT. En medio

222



con 2,4-D y 4-CPA las plantas WT formaron pocas raices y de mayor grosor que el
habitual. Las plantas mutantes cultivadas en estos medios no desarrollaron raices y
Unicamente formaron un pequeno callo desorganizado (Figura 189).

0.0mg.L" ANA 0.1mg.L" 24-D01mgl' 245T0.1mgl'  4-CPAO.1mgL"

Figura 189. Fenotipo de plantas axénicas de la linea 384 ET MM procedentes del
cultivo de apices meristematicos después de 30 dias con diferentes tipos de
auxinas. La barra representa 1 cm.

Ademas, se estudio el enraizamiento adventicio a partir de explantes de cotiledon en
medio | 4.0. Se observéd la misma respuesta que en los anteriores experimentos, es
decir, una menor capacidad de enraizamiento y la ausencia total de raices secundarias
(Figura 190).
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Figura 190. Fenotipo de cotiledones de la linea 384 ET MM tras 30 dias de cultivo
en medio de enraizamiento | 4.0. La barra representa 1 cm.

A continuacién, se evalud la respuesta organogénica del mutante mediante el cultivo
de explantes de cotiledén en el medio de regeneracion adventicia IKZ (4.0 4.0 1.0). A
los 30 dias de cultivo se observé que los cotiledones de las plantulas WT habian
regenerado yemas Yy brotes adventicios. En cambio, los explantes mutantes no
presentaban regeneracién adventicia y sélo desarrollaron un pequefio callo

desorganizado en las zonas de corte (Figura 191).

WT

Figura 191. Fenotipo de cotiledones de la linea 384 ET MM después de 30 dias
de cultivo en medio de regeneracion IKZ. La barra representa 0.5 cm.

Ademas de la caracterizacion fenotipica en cultivo in vitro, se llevé a cabo la

evaluacion de estas plantas en el invernadero (Figura 192).
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15 dias

60 dias

Figura 192. Fenotipo de plantulas procedentes de semilla de la linea 384 ET MM
después de 15 y 60 dias de cultivo en invernadero. La barra representa 5 cm.

Se observaron diferencias en las plantas procedentes de semillas WT y M desde los
primeros dias de cultivo. Las plantas mutantes presentaron un desarrollo mucho mas
lento y menor altura que las plantas WT. Esto hizo que la mayor parte no llegara a
producir frutos. Cuando se analiz6 la parte radicular de esta plantas se vio que, al igual
que ocurria in vitro, su desarrollo era menor que en el WT. Cuando se observé con
detalle la parte aérea, se vio que, aunque se apreciaban algunas zonas marchitas, el
SAM de la planta no parecia afectado (Figura 193).

225



Figura 193. Fenotipo de una plantula mutante de la linea 384 ETMM crecida en el
invernadero y de su meristemo apical (flecha). La barra representa 1 cm
(izquierda) y 1 mm (derecha).

Ademas del fenotipado in vivo de plantas procedentes de semilla, se realizd el mismo
trabajo con plantas procedentes de la aclimatacion de plantas axénicas cuyas raices
tenian un origen adventicio. Aunque muchas plantas mutantes no lograban superar la
fase de aclimatacion, las que lo hicieron mostraban una disminucion tanto de la parte
aérea como del sistema radicular. Ademas, en la parte aérea se observaron zonas
necréticas que iban aumentando conforme pasaban los dias de cultivo. Esta necrosis
se producia fundamentalmente en la parte apical de las hojas y, en estados mas
avanzados del desarrollo, se extendia hacia la parte apical de la planta provocando el
colapso de los apices meristematicos, lo que, a su vez, inducia la brotacion axilar de
yemas basales de la planta. Cuando estos nuevos brotes alcanzaban cierto tamafo,
se volvia a reproducir la aparicion de necrosis en los 6rganos antes comentados
(Figura 194). Estos problemas dificultaron el cuajado y desarrollo de frutos, hasta el
punto de que sblo conseguimos un unico fruto a partir de todas las plantas mutantes
cultivadas.
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Figura 194. Fenotipo de plantas aclimatadas de la linea 384 ET MM después de
60 (parte superior) y 130 dias (parte inferior) de cultivo en invernadero. La barra
representa 5 cm.

Para intentar separar los efectos de la parte aérea y la raiz sobre el fenotipo mutante

se cultivaron semillas WT y mutantes en el invernadero y se realizaron injertos en las

. . . WT WT M M , . .
diferentes combinaciones: T Wh Tras 30 dias de cultivo en el invernadero se

evalud el desarrollo de las plantas injertadas (Figura 195).
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Figura 195. Fenotipo de injertos entre plantas WT y M de la linea 384 ET MM
después de 30 dias de cultivo en invernadero. La barra representa 5 cm.

Los resultados indicaron que el fenotipo mutante se debe fundamentalmente al

. . . p P M
sistema radicular, ya que al injertar la parte aérea M sobre un patrén WT, 7 S

obtenia una fenocopia del WT. Ademas, el injerto WT sobre patron M, % tenia un

fenotipo similar al de una planta mutante. Este experimento, ademas de ayudar a

discernir la influencia de la raiz sobre el fenotipo de la parte aérea del mutante, nos
s . . . M

permitié conseguir semilla TG3 mutante, ya que en el injerto o7 el desarrollo de flores

y frutos era totalmente normal.

Analisis del modo de herencia del fenotipo mutante

En un experimento realizado con semillas TG2 se observd una segregacion de 11
plantas WT y 4 plantas mutantes. El resultado del andlisis de ¥ indic6 que el fenotipo
alterado de la linea 384 ET MM era causado por una mutacién monogénica recesiva
(Tabla 59).
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Tabla 59. Andlisis del modo de herencia del mutante 384 ET MM mediante el

estudio de la TG2

Segregacion WT M Total X
E . to 1 Observada 11 4 15
Xperimento Esperada (3:1) | 11.3 3.7 0.02

® Andlisis %°=0.02 (P>0.05;)° 14). =3.84)

Se realizaron estudios adicionales del modo de herencia, asi como la estimacion del
nuamero de insertos y el analisis de cosegregacién con semillas TG3, ya que las
semillas TG2 disponibles eran muy antiguas y germinaban con dificultad. Como era de
esperar, todas las plantas descendientes de una planta TG2 mutante (384-7 ET MM y
384-13 ET MM) fueron homogéneamente mutantes. Ademas, se detectaron tres lineas
TG3 (384-5 ET MM, 384-6 ET MM y 384-9 ET MM) en las que todas las plantas fueron
WT ya que las plantas TG2 de las que provenian eran acigéticas para la mutacion. Por
ultimo, se corroboré la naturaleza monogénica recesiva de esta mutacién mediante el

andlisis de las descendencias de las TG2 hemicigéticas (Tabla 60)

Tabla 60. Analisis del modo de herencia del mutante 384 ET MM mediante el
estudio de las progenies TG3 segregantes

Segregacion WT M Total x
384-1 ETMM Espeorzizr?ﬂ? 73 57 23 0.01
384-2 ET MM Espeoriiir@ﬂ? 113:.”5 4?5 18 0.07
384-4 ET MM Espgrzzrgi? 113:.”5 4?5 18 0.07
384-10 ET MM Espgrziirgi? 50 20 12 0.4
384-11 ET MM Espgrziirgii 125 45 18 0.07
384-12 ET MM Espeorzzzrgﬂ? 76.35 2?5 10 0.13
384-14 ET MM EspeorZZngﬂ? 1%(.)0 61.10 24 0.89
384-15 ET MM EspeorZZngﬂ? 115?7 54.13 21 0.40
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Analisis genético del numero de insertos T-DNA

Para determinar el numero de insertos T-DNA con el gen nptll funcional se obtuvieron
los siguientes datos en el andlisis de resistencia a kanamicina en TG3 (Tabla 61).

Tabla 61. Andlisis del nimero de insertos T-DNA con el gen nptl// funcional de la
linea 384 ET MM mediante el estudio de las progenies TG3

Segregacion Kan® Kan® Total X2
Observada 22 1
384-1 ET MM Esperada (3:1) 17.5 5.75 23 5.23
Esperada (15:1) 21.6 1.4 0.14
Observada 18 0
384-2 ET MM Esperada (3:1) 13.5 4.5 18 6.00
Esperada (15:1) 16.9 1.1 1.20
Observada 17
384-4 ET MM Esperada (3:1) 13.5 4.5 18 3.63
Esperada (15:1) 16.9 1.1 0.01
Observada 0 22
384-5 ET MM Esperada (3:1) 16.5 5.5 22 66.00
Esperada (15:1) 20.6 1.4 330.00
Observada 13 3
384-7 ET MM Esperada (3:1) 12.0 4.0 16 0.33
Esperada (15:1) 15.0 1.0 4.27
Observada 13 3
384-9 ET MM Esperada (3:1) 12.0 4.0 16 0.33
Esperada (15:1) 15.0 1.0 4.27
Observada 12 0
384-10 ET MM Esperada (3:1) 9.0 3.0 12 4.00
Esperada (15:1) 11.3 0.7 0.80
Observada 18 0
384-11 ET MM Esperada (3:1) 13.5 4.5 18 6.00
Esperada (15:1) 16.9 1.1 1.20
Observada 10 0
384-12 ET MM Esperada (3:1) 7.5 2.5 10 3.33
Esperada (15:1) 9.4 0.6 0.67
Observada 0 12
384-13 ET MM Esperada (3:1) 9.0 3.0 12 36.00
Esperada (15:1) 11.3 0.7 180.00
Observada 13 11
384-14 ET MM Esperada (3:1) 18.0 6.0 24 5.56
Esperada (15:1) 22.5 1.5 64.18
Observada 14 7
384-15 ET MM Esperada (3:1) 15.8 5.2 19 0.78
Esperada (15:1) 19.7 1.3 26.29

Los datos indicaron que hay dos TG3 que son acig6ticas para cualquier inserto de T-
DNA (384-5 ET MM y 384-13 ET MM). Ademas, aunque hay lineas que se ajustan
mejor a una segregacion 3:1 (384-7 ET MM, 384-9 ET MM y 384-15 ET MM),
correspondiente a la integracion de un Unico inserto, en varias de ellas la explicacion
mas plausible seria la presencia de dos insertos de T-DNA ya que se ajustan
perfectamente a una segregacion 15:1 (384-1 ET MM, 384-2 ET MM, 384-4 ET MM,

230



384-10 ET MM, 384-11 ET MM y 384-12 ET MM). Por tanto, se acepta la hipétesis de
que en esta linea se han integrado dos insertos de T-DNA con el gen nptll funcional.

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

Para llevar a cabo el andlisis de cosegregacion, se analizé la resistencia a la
kanamicina de las dos progenies TG3 procedentes de plantas mutantes. A la vista de
los resultados se pudo concluir que no existe cosegregacion en la linea 384 ET MM
con ninguno de los dos insertos de T-DNA ya que en estas lineas se observaron un
total de 15 plantas mutantes sensibles a la kanamicina (Tabla 62).

Tabla 62. Analisis de cosegregacion del inserto T-DNA y el fenotipo mutante de la
linea 384 ET MM.

wT M
Kan® | Kan® Kan® Kan® Total
384-7 M 0 0 13 16
384-13 M 0 0 0 12

Experimentos adicionales para abordar la identificacion del gen alterado en el
mutante 384 ET MM mediante mapeo por secuenciacion (NGS)

Dado el interés de este mutante se ha analizado molecularmente para ver si la
mutacion pudiera estar causada por un inserto parcial del T-DNA o por la insercidén de
un fragmento del cuerpo del vector. Para ello se ensayé una bateria de PCR’s con
amplicones que abarcaron siete secuencias del T-DNA y 14 del cuerpo del vector
(Figura 21). Se realizaron estas pruebas en una planta con fenotipo mutante y sensible
a la kanamicina. Todas las pruebas PCR fueron negativas por lo que lo mas probable
es que esta mutacién no esté causada por ningun fragmento de T-DNA ni del cuerpo
del vector. Por tanto, pensamos que la mutacién observada en esta linea era de

naturaleza somaclonal.

Al no existir cosegregacion, se realizaron cruces de plantas mutantes sensibles a la
kanamicina con S. pimpinellifolium y se obtuvieron semillas F1. A partir de ellas se
obtuvieron las correspondientes plantas F1 que, mediante autofecundacion,
produjeron la semilla F2, necesaria para llevar a cabo la identificacion del gen mutado
mediante mapeo por secuenciacion. Para lograr este objetivo un aspecto clave es la
identificacion de forma inequivoca de las plantas con fenotipo WT y mutante presentes
en la poblacién F2. En este caso se sembraron semillas F2 en condiciones axénicas y
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se distinguié claramente las plantas que presentaban un fenotipo mutante similar al
observado en las progenies TG2 y TG3 de la linea T-DNA (Figura 196).

Figura 196. Fenotipo de plantas F2 de la linea 384 ET MM después de 30 dias de
cultivo en medio basico. La barra representa 1 cm.

Actualmente disponemos de suficientes muestras congeladas de plantas WT y plantas
M de la progenie F2 para llevar a cabo la identificacién del gen alterado.
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Test de alelismo entre las lineas 384 ET MM y dor

Tras realizar la caracterizacion fenotipica de los mutantes 384 ET MM y dor se
observo que presentaban caracteristicas muy similares tanto en la parte aérea
como en el sistema radicular. Por ello, se realizd la prueba de alelismo
realizando cruces entre ambos mutantes. Al evaluar la progenie de este cruce
(dor x 384 ET MM) se observd que todas las plantas eran mutantes (Figura 197).
Esto indica que son alélicos, es decir, que estan alterados en el mismo gen.

384 ET MM dor x 384 ET MM

Figura 197. Fenotipo de planta axénica de dor X 384 ET MM después de 30 dias
en medio basico. La barra representa 1 cm.

Experimentos preliminares sobre el analisis funcional del gen alterado en el

mutante dor

Tras realizar el cruce del mutante dor con Solanum pimpinellifolium, obtener la F1,
autofecundar las plantas F1 y evaluar las plantas F2, el grupo del Dr. Lozano
(Universidad de Almeria) consigui6 identificar un gen candidato, al que de forma
preliminar denominamos DOR. Con el fin de averiguar si se trata realmente del gen
alterado en el mutante dor, el grupo del Dr. Lozano realiz6 las construcciones RNAI
(silenciamiento) y OX (sobreexpresién) y, a partir de aqui, nosotros llevamos a cabo
los experimentos de transformacion genética con estos vectores, asi como los

primeros trabajos relacionados con el analisis funcional del gen DOR.

En primer lugar, obtuvimos las plantas RNAi::DOR con fondo genético de tomate
Moneymaker y de una especie silvestre relacionada, Solanum pennellii. Tras obtener
las plantas transgénicas con la construccién RNAi::DOR, se evalu6 la respuesta en el
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medio de enraizamiento | 4.0 y en medio de regeneracién IKZ utilizando como
explante de partida hojas de las plantas RNAi obtenidas.

Como esperabamos, los explantes de hoja de plantas RNAi::DOR de Moneymaker no

fueron capaces de enraizar en el medio | 4.0 (Figura 198).

dor RNAI-MM

Figura 198. Fenotipo de hojas de plantas RNAi en Moneymaker del mutante dor
después de 30 dias de cultivo en medio de enraizamiento | 4.0. La barra
representa 1 cm.

Los explantes de hoja de plantas WT de S. pennellii tienen mayor capacidad de
enraizamiento en medio | 4.0 que los del cultivar Moneymaker (Figura 198). En estas
mismas condiciones, los explantes de las plantas RNAIi::DOR de S. pennellii no fueron
capaces de emitir raices a los 15 y 30 dias de cultivo (que es el periodo normal de
incubacién) y so6lo son desarrollaron unas pocas raices a los 90 dias de cultivo (Figura
199).
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S. pennellii

15 dias 30 dias 90 dias

Figura 199. Fenotipo de hojas de plantas RNAi en S. pennellii del mutante dor
después de 15, 30 y 90 dias de cultivo en medio de enraizamiento | 4.0. La barra
representa 1 cm.

En el medio IKZ los explantes de Moneymaker regeneran yemas y brotes adventicios,
mientras que los de las plantas RNAi::DOR solo dan lugar a la formacion de callo
(Figura 200).

dor RNAi-MM

Figura 200. Fenotipo de hojas de plantas RNAi en Moneymaker del mutante dor
después de 30 dias de cultivo en medio de regeneracion IKZ. La barra representa
1 cm.

En medio de regeneracion IKZ los explantes de S. pennellii originan una enorme
cantidad de brotes adventicios que, ademas, son capaces de elongar en el mismo
medio. Los explantes de las plantas RNAi::DOR de S. pennellii fueron capaces de
desarrollar yemas y brotes, aunque el proceso de regeneracion fue mucho mas lento

que en los explantes WT (Figura 201).
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S. pennellii

dor RNAI-S. pennellii

Figura 201. Fenotipo de hojas de plantas RNAi de S. pennelli para el gen
identificado en el mutante dor después de 30 dias de cultivo en medio de
regeneracion IKZ. La barra representa 1 cm.

Asi pues, los resultados indican que el gen candidato que se cloné mediante métodos
de secuenciacion (NGS) es realmente el gen alterado en el mutante dor. Los
resultados sugieren también que aunque el gen en cuestion cumple funciones
similares en tomate y S. pennellii, el silenciamiento del mismo tiene un papel mas

drastico en la especie cultivada que en la especie silvestre.

En definitiva, se ha logrado identificar un gen de tomate que tiene funciones clave
tanto en el proceso de enraizamiento como en la formacién de meristemos adventicios

caulinares.
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5.1. Identificacion de mutantes afectados en su nivel de
tolerancia al estrés hidrico

La sequia es una de las principales limitaciones para el rendimiento de los cultivos en
la agricultura. Los modelos de crecimiento predicen que su efecto sera mas severo en
el futuro. La sequia perjudica a casi todos los procesos en las plantas. Las plantas
tienen una variedad de respuestas fisioldgicas y bioquimicas a nivel celular y de
organismo completo, por lo que se trata de un fenédmeno muy complejo (Farooq et al.,
2012). De hecho, a pesar de décadas de investigacion, sigue siendo muy complicado

vincular procesos moleculares especificos a signos visibles de estrés en una planta.

Los avances en biotecnologia pueden hacer factible la identificacién de genes que
participan en la respuesta de las plantas a la sequia para, mediante un enfoque de
transformacién genética, conseguir plantas con mejor adaptacién a la sequia (Ashraf,
2010; Hadiarto y Tran, 2011).

En nuestro laboratorio se ha abordado un programa de mutagénesis insercional como
herramienta para la generacion de una coleccion de lineas T-DNA de tomate (Solanum
lycopersicum) de los cultivares Moneymaker y P73, asi como lineas T-DNA de las
especies silvestres relacionadas S. pennellii, S. galapagense y S. pimpinellifolium. En
esta tesis se ha utilizado una coleccion de lineas mutagenizadas de tomate a partir del
cultivar Moneymaker para identificar mutantes alterados en su nivel de tolerancia a la

sequia.

El escrutinio de mutantes con cambios en la tolerancia al estrés hidrico se realiza
comunmente en cultivo in vitro, basandose en la adicién de compuestos al medio de
cultivo como el manitol, sorbitol o polietilenglicol que reducen el potencial hidrico del
medio (Verslues et al., 2006). Las principales ventajas del cribado in vitro son que se
trabaja en un ambiente controlado, se puede manejar una gran poblacién en un
espacio reducido, se necesita poco tiempo para ver los resultados, y el material
vegetal se mantiene libre de enfermedades (Patade y Suprasanna, 2008). Sin
embargo, las propias condiciones del cultivo in vitro con alta humedad ambiental
hacen que se produzcan efectos diferentes a los que se encuentra una planta

cultivada en condiciones de sequia.

Uno de los objetivos de esta Tesis Doctoral ha sido el escrutinio de progenies de
tomate para la deteccion de mutantes afectados en el grado de tolerancia al estrés
hidrico. Para ello se ha puesto a punto un método para identificar posibles mutantes
afectados en este caracter. Se ha optado por llevar a cabo la evaluacion en

239



condiciones de invernadero aplicando un riego cada diez dias, con una duracién del
experimento de 30 dias, es decir, regando los dias 10, 20 y 30 del experimento.
Durante el periodo de suspensién de riego se evalud si las plantas presentaban una
mayor sensibilidad o tolerancia a la falta de riego con respecto al WT. La metodologia
usada en esta tesis ofrece ventajas en comparacién con otros métodos de fenotipado
de respuesta al estrés por sequia ya que permite corroborar en cada ciclo el
comportamiento de las plantas, al tiempo que facilita su recuperacion para la obtencién
de descendencias. De hecho, mediante este escrutinio se han identificado tanto

mutantes sensibles al estrés hidrico como mas tolerantes.

Harb y colaboradores (2010) emplearon diversos tratamientos de estrés hidrico para
evaluar la tolerancia a la sequia de las plantas. Uno de los métodos que usaron fue la
sequia progresiva, en la cual el agua se retiene por un cierto periodo de tiempo hasta
que se observan sintomas de marchitez. Este método de evaluaciéon se ha utilizado
para determinar la tasa de supervivencia o para controlar cambios en la expresién
génica de plantas silvestres o genotipos que sobreexpresan genes candidatos para la
tolerancia a la sequia (Sakuma et al., 2006; Catala et al., 2007; Yu et al., 2008; Ning et
al., 2010). Estos estudios han arrojado algo de luz sobre las respuestas de las plantas

a la sequia a nivel fisiolégico y molecular.

En este trabajo se ha evaluado la tolerancia al estrés hidrico de 83 lineas T-DNA de
tomate, para lo cual ha sido necesario cultivar dos mil plantas en el invernadero. Se
han identificado dos lineas mutantes afectadas en su respuesta al estrés por sequia y
un mutante con alteraciones en el desarrollo. Aunque la muestra de lineas T-DNA
evaluadas no ha sido muy elevada, en comparacion con otros trabajos realizados en
nuestro grupo, se ha obtenido un porcentaje de mutantes similar.

5.2. Identificacion de mutantes afectados en el grado de
tolerancia a la salinidad

Ademas de la sequia, otro factor ambiental importante que limita la productividad de
los cultivos es la alta salinidad. El problema de los suelos salinos se ha agravado en
los ultimos afos (Rengasamy, 2010). El desarrollo de cultivos que puedan tolerar los
niveles de salinidad del suelo es una alternativa para solucionar o disminuir este
problema (Yamaguchi y Blumwald, 2005). En las ultimas décadas, se han empleado
técnicas de seleccion basadas en el cultivo de tejidos vegetales mediante diversos
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sistemas, como callos, cultivos en suspensién, embriones somaticos o cultivo de
brotes (Woodward y Bennett, 2005).

Uno de los objetivos de esta tesis fue identificar mutantes afectados en el grado de
tolerancia a la salinidad. En nuestro grupo se habia puesto a punto un método para
identificar mutantes hipersensibles que consistia en cultivar semillas TG2
pregerminadas en medio de cultivo suplementado con NaCl. Tras el escrutinio de 1888
lineas T-DNA, este método permitié detectar 47 mutantes, de los cuales 44 estaban
afectados en caracteres del desarrollo y 3 mostraron un fenotipo especifico de
hipersensibilidad al estrés salino (Sanchez-Sauceda, 2016).

En la presente tesis doctoral se han evaluado en condiciones de estrés salino in vitro
175 lineas T-DNA de tomate y 202 de Solanum galapagense. Se han detectado 9
mutantes de Solanum galapagense y 8 de tomate con alteraciones en caracteres del
desarrollo, ya que los fenotipos observados inicialmente en condiciones salinas
también se observaron en ausencia de estrés. Esta proporcién estd en consonancia
con lo observado por Sanchez-Sauceda (2016). Por otra parte, el que la alteraciéon no
sea especifica para estrés salino no quiere decir que carezca de valor para estudiar
este caracter. Como ya se ha explicado anteriormente, ademas del estudio de
mutantes especificos para estrés salino e hidrico, se evaluaron diversos mutantes
afectados en caracteres del desarrollo que, de una forma u otra, puedan tener alguna
relacion con los mecanismos que se ven alterados cuando una planta esta sometida a

algun estrés de tipo abidtico.

5.3. Analisis del modo de herencia del fenotipo mutante

En este trabajo de tesis doctoral se ha trabajado con 23 lineas mutantes. En 22 se ha
identificado un unico fenotipo mutante, mientras que en una de las lineas (2647 ET
MM) se ha comprobado la presencia de dos fenotipos mutantes independientes. En un
trabajo previo del grupo (Sanchez-Lépez, 2017) ocurrié algo similar, ya que, tras
identificar 22 lineas mutantes con cambios en el desarrollo temprano, en una de ellas
se detectaron dos fenotipos mutantes producidos por otros tantos genes. En ambos
casos se ha logrado segregar esas mutaciones mediante el andlisis de los
descendientes de las lineas originales.

Se han observado mutantes con dos modos de herencia: 21 tienen naturaleza
recesiva y 2 naturaleza dominante. En resultados previos del grupo se observaron
datos muy parecidos, con un 91% de mutaciones recesivas y 9% de naturaleza
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semidominante (Sanchez-Lopez, 2017). En un trabajo con lineas T-DNA de
Arabidopsis thaliana Bernd y colaboradores (1999) observaron que, de los 122
mutantes identificados, el 94% eran monogénicos y de naturaleza recesiva, el 5% de

tipo semidominante y 1% de naturaleza dominante.

Dentro de las mutaciones de naturaleza recesiva que hemos detectado, en 2 de ellas
(2149 ET MM y 2647 ET MM) las proporciones fenotipicas se desvian de lo esperado
para una distribucion mendeliana 3 WT: 1 M. En ambos casos el niumero de plantas
observadas de fenotipo mutante fue inferior a lo esperado. Una posible explicacion es
que podria haber un cierto grado de subletalidad cuando el alelo mutante se presenta
en configuracion homocigoética. Este mismo fenébmeno se observd en cinco de las
lineas identificadas por Sanchez-Lopez (2017) en mutantes afectados en caracteres
del desarrollo temprano de tomate. También se vio este mismo fenémeno en el
escrutinio de mutantes de Arabidopsis (Berna et al., 1999) con segregaciones que no
se ajustaban a la proporcion 3:1, que se atribuyeron a un problema de subletalidad.

5.4. Analisis genético del numero de insertos T-DNA

La determinacién del nimero de insertos T-DNA de las lineas mutantes detectadas en
esta tesis se realiz6 comprobando la resistencia a kanamicina que confiere el gen
nptll. Como se ha descrito en la metodologia, para evaluar dicha resistencia se
pueden utilizar varias técnicas dependiendo del material vegetal disponible y del
fenotipo mutante. Por ejemplo, si las plantas mutantes no tienen afectada su
capacidad de enraizamiento la evaluacion se puede hacer cultivando yemas o apices
meristematicos en un medio de enraizamiento suplementado con kanamicina. Si en
este medio de cultivo las plantas son capaces de enraizar se concluye que son
resistentes a la kanamicina y portadoras de, al menos, un inserto T-DNA con el gen
nptll funcional. Si, por lo contrario, las plantas no enraizan se concluye que son
sensibles a la kanamicina y no poseen ningun inserto T-DNA con el gen nptll
funcional. Si las plantas tienen afectado el sistema radicular no se utilizan yemas
axilares o apices para realizar la evaluacion; en este caso, para evaluar la respuesta a
la kanamicina, se recurre a otros explantes, como cotiledones, hipocétilos u hojas,

cultivados en medio de regeneracion suplementado con kanamicina.

Realizando este tipo de andlisis se ha comprobado que en 16 de las lineas mutantes
con las que se ha trabajado portaban un unico inserto T-DNA con el gen nptll funcional
(69,6%) mientras que en 6 (26,1%) se identificaron dos insertos y hay una en la que
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puede haber 2 o 3 insertos (4,3%). Por tanto, el promedio ha sido de 1.33 insertos por
linea. En un trabajo similar de nuestro grupo se obtuvo un resultado de 1.57 insertos
por linea, similar al obtenido en esta tesis doctoral y al promedio total de este
programa de mutagénesis, que es de 1.7 insertos por linea.

A finales de la década de los 90 y principios de 2000 se crearon grandes colecciones
de lineas T-DNA de Arabidopsis thaliana para lograr saturar su genoma con
mutaciones insercionales. En esas colecciones (Alonso et al., 2003, Feldmann, 1991)
se determiné que contenian un promedio de 1.5 inserciones por linea. Los datos
obtenidos en arroz (Wu et al., 2003) indicaron que las lineas T-DNA de esta especie
presentaron un promedio de dos insertos por linea. Sin embargo, cuando se utilizan
métodos de transformacién genética basados en el bombardeo de particulas, se
pueden insertar un mayor numero de copias de T-DNA, alcanzando valores superiores
a 100 insertos por linea (Shou et al., 2004). Con métodos de transformacion directa se
pueden alcanzar promedios de 3 copias de T-DNA, con la presencia de un alto numero
de lineas con entre 4 y 6 insertos (Kohli et al., 1998).

Por lo tanto, el método de transformacion genética utilizado en nuestro laboratorio para
obtener las lineas transgénicas es el mas adecuado, ya que produce un numero
limitado (o bajo) de inserciones de T-DNA por planta transgénica. El disponer de una
coleccién de lineas T-DNA con bajo numero de inserciones es una ventaja, porque
una vez identificado un mutante es mas sencillo saber si el fenotipo se debe a una
insercion de T-DNA. Por el contrario, cuando se tiene una linea con varias inserciones
hay que segregar las copias hasta disponer, idealmente, de una linea TG3 o TG4 con

un unico inserto y que muestre el fenotipo mutante.

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

Tras la identificacibon de un mutante, se debe llevar a cabo un analisis de
cosegregacion entre el fenotipo mutante y un inserto de DNA de secuencia conocida,
habitualmente un T-DNA con el gen nptll funcional, ya que en estas lineas la mutacién
también puede deberse a cambios de tipo somaclonal. Discernir entre si el gen esta o
no etiquetado por un T-DNA es clave para saber si se debe acometer la clonacion del
gen alterado mediante Anchor-PCR o mediante mapeo por secuenciacion.

Para saber si la mutacion estd causada por la insercion de un T-DNA, se estudia la
asociacién del fenotipo mutante con la expresion del gen marcador nptll o,
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alternativamente, se emplea una bateria de cebadores para detectar, mediante PCR,
la presencia de algun fragmento del T-DNA o del cuerpo del vector.

En esta tesis se ha comprobado, con una probabilidad de fallo menor al 5%, que existe
cosegregacion entre el fenotipo mutante y un inserto T-DNA con el gen nptl/ funcional
en tres mutantes (167 ET GA, 199 ET MM y 2647 ET MM M2) de los 22 con los que se
ha trabajado (13.6%). En un trabajo similar de nuestro grupo Sanchez-Lopez (2017)
encontrd una frecuencia de cosegregacion del 21% para caracteres del desarrollo
temprano. En el conjunto del programa de mutagénesis insercional de nuestro grupo la
frecuencia de cosegregacion observada entre un inserto T-DNA y el fenotipo mutante
es algo superior al 13%. Por tanto, en este sentido, los mutantes con los que se ha
trabajado en esta tesis son una muestra representativa de toda la coleccion.

Hay muy pocos trabajos con los que se pueda comparar este resultado. En un trabajo
realizado con una pequefia poblacion de mutantes de Arabidopsis se observé una
frecuencia de cosegregacion cercana al 35% (Azpiroz-Leehan y Feldmann, 1997),
pero en un estudio con otra coleccion de lineas T-DNA de la misma especie (Van
Lijsebettens et al., 1991) obtuvieron una frecuencia de cosegregacion del 10%. En otro
estudio, realizado mediante técnicas de PCR con lineas T-DNA de arroz, Li y
colaboradores (2006) obtuvieron un porcentaje de cosegregacion del 1.4%.

Como ya se ha comentado, el determinar la existencia de cosegregacion entre un
inserto de T-DNA y el fenotipo mutante es esencial para la clonacion del gen alterado.
En nuestro caso, gracias a la colaboracion con el grupo del Dr. Rafael Lozano de la
Universidad de Almeria, se han clonado genes que regulan caracteres relevantes
mediante la técnica de Anchor-PCR amplificando los fragmentos de ADN gendmico a
partir del RB (right border) y LB (left border) del T-DNA. En el caso de las lineas en las
gue la mutacién no esta causada por un inserto con el gen nptll funcional, no se debe
descartar que el gen haya quedado etiquetado por un T-DNA truncado (e.g. sin el gen
nptll) o una parte o todo el cuerpo del vector. Este fendmeno ya ha sido reportado por
otros autores en Arabidopsis (Castle et al., 1993). En un trabajo con tabaco (Kononov
et al., 1997) se demostré que en mas del 75% de las lineas T-DNA analizadas se
habia integrado parte del cuerpo del vector. Por lo tanto, tras descartar la
cosegregacion con un inserto de T-DNA con el gen nptll funcional, se pueden abordar
los experimentos necesarios para identificar un fragmento de DNA de secuencia
conocida con el que se haya etiquetado del gen alterado.

Cuando se llega a la conclusién de que en una linea no existe cosegregacién con un

fragmento de DNA de secuencia conocida es necesario recurrir a técnicas de mapeo y
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secuenciacion NGS para llegar a clonar el gen mutado. Para ello se deben realizar
diversas tareas que son muy laboriosas y que requieren de varias generaciones de
cultivo en el invernadero. En concreto, es necesario cruzar una planta mutante o, en
su defecto, WT hemicigética para la mutacion con Solanum pimpinellifolium
obteniendo de esta manera la generacién F1. A continuacion, es necesario obtener la
descendencia (F2) y, en ella, detectar plantas WT y mutantes para el caracter alterado.
Conviene mencionar que si el fenotipo mutante es dificil de detectar en una poblacion
F2 segregante, esta metodologia no puede llevarse a cabo. Tras la secuenciacion del
genoma de un grupo de plantas WT y otro grupo de plantas mutantes (idealmente
unas cuarenta de cada tipo) se lleva a cabo un trabajo bioinformatico para ir
detectando en estas poblaciones polimorfismos que estén sobrerrepresentados en la
poblacién de plantas mutantes respecto de las WT. En la region gendémica donde se
agrupan los polimorfismos es donde supuestamente se encuentra el gen alterado. Un
posterior andlisis de los genes que se encuentran en esa region permite establecer
cuales son los genes candidatos y comprobar si en ellos hay algun polimorfismo que
comparten todas las plantas mutantes y que pueda explicar el fenotipo mutante.
Desafortunadamente este proceso supone un elevado coste econémico por lo que
s6lo se lleva a cabo en el caso de mutantes con un fenotipo de elevado interés.

5.6. Caracterizacion de mutantes afectados en la tolerancia al
estrés por sequia

La falta de agua es uno de los problemas mas importantes a los que se enfrenta la
agricultura actual. Una de las soluciones para intentar paliarlo es desarrollar
variedades que tengan mayor resistencia a este estrés. El empleo de mutantes para
conocer cudles son los genes clave que determinan este caracter es una de las
aproximaciones posibles. En esta tesis se han identificado dos lineas mutantes (1389
ET MMy 2149 ET MM) que estan afectadas en su respuesta al estrés por sequia. En
el caso de la linea 1389 ET MM las plantas cultivadas en ausencia de estrés no
presentaban alteraciones y se comportaban como el WT. En cambio, cuando se
sometian a un tratamiento de estrés hidrico las plantas con fenotipo mutante eran mas
sensibles comparadas con el testigo y mostraban claros sintomas de pérdida de
turgencia. Al analizar su RWC se vio que era ligeramente menor en todas las etapas
estudiadas. Por tanto, el mutante tiene una menor capacidad de retenciéon de agua o,
dicho de otra forma, transpira mas que las plantas WT. Ademas, en este mutante no
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se observaron diferencias con el WT al aplicar estrés salino, lo cual indica que el
mecanismo afectado esta relacionado de forma especifica con el estrés hidrico.

A diferencia del anterior, el mutante 2149 ET MM present6 una mayor tolerancia al
estrés hidrico que el WT. Este mutante tenia la morfologia de las hojas alterada, una
menor densidad de tricomas globulares y su desarrollo era algo mas lento que el del
WT. En los experimentos realizados se ha observado una menor pérdida de turgencia
que el WT. También se ha visto que la RWC del mutante era muy superior a la de las
plantas WT, es decir, el mutante tiene mayor capacidad de retener el agua. Ademas,
se realizd una evaluacién del contenido de agua de las hojas durante un ciclo de
deshidratacion y, mientras el WT sufria una bajada conforme avanzaban los dias sin
riego, el mutante permanecié sin cambios significativos en este parametro. Por ultimo,

este mutante mostré cierta tolerancia en presencia de estrés salino.

En la literatura cientifica se pueden encontrar ejemplos de mutantes hipersensibles al
estrés hidrico en varias especies. En un cribado de una poblacion de 50000 lineas
EMS de Arabidopsis, Posé y colaboradores (2009) identificaron un mutante recesivo
hipersensible denominado dry2. La sensibilidad del mutante se ha relacionado con
alteraciones en la regulacién del cierre estomatico, la acumulacién de prolina, la
degradacién de clorofila, anomalias en el sistema radicular y la inducciéon de genes
relacionados con el estrés. En cebada (Hordeum spontaneum Koch) se identificé un
mutante espontaneo (eibi1) hipersensible a la sequia. Este mutante mostro la tasa de
pérdida de agua mas alta entre los mutantes hipersensibles conocidos, probablemente
debido a una cuticula defectuosa (Chen et al., 2004). En maiz, Mou y colaboradores
(2014) detectaron un mutante sensible a la sequia en un ensayo en campo. El mutante
mostraba hojas enrolladas en condiciones de sequia moderada y, con estrés mas

intenso, las hojas se volvian amarillas y con respuesta senescente.

El caso de mutantes con mayor tolerancia, como el 2149 ET MM, es menos frecuente
gue el anterior, pero hay algun precedente. En un estudio de mutantes de insercién de
T-DNA de Arabidopsis se aislé un mutante con mayor tolerancia a la sequia (adt). En
condiciones de estrés por sequia el mutante acumulaba niveles mas altos de ABA
comparado con el WT. El andlisis genético revelé una expresién activa de un gen
WRKY que codifica la proteina WRKR57. Los resultados de este estudio indicaron que
la expresion de WRKY mejoro6 la tolerancia a la sequia de Arabidopsis por la elevacion
de los niveles de ABA (Jiang et al., 2012).

En tomate se han identificado varios genes relacionados con la tolerancia al estrés
hidrico. Dos de ellos son de la familia ERF (Ethylene Response Factor), JERFT1 y
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SIERF5. El gen JERF1 aislado a partir de tomate se ha probado tanto en tabaco como
en arroz (Zhang et al., 2010) y en ambos casos ha producido un incremento en la
tolerancia a la sequia en la que parece estar implicada la activacion en la sintesis del
acido abscisico. Tras la identificacion del gen SIERF5 se ha sobreexpresado en
tomate produciendo plantas con mayor contenido relativo de agua y una mayor
tolerancia a la sequia y la salinidad (Pan et al., 2011). El gen SINAGST se aisl6 en
tomate por su homologia con las familias NAGS1 y NAGS2 (N-acetyl-L-glutamate
synthase) de Arabidopsis. Este gen se expresa en los érganos aéreos pero no en las
raices de tomate. Tras obtener plantas transgénicas de Arabidopsis que
sobreexpresaban SINAGS1 se comprob6é que mostraban mayor tolerancia al estrés
hidrico y salino (Kalamaki et al., 2009). Por ultimo, el gen SITIP2;2 (Tonoplast Intrinsic
Protein) fue aislado de tomate por su relacién con las acuoporinas. Al sobreexpresar
este gen en tomate se ha conseguido aumentar la biomasa y la cosecha en tres afos
consecutivos de cultivo en invernaderos comerciales tanto en condiciones normales

como con estrés hidrico (Sade et al., 2009).

En otras especies también se han identificado genes relacionados con la tolerancia a
la sequia (Alter et al., 2014). Algunos de los mas importantes son los genes DREB
(dehydration responsive element binding), que son reguladores de la expresion génica
en situaciones de estrés por sequia en Arabidopsis thaliana, arroz y trigo (Chen et al.,
2006). Los genes PIP1y PIP2 son responsables de la formacion de acuaporinas, una
proteina relacionada con la disponibilidad de agua en las plantas (Porcel et al., 2006).
Kuromori y colaboradores (2011) identificaron AtABCG22, un gen de la familia ABCG
(ATP-binding cassette sub-family G) relacionado con la regulacién de la apertura
estomatica en Arabidopsis.

Una vez se han identificado los genes candidatos relacionados con la tolerancia al
estrés hidrico se han realizado diferentes trabajos para la obtencion de plantas
transgénicas con dichos genes, normalmente en especies modelo y en condiciones de
laboratorio o de invernadero (Dubouzet et al., 2003; Garg et al., 2002; Holmstrom et
al., 1996; Park et al., 2005; Shen et al., 1997; Xiong y Yang, 2003; Xu et al., 1996). Sin
embargo, lo que importa es evaluar el efecto de estos genes en las especies y
variedades de interés agronémico y en condiciones ambientales mas similares a las
qgue se enfrenta una planta cultivada. Gracias a este esfuerzo ya hay en el mercado
algunas variedades transgénicas y otras estan en fases avanzadas de evaluacion para
ser comercializadas (Waltz, 2014).
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5.7. Caracterizacion de mutantes afectados en la tolerancia al
estrés salino

En esta tesis se ha ampliado la caracterizacién fenotipica de dos mutantes muy
importantes para el grupo, el 698 ET MM y 1560 ET MM, hipersensibles al estrés
salino (Sanchez-Sauceda, 2016). Estos mutantes, al ser sometidos a condiciones
salinas, muestran un fenotipo débil y clorético; sin embargo, en ausencia de estrés

salino no se observa el fenotipo.

Para complementar la caracterizacion del mutante 1560 ET MM se realiz6 el
experimento de injertos, intercambiando la raiz y parte aérea del WT y el mutante,
sometiendo las plantas injertadas a condiciones de estrés salino con 100 mM de NaCl.
Antes de aplicar el tratamiento salino el desarrollo de los injertos era similar. Tras

. . . . WT M
completar el tratamiento, los injertos con la parte radicular mutante, es decwv Y
mostraron clorosis en las hojas. Por el contrario, los injertos con el sistema radicular

WT WT M

wt Y wr > NO mostraron estos sintomas de clorosis comportandose como el
testigo. Los resultados de este experimento permitieron confirmar que el fenotipo de
sensibilidad al estrés salino esta ocasionado por un defecto en el sistema radicular de

las plantas mutantes.

Al analizar el contenido en agua de las plantas injertadas y cultivadas en condiciones
salinas se observé que todas las plantas con raiz mutante habian acumulado una
mayor cantidad de agua en la parte aérea. También se realiz6 un experimento de
RWC con el mutante 698 ET MM, que es alélico al 1560 ET MM, en plantas injertadas
y cultivadas en condiciones salinas. El resultado mostré6 que la pérdida por
transpiracion era similar entre los cuatro tipos de plantas. Sin embargo, el contenido en
materia seca era muy superior en las plantas cuya raiz era WT respecto de aquéllas
con raiz mutante. Al tener en cuenta todos estos resultados, nuestra hipétesis es que
la funcién principal del gen alterado estaria relacionada con la capacidad de absorcion
de agua de las raices y su transporte a la parte aérea. Si el medio de cultivo tiene
NaCl, al absorber mayor cantidad de agua y sal, su transporte a la parte aérea
provocaria sintomas de clorosis y pérdida de vigor. Si esa hipétesis fuera correcta,
estas plantas podrian ser mas tolerantes al estrés hidrico. De hecho, al realizar los
experimentos de tolerancia al estrés hidrico, tanto con plantas procedentes de semilla
como con plantas aclimatadas, se observo cédmo las plantas mutantes presentaban un
retraso en la aparicién de sintomas de pérdida de turgencia durante el tratamiento
estresante al compararlas con las plantas WT.
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El Na* se absorbe del suelo por las células de la raiz y se transporta por los vasos del
xilema hasta la parte aérea de la planta. Se han encontrado evidencias fisiolégicas que
indican que las raices de tomate podrian determinar la concentracion de Na* que llega
a la parte aérea de la planta dependiendo de la intensidad del estrés (Estan et al.,
2005). Aunque existen ciertos mecanismos que pueden regular este transporte del
Na‘, tanto en las membranas celulares como mediante la actuacién de proteinas de
transporte, el Na* transportado acaba acumulandose inevitablemente en la parte aérea
y provoca dafnos de diversa naturaleza (Hasegawa, 2013). Se conocen algunos de los
genes que controlan la homeostasis de los iones celulares como el Na* al restringir su
acumulacion. Los genes SOS (Salt Overly Sensitive) y HKT (High-Affinity Potassium
Transporter) estan relacionados con esta funcién (Deinlein et al., 2014). Los mutantes
1560 ET MM y 698 ET MM nos pueden ayudar a entender cémo se produce esa
absorcién y transporte desde la solucion nutritiva para poder regular esa respuesta y
encontrar nuevas alternativas para la mejora de las plantas frente a los estreses

abibticos.

En cuanto al mutante 916 ET MM, en esta tesis doctoral se ha profundizado en su
caracterizacion en dos aspectos, mediante experimentos de injertos, que han
permitido evaluar el efecto de la mutacion sobre la parte aérea y la raiz, y mediante la
evaluacion de la respuesta al estrés hidrico. En el primer caso se vio que el genotipo
de la raiz no influye en el fenotipo de la parte aérea. En el segundo, se comprob6 que
las plantas mutantes mostraron también mayores sintomas de pérdida de turgencia
respecto de las plantas WT cuando se ven sometidas a un tratamiento de estrés
hidrico. Ademas, se comprob6 que las plantas mutantes tienen una ligera mayor
pérdida de agua por transpiracion.

Por tanto, se ha demostrado que el mutante es sensible, no solo a estrés salino, sino
también a estrés hidrico. En el caso de enfrentarse a condiciones de sequia, la mayor
rapidez en su pérdida de turgencia podria estar causada por una mayor transpiracion.
Ademas, con los resultados obtenidos en los experimentos de estrés salino se vio la
importancia que tiene en la parte aérea de la planta la proteccion de las estructuras
meristematicas frente al estrés abibtico. Por tanto, el estudio de mutantes que
presenten alteraciones en el desarrollo de los meristemos de la parte aérea de la
planta nos puede ayudar a comprender los mecanismos biolégicos que permiten su
crecimiento en condiciones desfavorables para, en un futuro, buscar alguna estrategia

qgue disminuya estos efectos negativos en plantas sometidas a estrés.
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5.8. Caracterizacion de mutantes con alteraciones en la parte
aérea

En esta tesis se han identificado tres lineas mutantes, 111 ET GA, 1458 ET MM y
2647 ET MM, que presentaron alteraciones en el desarrollo de la parte aérea de la
planta. El mutante 111 ET GA presenté alteraciones en la localizacién y desarrollo del
apice meristematico. La linea 1458 ET MM tenia cambios pleiotrépicos en la parte
aérea que afectaron al desarrollo vegetativo y reproductivo. La linea 2647 ET MM
presenté una alteracion que hizo que la zona cercana al meristemo terminal de la

planta se necrosara y detuviera su crecimiento.

El SAM es una pequefia poblacién de células madre responsables de la generacién de
todos los érganos de la parte aérea de la planta, como tallos, hojas y flores. Para
cumplir con esta funcion, el SAM debe permanecer activo durante todo el ciclo de vida
de la planta con la capacidad de generar érganos en todas las etapas de desarrollo
(Bustamante et al., 2016). Estudios genéticos y moleculares de varios genes
asociados con el desarrollo del SAM han ayudado a comprender la formacién y el
mantenimiento del SAM. El gen SHOOTMERISTEMLESS (STM) de Arabidopsis es
necesario para la formacién embrionaria del SAM (Barton y Poethig, 1993). Las
plantulas homocigotas para alelos de pérdida de funcién germinan, desarrollan raices,
hipocétilo y cotiledones, pero no se forma el SAM. El gen STM codifica un tipo de
proteina de homeodominio Knotted1 (Kn1) (Long et al., 1996). Similar al gen STM, el
gen CUPSHAPED COTYLEDON 2 (CUC2) de Arabidopsis y el NO APICAL
MERISTEM (NAM) de Petunia son requeridos para la formacién del SAM y separacion
de los cotiledones (Souer et al., 1996).

Otro gen clave en la formacién del SAM es WUSCHEL (WUS). La expresién de WUS
se limita a un grupo de células del interior de la zona central del meristemo (centro
organizador). En los mutantes wus el meristemo se forma pero no se renueva la
poblacién de células indiferenciadas y el tamafio del meristemo va disminuyendo de
forma progresiva hasta desaparecer (Mayer et al., 1998). La expresion de WUS esta
controlada por la retroalimentacién negativa de la via de sefalizacién de los genes
CLAVATA (CLV1, CLV2 y CLV3) (Carles y Fletcher, 2001). Los genes CLV codifican
los componentes de una via de senalizacion del receptor quinasa que limita el tamafo
del meristemo (Clark et al., 1993). El tamafo de la poblacion de las células madre se
mantiene en el SAM mediante un ciclo regulatorio entre las células madre y el centro
organizador del meristemo mediado por los genes WUS'y CLV (Schoof et al., 2000).
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Ademas de estos genes clave para el funcionamiento del SAM, se han reportado otros
que afectan el mantenimiento del SAM, como los genes SHO que tienen un papel
importante en el mantenimiento de la organizacién adecuada del meristemo, esencial
para el patrén de iniciacién normal de los primordios foliares (ltoh et al., 2000). El gen
ZWILLE (ZLL) se requiere para establecer la organizacion central del apice del
embrién y es esencial para la autoperpetuacion del SAM. Los mutantes zl// inician
correctamente la expresion del gen STM en estadios tempranos del embrion, pero no
regulan la expresion en estadios posteriores e inician estructuras diferenciadas en
lugar de células madre. El gen ZLL transmite informacion posicional para mantener las
células madre del meristemo en desarrollo en un estado indiferenciado durante la
transicion del desarrollo embrionario a la formacion de érganos postembrionarios
(Moussian et al., 1998). Otro gen que interviene en el desarrollo del SAM es PINHEAD
(PNH). Las mutaciones recesivas en el locus PINHEAD de Arabidopsis interfieren en
la capacidad para la correcta organizacion del meristemo apical del brote primario asi
como de los meristemos de brotes laterales (McConnell y Barton, 1995).

En nuestro grupo se ha identificado un mutante muy interesante, el 916 ET MM,
severamente afectado en el apice meristematico en condiciones de estrés salino,
mientras que en condiciones control no se puede distinguir entre plantas WT y
mutantes (Sanchez-Sauceda, 2017). Segun Hirayama y Shinozaki (2010) la respuesta
de las plantas frente al estrés tiene efectos inmediatos sobre multiples procesos del
desarrollo, promoviendo numerosos cambios morfolégicos en 6rganos y tejidos. Por

consiguiente deben existir mecanismos comunes que regulan ambos procesos.

Las plantas han adquirido respuestas adaptativas a un entorno de cambio constante.
Estas respuestas son el resultado de una red de sefalizacion que va desde la
homeostasis ionica hasta el control del ciclo celular. El estrés inhibe la divisién celular,
lo que afecta negativamente el crecimiento y desarrollo de la planta. El reciente
descubrimiento de la proteina RSS1 en el arroz da una idea de como la percepcion del
estrés puede influir en el control del ciclo celular en zonas meristematicas (Ebel y
Hanin, 2015). Los mutantes rss? presentan graves defectos en la division celular
meristemdtica cuando se someten a estrés salino. En estos mutantes las células se
detienen en la fase G1/S cuando son tratados con sal. Ogawa y colaboradores (2011)
proponen que la proteina RSS1 promueve el ciclo celular meristematico en la
transicion G1/S sobre el estrés abibtico para asegurar la viabilidad de los meristemos.
La comprension de las relaciones entre los mecanismos del desarrollo y las
situaciones estresantes puede ayudar a encontrar nuevas estrategias que permitan la

solucion a estos problemas.
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5.9. Caracterizacion de mutantes cloréticos y variegados

Cuando una planta se ve sometida a estrés hidrico o salino es habitual que su
contenido total de clorofila disminuya y muestre un fenotipo de clorosis. En este
apartado se han incluido tres mutantes, uno clorético y dos variegados. El mutante
2232 ET MM se desarrolla con normalidad durante los primeros 10 dias, pero después
exhibe un ritmo de crecimiento mas lento probablemente como consecuencia de su
clorosis. Pese a ello, no se observaron alteraciones significativas en las inflorescencias

ni en el desarrollo de los frutos.

Los estudios sobre el proceso biosintético de la clorofila se han centrado en
Arabidopsis thaliana 'y en arroz. En cebada, también se ha descrito una gran cantidad
de mutantes con deficiencia total o parcial de clorofila (Wang et al., 2017), pero no se
conoce la mayor parte de los genes implicados. En arroz se han descrito mas de 170
mutaciones del color de las hojas y se han identificado mas de 160 genes en los 12
cromosomas, de los cuales, aproximadamente cuarenta estan directamente implicados
en la biosintesis o catabolismo de la clorofila (Zhu et al, 2016). En maiz y trigo
también se han descrito algunos mutantes cloréticos (Asakura et al., 2008; Hui et al.,
2012). Algunos ejemplos de estos mutantes son: elm1, elm2, vyl-Chr.1 y vyl-Chr.9 en
maiz (Sawers et al., 2004; Shi et al., 2013; Xing et al., 2014); ygl1, ygl2, ygl3, ygl7,
ygl98 y YGL138(t) en arroz (Wu et al., 2007; Chen et al., 2013; Tian et al., 2013; Deng
et al., 2014; Zhang et al., 2013); y chaos, egy1, apg1 y var3 en Arabidopsis (Klimyuk et
al., 1999; Chen et al., 2005; Motohashi et al., 2003; Naested et al., 2004).

En esta tesis se detectaron dos mutantes variegados el 245 ET GA 'y el 2494 ET MM.
Los dos eran de naturaleza dominante ya que la mutacién se detecté en TG1. El
mutante 245 ET GA mostraba hojas con zonas de color blanco y también se observé
un color diferente en las flores respecto al WT. Las plantas no fueron capaces de
desarrollar frutos. EI mutante 2494 ET MM presentaba zonas variegadas en las hojas y
también en el tallo. A partir de de la TG1 de esta linea se obtuvo la descendencia que
también exhibia la variegacion. Las plantas variegadas proporcionan una herramienta
valiosa para estudiar la biogénesis de los cloroplastos al permitir la comparacion
directa entre los sectores verde y blanco/amarillo dentro de la misma hoja (Hung et al.,
2010).

Los mutantes variegados, tales como immutans (im) (Aluru et al., 2001), yellow
variegated 1 (var1) (Sakamoto et al., 2002) y yellow variegated 2 (var2) (Chen et al.,
2000; Takechi et al., 2000) de Arabidopsis; variegated and distorted leaf (vdl) (Wang et
al., 2000) de tabaco; ghost (gh) (Josse et al., 2000) de tomate; albostrians de cebada

252



(Yaronskaya et al., 2003) y yellow stripe 1 (ys1) de maiz (Curie et al., 2001), han
demostrado ser materiales de gran valor para estudiar los mecanismos de desarrollo y

mantenimiento de plastidios y cloroplastos (Hung et al., 2010).

5.10. Caracterizacion de mutantes de senescencia y letalidad

Las plantas utilizan la senescencia de las hojas adultas para poder superar situaciones
de estrés ambiental como la sequia. La senescencia y abscision de estas hojas
reducen la pérdida de agua por transpiracion e incrementan la transferencia de
nutrientes de dichas hojas hacia los meristemos y otros érganos de reserva. El acido
abscisico juega un papel central en la respuesta de las plantas a estas situaciones
estresantes ya que, ademas de intervenir en procesos de senescencia, actia en
procesos como el cierre estomatico, inhibicion del crecimiento, acumulacién de ceras
en la cuticula o abscision de hojas (Zhao et al, 2017). De hecho, en un trabajo
reciente se consiguié mejorar la tolerancia al estrés hidrico en plantas de Arabidopsisy
arroz mediante la transformacién con el gen PYL9 (Pyrabactin Resistance 1-Like) de la
familia de los receptores de acido abscisico. En este caso se comprob6é que las
plantas toleraban mas la sequia gracias a que la senescencia de las hojas adultas
ponia a disposicion de los 6rganos en desarrollo mayor cantidad de agua (Zhao et al.,
2015). De nuevo, se pone de manifiesto la importancia que algunos procesos del
desarrollo pueden tener para la mejora de la tolerancia a determinados tipos de estrés.
Otro ejemplo del empleo de genes relacionados con la senescencia para la mejora de
la tolerancia a estreses abibticos es el del gen Hanb-4. La sobreexpresién de este gen
inhibe la senescencia inducida por etileno, y en ensayos de campo realizados con soja
transgénica en USA y Argentina se han encontrado mejoras del rendimientos de entre
el 7 y el 15% cuando el cultivo se realiza en condiciones de falta de agua (Waltz,
2014).

En esta tesis se han caracterizado seis mutantes con fenotipo de senescencia y
letalidad: dos con fondo genético de Solanum galapagense (167 ET GA 'y 332 ET GA),
uno con fondo genético de tomate P73 (526 ET 73) y tres con fondo genético de
Moneymaker. Entre estos ultimos, dos de ellos (199 ET MM, 1641 ET MM) se
identificaron en la presente tesis, mientras que otro, el mutante 1524 ET MM, se
identificd en un escrutinio previo del grupo (Sanchez-Lépez, 2017).

Dentro de estas lineas se observaron mutantes de letalidad que se morian en los
primeros dias del desarrollo. Por ejemplo, el mutante 1641 ET MM presentaba
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sintomas de senescencia desde la etapa de plantula, con zonas amarillentas en los
cotiledones, hasta que la planta moria a las dos semanas. Los mutantes 167 ET GA y
332 ET GA también mostraron su fenotipo desde etapas tempranas del desarrollo
hasta que, tras pocos dias, terminaban por colapsar y morir. Estos mutantes de
letalidad pueden estar causados por alteraciones en genes especificamente
requeridos durante el desarrollo temprano de las plantulas, cuya ausencia se vuelve
critica en esta etapa. En un cribado para identificar genes de mutantes “seedling-
lethal’ de Arabidopsis, se evaluaron 38,000 lineas y se evaluaron fenotipica y
molecularmente 22 mutantes con fenotipo de letalidad. La mayoria de los mutantes
tenian afectado algun caracter relacionado con la funcién de los cloroplastos.
(Budziszewski et al., 2001).

El mutante 526 ET 73 presentaba un fenotipo de senescencia, a pesar del cual las
plantas mutantes pudieron mantenerse tanto in vitro como in vivo, llegando a la etapa
adulta en el invernadero. Las caracteristicas principales de este mutante fueron un
porte débil, un ritmo de crecimiento mas lento que el WT y un color verde palido en las
hojas, debido probablemente a la degradacion de la clorofila en los cloroplastos. Con
un fenotipo similar, el mutante staygreen (sgr) de arroz (Oryza sativa) permitié
identificar el gen SGR, asociado a la senescencia, que codifica una nueva proteina del
cloroplasto. El arroz transgénico que sobreexpresa SGR produce hojas de color
marron o amarillento (Park et al., 2007). En investigaciones recientes Sun y
colaboradores (2017) identificaron otro mutante de arroz denominado spl32 que
mostrd senescencia foliar prematura, con una disminucion drastica del contenido de
clorofila. La clonacién posicional revelé que SPL32 codifica una glutamato sintetasa
dependiente de ferrodoxina (Fd-GOGAT). La actividad enzimatica de GOGAT
disminuy6 significativamente en el mutante y el contenido de glutamato estaba
alterado.

El mutante 1524 ET MM fue identificado por el grupo en una tesis anterior (Sanchez-
Lépez, 2017). Las caracteristicas fenotipicas observadas fueron plantas de menor
tamano que el WT y que no llegaban a etapa adulta por necrosarse gran parte de los
tejidos hasta acabar muriendo a los dos meses de cultivo. Para profundizar en la
caracterizacion de este mutante, en esta tesis se realizd el experimento de injertos.
Las plantas mutantes con raiz WT lograron desarrollarse hasta un tamafno similar al
WT. La aparicién de necrosis se ralentizd, aunque no se pudo evitar del todo, por lo
gue no se consiguié la produccién de semillas a partir de estas plantas. El mutante 199
ET MM se iba necrosando desde las hojas hasta llegar al raquis y tallo, e incluso
presentaba zonas necréticas en las flores, hasta que la planta se acababa secando
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casi por completo. A pesar de eso, algunas plantas mutantes pudieron desarrollar
frutos con semillas. Estos fenotipos de necrosis localizada en determinados tejidos

podrian tener alterados algunos genes relacionados con la muerte celular programada.

La muerte celular programada es un proceso que se da en diferentes fases del
desarrollo de una planta, como la formacién de las anteras y de determinados tejidos
vasculares (Gunawardena, 2008), asi como en procesos de senescencia (Uzelac et
al., 2008) y en la germinacién de semillas (Dominguez et al., 2001). Ademas, las
plantas emplean la muerte celular programada como respuesta controlada a diferentes
estreses bidticos y abibticos (Zuppini et al., 2010). Durante su ciclo de vida, las plantas
estan expuestas a microorganismos invasores, que incluyen bacterias, hongos y virus,
gue son potencialmente patégenos (Ma y Berkowitz, 2007). Cuando estos patégenos
invaden una planta, una respuesta de defensa compleja llamada respuesta
hipersensible causa la formacién de lesiones necréticas mediante la activacién de una

via de muerte celular programada con el fin de restringir el crecimiento del patégeno.

Se han aislado mutantes que muestran muerte celular espontanea en maiz
(Hoisington et al., 1982), arroz (Takahashi et al., 1999, Wang et al., 2005), cebada
(Wolter et al., 1993) y Arabidopsis (Greenberg y Ausubel, 1993; Dietrich et al., 1994,
Greenberg et al., 1994, Lorrain et al., 2004, Bouchez et al., 2007). Estos mutantes
muestran diferentes fenotipos de lesion y se clasifican en dos categorias: mutantes de
iniciacién y mutantes de propagacion (Lorrain et al., 2003). Esta clasificacion se basa
en la suposicion de que hay dos mecanismos diferentes involucrados en el control de
la muerte celular: una via para iniciar la muerte celular programada y otra via para
suprimirla. Los mutantes de iniciacién forman puntos necroticos localizados de tamarno
determinado, mientras que los mutantes de propagacion son incapaces de controlar la
tasa y el alcance de las lesiones. El estudio de estos mutantes brinda la oportunidad
para estudiar las bases moleculares de la muerte celular programada y la resistencia a
patégenos. Esto ha revelado una amplia variedad de factores importantes: genes
relacionados con la defensa, 4cido salicilico, acido abscisico, transporte de iones Ca**,
formacion y deteccibn de ROS, metabolismo de esfingolipidos, y biosintesis y
catabolismo de clorofila (Lorrain et al., 2003; Moeder y Yoshioka , 2008; Mosher et al.,
2010). En Arabidopsis se han identificado mutantes relacionados con este tipo de
respuesta: mutantes de muerte acelerada (acd), mutantes que simulan la respuesta de
resistencia a enfermedades (/sd7), mutantes de necrosis espontanea (svnf), mutantes
con lesiones similares a enfermedades (dll7) y mutantes que desarrollan lesiones
cloréticas o especificas de tejidos (acd17) (Lorrain et al., 2003). La identificacion y
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caracterizacion de los mutantes de esta tesis nos puede ayudar a entender mejor

estos mecanismos y su relacién con la tolerancia a diferentes tipos de estres.

5.11. Caracterizacion de mutantes afectados en el desarrollo
radicular

El sistema radicular es muy importante para las plantas en una amplia variedad de
procesos, incluida la absorcion de nutrientes y agua, el anclaje, el almacenamiento de
ciertas sustancias; ademas, las raices son la interfaz entre la parte aérea de la planta y
diversos factores bioticos y abiéticos en el suelo, como por ejemplo la presencia de un
exceso de sales o la falta de disponibilidad de agua. La comprensién del desarrollo y la
arquitectura de las raices puede abrir el camino para explotar y manipular sus
caracteristicas y aumentar el rendimiento de las plantas (Den Herder et al., 2010). El
sistema radicular embrionario consiste en una raiz primaria derivada del tejido
meristematico del SAM vy las raices laterales que surgen a partir de un conjunto
especifico de células del periciclo de la raiz primaria. Las raices adventicias se forman
a partir de tejidos diferenciados del tallo, u otros que no sean otras raices (Sorin et al.,
2005).

Se han identificado varios mutantes con alteraciones en el sistema radicular
embrionario asi como en el adventicio (196 ET GA; 384 ET MM; 2647 ET MM; 2666
ET MM) y se ha trabajado con un mutante previamente identificado en nuestro grupo
que ademas presenta alteraciones en su capacidad de regeneracion adventicia, el
mutante dor. En todos los casos los mutantes presentaban dificultad para crecer y
formar frutos. En algunos mutantes, ademas de las anomalias en el sistema radicular,
se observaron alteraciones en otros 6rganos de las plantas como las hojas (e.g. 2647
ET MM-M2). Los mutantes 384 ET MM y dor presentaban menor formacion de raices
laterales y adventicias. Cabe mencionar que en estos mutantes se probaron diferentes
explantes (e.g. cotiledones y hojas) como material a partir del cual obtener raices

adventicias y en todos ellos se observo una respuesta similar.

Se han identificado diversos genes que regulan el crecimiento del sistema radicular en
Arabidopsis relacionados con el meristemo apical de la raiz (RAM). El gen
SCHIZORHIZA (SCZ) esta asociado con el desarrollo del sistema radicular ya que se
requiere para el establecimiento de células madre de la raiz embrionaria. El mutante
schizoriza (scz) tiene alterada la formacién de la endodermis y corteza debido a que
las proteinas SCHIZORIZA (SCZ) intervienen en la formacion de las células
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precursoras de estos tejidos en el embrién (Pernas et al., 2010). Se han asociado dos
factores de transcripcion con el mantenimiento del meristemo apical de la raiz:
SCARECROW (SCR) y SHORT ROOT (SHR). El crecimiento de la raiz se retrasa en
los mutantes scry shr. EI comportamiento de crecimiento de la raiz del mutante shr se
debe a que el meristemo apical primario de la raiz no inicia la division celular después
de la germinacién. Los genes SHR y SCR codifican factores de transcripcion que
pertenecen a la familia de genes GRAS (Di Laurenzio et al., 1996; Helariutta et al.,
2000). Se ha demostrado que SHR regula directamente la expresion de genes que
incluyen SCR (Levesque et al., 2006) y una serie de componentes del ciclo celular,
incluida la ciclina de tipo D, CYCD6; 1 (Sozzani et al., 2010). La funcion de SHR no
esté restringida a la raiz primaria, sino que también se requiere para la iniciacion y el
disefio de primordios de raiz lateral. Ademas, SHR es necesario para mantener el
crecimiento indeterminado de las raices laterales y de anclaje. Los autores que han
trabajo sobre este tema concluyen que SHR regula una amplia gama de procesos de
desarrollo relacionados con la raiz de Arabidopsis (Lucas et al.,, 2011). Ademas, la
incapacidad de shr para reactivar la actividad mitética en el meristemo apical de la raiz
se asocia con la reduccion progresiva en la abundancia de portadores de salida de
auxina: PIN-FORMED1 (PIN1), PIN2, PIN3, PIN4 y PIN7. Los genes PIN controlan
colectivamente la distribucion de auxinas para regular la divisién celular y la expansion
celular en la raiz primaria. La accién conjunta de estos genes tiene un papel
importante al restringir el dominio de expresién de los genes PLETHORA 1y 2 (PLT1
Y PLT2), principales determinantes para la especificaciéon de células madre de la raiz.
A su vez, se requieren genes PLT para la transcripcion de los genes PIN a fin de
estabilizar el maximo de auxina en el meristemo apical de la raiz. Segun Blilou y
colaboradores (2005) los datos revelan una red de interaccion de transporte de

auxinas y el crecimiento del primordio de la raiz.

Como se ha descrito antes, las auxinas tienen una importante implicacién en el control
de la elongacioén celular en la raiz y en la formacién de las raices laterales. Se han
aislado mutantes de la via de respuesta a auxinas, como el mutante de la raiz solitaria
(sl que tiene una ausencia completa de raices laterales debido a una mutacién de
ganancia de funcién que aumenta la actividad represiva de IAA14 (Fukaki et al., 2002).
Ademas del mutante sIr; otros mutantes de ganancia de funcién aux/iaa exhiben
fenotipos que afectan a las raices laterales: el mutante hypocotyl2-2 (shy2-2)/iaa3
(Tian et al., 2003) y el mutante iaa28 (Rogg et al., 2001) de Arabidopsis presentan
raices laterales reducidas. Ademas de las auxinas, los brasinosteroides y las

citoquininas tienen funciones muy importantes en el sistema radicular. Las citoquininas
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son promotores de la diferenciacion celular y los brasinosteroides son reguladores de
la expansién celular (Clouse y Sasse, 1998). Mouchel y colaboradores (2004) aislaron
el gen BREVIS RADIX (BRX). Los mutantes de este gen presentaron niveles
reducidos de brasinosteroides y tenian un menor tamafno celular en las raices con

respecto al WT.

Debido a que la regulacion hormonal juega un papel muy importante en el sistema
radicular se estudi6 el comportamiento de algunos mutantes en medios
suplementados con distintas auxinas, tanto naturales como de sintesis (I1AA, IBA, ANA,
2,4-D, 2,4-5T y 4-CPA), a diferentes concentraciones. Se cultivaron apices
meristematicos mutantes y WT en estos medios. En ninguna de las lineas evaluadas
se observd una reversién total del fenotipo mutante al adicionar estas hormonas al
medio de cultivo. Se han obtenido resultados similares en el mutante alf-4 (aberrant
lateral root formation-4) de Arabidopsis en el cual no se observé respuesta a la
aplicacién exdgena de auxinas (Celenza et al., 1995). En un estudio con el mutante de
arroz Lrt1 que no logra formar raices laterales se investigaron los efectos de las
auxinas sobre la iniciacion de la raiz lateral mediante la aplicacién exdgena de IBA,
IAA, ANA y 2,4-D. Con IBA el mutante restaurd la iniciacion de raiz lateral y el
gravitropismo. Sin embargo, la aplicacién de IAA restaur6 solo la respuesta
gravitrépica de la raiz, pero no la iniciacion de raices laterales. Con la aplicacion de
ANA se restaurd el inici6 de la raiz lateral pero no estableci6 completamente el
gravitropismo (Chun et al., 2003). Los autores concluyeron que IBA es la auxina mas

eficaz para restaurar la formacion de raiz lateral en el mutante Lrt1.

A pesar de la importancia del sistema radicular, es complicado cuantificar el control
que ejerce en el desarrollo de la planta. Un sistema radicular es dificil de observar y de
interpretar. Una alternativa para conocer los efectos que tiene una mutacion de este
tipo en la parte aérea de la planta es el uso de injertos, intercambiando los genotipos
de parte aérea y de la raiz. El experimento de injertos se ha utilizado en los mutantes
de raiz identificados en esta tesis.

En el mutante dory 384 ET MM los injertos con la parte aérea mutante en patrén WT
se desarrollaron sin problema llegando a etapa adulta y permitiendo la obtencion de
semillas mutantes. Esto, ademas de la informacion que proporcioné sobre el fenotipo
mutante, representd un beneficio practico para el disefio de los siguientes
experimentos, ya que la obtencion de semillas mutantes no fue posible de otra
manera. Ademas se comprob6é que el fenotipo mutante de estas lineas estaba

determinado exclusivamente por las anomalias en el sistema radicular, ya que el
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injerto con la parte aérea WT sobre patrén mutante present6 el mismo aspecto que el
de las plantas mutantes.

El mutante 2647 ET MM M2 presentaba anomalias en la morfologia de las hojas y en
el sistema radicular. Al realizar los injertos con la parte aérea mutante sobre patrén WT
se produjo un desarrollo vigoroso, similar al de una planta WT, aunque la morfologia
de las hojas seguia siendo anémala. El injerto en el sentido opuesto dio plantas que no
fueron capaces de crecer como una planta WT. En este caso se concluyé que el
fenotipo estd influido tanto por el sistema radicular como por la parte aérea de la
planta.

En la linea 2666 ET MM ocurri6é algo similar: el fenotipo mutante estaba provocado
tanto por el sistema radicular como por la parte aérea. En definitiva, el uso de la
metodologia de injertos fue muy positivo tanto para la caracterizacion de los fenotipos
mutantes como para la obtencién de descendencia.

Por dltimo, conviene incidir en la importancia que estos mutantes afectados en el
desarrollo de la raiz pueden tener en la blUsqueda de nuevas estrategias para
conseguir mejorar la tolerancia al estrés hidrico y salino. De hecho, se ha estudiado el
comportamiento de diversos mutantes afectados en estos caracteres al verse
sometidos a diferentes situaciones estresantes. Asi, el mutante edt’ (ENHANCED
DROUGHT TOLERANCET) de Arabidopsis tiene un sistema radicular con raices de
mayor longitud y mayor numero de raices laterales, lo cual le confiere una mayor
tolerancia al estrés hidrico (Yu et al., 2008). Por otro lado, plantas de Arabidopsis en
las que no se expresa el gen AN3 (ANGUSTIFOLIA3) muestran una mayor tolerancia
al estrés hidrico gracias a una menor densidad de tricomas y a una modificacién en la
arquitectura de la raiz que presenta mayor longitud y mayor biomasa (Meng y Yao,
2015).
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Se ha puesto a punto un método para identificar mutantes afectados en la
tolerancia al estrés hidrico. Tras el escrutinio de lineas T-DNA de tomate, se ha
identificado y caracterizado un mutante con menor tolerancia al déficit hidrico y
otro que, en las mismas condiciones, es mas tolerante que el WT.

Se ha profundizado en la caracterizacién de tres mutantes hipersensibles al
estrés salino previamente identificados en nuestro grupo. En los mutantes 1560
ET MM y 698 ET MM la sensibilidad al estrés salino se debe a una excesiva
absorcion de agua por parte de la raiz, lo que provoca la acumulacion de iones
téxicos en la parte aérea. En el caso del mutante 916 ET MM la raiz no
interviene en el fenotipo de colapso de la parte aérea en condiciones de estrés
salino. Se ha comprobado que el mutante 916 ET MM también est4 alterado en
su tolerancia al estrés hidrico.

Tras el escrutinio de lineas T-DNA de tomate y de Solanum galapagense se
han identificado mutantes alterados en caracteres del desarrollo
potencialmente relacionados con la tolerancia a estrés abiotico. En concreto, se
han identificado y caracterizado cinco mutantes afectados en el desarrollo de la
parte aérea, tres con clorosis o variegacion en las hojas, seis que presentan
senescencia o0 respuesta hipersensible y, por ultimo, cinco mutantes con
alteraciones en el desarrollo del sistema radicular.

Se ha confirmado la naturaleza insercional de tres mutantes (167 ET GA, 199
ET MM y 2647 ET MM M2), lo que permitira abordar la clonacién del gen
alterado en cada uno de ellos mediante Anchor-PCR. En el caso de los
mutantes de tipo somaclonal hemos obtenido poblaciones segregantes a partir
del cruce de cada uno de ellos con Solanum pimpinellifolium para abordar la
identificacion de los genes alterados mediante técnicas de mapeo por
secuenciacion NGS.

Se ha iniciado el andlisis funcional del gen identificado en el mutante dor. Los
resultados han revelado que el gen DOR tiene una funcién importante en el
desarrollo radicular y la organogénesis adventicia. Ademas, se ha comprobado
que los mutantes dory 384 ET MM son alélicos.
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